
56

ОРИГИНАЛЬНЫЕ  СТАТЬИ

УДК 612.017.1:612.112.91
https://doi.org/10.20538/1682-0363-2024-1-56-63

Противоинфекционная защита организма человека  
с участием нейтрофильных сетей

Казимирский А.Н., Салмаси Ж.М., Порядин Г.В., Панина М.И., Ступин В.А., Ким А.Э., 
Титова Е.Г., Рогожина Л.С.

Российский национальный исследовательский медицинский университет (РНИМУ) им. Н.И. Пирогова  
Россия, 117997, г. Москва, ул. Островитянова, 1

РЕЗЮМЕ

Введение. Нейтрофильные экстраклеточные ловушки (НЭЛ) в форме сетей исследованы при воспалитель-
ных заболеваниях. Присутствие нейтрофильных сетей у инфицированных людей без клинических симпто-
мов не изучено.

Цель. Выявление НЭЛ у неболеющих людей в период пандемии гриппа H1N1 и вне этого периода, а также 
исследование функциональной активности НЭЛ.

Пациенты и методы. Две группы волонтеров (по 10 человек) в возрасте 20–25 лет. Первая группа до-
бровольцев обследована в спокойный эпидемиологический период, при отсутствии острых заболеваний в 
течение 1 мес до исследования и хронических заболеваний в анамнезе. Волонтеры 2-й группы контакти-
ровали с больными гриппом, но при этом не заболевали. В исследование также были включены больные 
(12 человек) с острым воспалением в брюшной полости (аппендицит, холецистит, абсцесс) и 9 – с не-
специфическим язвенным колитом. Нейтрофилы выделяли из крови традиционным методом на градиенте 
фиколла. Определяли количество, морфологию и функциональную активность НЭЛ (по захвату Klebsiella 
pneumoniae). Для визуализации и подсчета НЭЛ использовали флуоресцентную микроскопию с красителем 
SYBR Green. 

Результаты. У здоровых волонтеров, не контактировавших с больными, спонтанного формирования НЭЛ 
не возникало. Нейтрофилы же добровольцев, контактировавших с больными, спонтанно формировали ней-
трофильные сети. Количество НЭЛ у них достигало 8,58 ± 0,51%, а размеры НЭЛ – 39,68 ± 3,52 мкм. НЭЛ 
эффективно захватывали клетки тестового микроорганизма, что сопровождалось ретракцией волокон сети 
и преобразованием сетевидной структуры в вуалеобразную, которая удерживает 89,38 ± 5,86 микробных 
клеток. Для сравнения: нейтрофильная сеть больных с острым воспалением брюшной полости захватывает 
и связывает 20,2 ± 1,67 микробных клеток, при неспецифическом язвенном колите – 5,53 ± 0,34.

Заключение. Высокая связывающая способность нейтрофильных сетей является фактором эффективной 
защиты от развития инфекционного заболевания с манифестацией клинических симптомов.
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ABSTRACT

Background. Neutrophil extracellular traps (NETs) are net-like structures that have been investigated in 
inflammatory diseases. However, the presence of NETs in infected persons without clinical symptoms has not been 
yet studied.

Aim. To reveal NETs in healthy persons during and after the H1N1 influenza pandemic as well as to study the 
functional activity of NETs.

Materials and methods. The study included two groups of volunteers (n = 10 in each group) aged 20–25 years. 
The first group of volunteers was examined in the absence of acute diseases during one month before the study 
and in the absence of chronic diseases in the medical history. Volunteers of the second group were in contact with 
patients with influenza, but did not get sick. The comparative study also included patients with acute inflammation 
in the abdominal cavity (appendicitis, cholecystitis, abscess; 12 patients) and 9 patients with non-specific ulcerative 
colitis. Neutrophils were isolated from the blood by the traditional method of Ficoll density centrifugation. The 
number, morphology, and functional activity of NETs were determined (by capture of Klebsiella pneumoniae). 
SYBR Green I-based fluorescence microscopy was used to visualize and quantify NETs.

Results. In healthy volunteers who were not in contact with infected patients, spontaneous NETs formation did 
not occur. Neutrophils of persons who were in contact with infected patients spontaneously formed NETs. In 
this case the number of NETs reached 8.58 ± 0.51%, and the size of NETs amounted to 39.68 ± 3.52 µm. NETs 
effectively captured cells of the tested microorganism, which was accompanied by retraction of network fibers 
and transformation of the network structure into a cloud-like one, which retained 89.38 ± 5.86 microbial cells. For 
comparison, the NETs in patients with acute inflammation in the abdominal cavity captured and bound 20.2 ± 1 .67 
microbial cells and with non-specific ulcerative colitis – 5.53 ± 0.34 cells.

Conclusion. High binding capacity of NETs is a factor contributing to effective defense of the body against the 
development of an infectious disease with manifested clinical symptoms.

Keywords: functional activity of NETs, neutrophil extracellular traps, cloud-like appearance, healthy volunteers, 
H1N1 influenza, Klebsiella pneumoniae, inflammatory diseases 
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__________________________

ВВЕДЕНИЕ 

Нейтрофилы формируют нейтрофильные экстра-
клеточные ловушки (НЭЛ, NETs) в качестве защит-
ного механизма против патогенов, вторгающихся 
в организм человека. В ранее проведенных иссле-
дованиях, касающихся реакций клеток врожденно-

го иммунитета (нейтрофилов) в ответ на вирусное 
инфицирование (хантавирусы, аденовирусы, вирус 
иммунодефицита человека, вирусы гриппа), были 
получены данные о формировании нейтрофильных 
экстраклеточных ловушек у заболевших людей при 
различных острых вирусных заболеваниях [1–3]. В 
это же время исследователи обнаружили, что избы-
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точное формирование нейтрофильных экстракле-
точных ловушек опасно, поскольку может вызвать 
тканевое повреждение и привести к осложнениям 
основного заболевания [3–6]. Роль нейтрофилов при 
вирусном инфицировании имеет свои нюансы, и по-
рог, при котором защитные функции уступают место 
механизмам повреждения, в том числе иммунопато-
логическим, еще недостаточно изучен. 

В исследованиях последних лет установлено, что 
вирусы гриппа непосредственно способны индуци-
ровать формирование нейтрофильных экстракле-
точных ловушек в крови у здоровых доноров в экс-
периментах in vitro [7, 8]. В то же время выявлено, 
что формирование нейтрофильных экстраклеточных 
ловушек в форме нейтрофильных сетей, как реакция 
клеток врожденного иммунитета, способствующая 
естественному процессу борьбы с острой вирусной 
инфекцией, сопровождается выраженным противо-
вирусным эффектом, который помогает контролиро-
вать системные уровни вируса [9]. Принято считать, 
что НЭЛ отсутствуют в организме здоровых людей 
и обнаруживаются только при воспалении. Нейтро-
фильные сети довольно подробно описаны, но их 
присутствие в организме людей без клинических 
проявлений заболевания неизвестно. Точных данных 
о наличии нейтрофильных сетей в периферической 
крови людей, находящихся в контакте с инфициро-
ванными индивидами, но не заболевающими при 
этом, нет. Кроме того, механизмы, лежащие в основе 
формирования нейтрофильных внеклеточных лову-
шек, все еще остаются неясными. 

Неизвестны большинству исследователей различ-
ные варианты существующих морфологических форм 
нейтрофильных экстраклеточных ловушек, не изучена 
их функциональная активность. Один из подходов к 
выяснению этих вопросов заключается в определении 
численности нейтрофильных экстраклеточных лову-
шек, их морфологического строения и функциональ-
ной активности у не болеющих людей в период панде-
мии вируса гриппа и вне эпидемической обстановки. 

Цель – выявление нейтрофильных экстраклеточ-
ных ловушек у неболеющих людей в период пан-
демии вируса гриппа H1N1 и вне этого периода, а 
также исследование их функциональной активности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены две группы 

волонтеров по 10 человек в каждой в возрасте 20– 
25 лет. Критерий включения – отсутствие острых 
заболеваний на момент исследования и указаний на 
хронические заболевания в анамнезе. Критерий ис-
ключения – острые инфекционные заболевания в те-
чение 1 мес до дня исследования.

Волонтеры 1-й группы подвергались исследова-
нию в мае – июне 2022 г. В этот период регистриро-
вали самую спокойную эпидемическую обстановку 
по гриппу и COVID-19. Члены этой группы не имели 
контактов с людьми, болеющими острыми респира-
торными заболеваниями.

Волонтеры 2-й группы были исследованы в де-
кабре 2022 г. В этот период регистрировали превы-
шение эпидемического порога по гриппу H1N1 у де-
тей и взрослых. Более того, волонтеры 2-й группы 
в течение 1 мес, предшествующего дню обследова-
ния, находились в постоянном контакте с больными 
гриппом H1N1, но сами при этом не заболевали.

В исследование также были включены больные, 
находящиеся на лечении в  ГКБ № 51 г. Москвы. 
Больные 1-й группы (12 человек) были госпитали-
зированы с острым инфекционным воспалением в 
брюшной полости (острый аппендицит, острый хо-
лецистит, абсцесс). Больные 2-й группы (9 человек) 
имели диагноз «неспецифический язвенный колит». 

Исследование проб крови проводили на кафе-
дре патофизиологии и клинической патофизиоло-
гии лечебного факультета ФГАОУ ВО РНИМУ им. 
Н.И. Пирогова Минздрава России. Все процедуры 
выполнялись в соответствии с этическими нормами 
Хельсинкской декларации ВМА (в редакции 2004 г.) 
и письменного информированного согласия паци-
ентов. Исследование одобрено этическим комите-
том РНИМУ им. Н.И. Пирогова (протокол № 203 от 
21.12.2021). 

Определение содержания нейтрофильных экс-
траклеточных ловушек. Получение клеточных фрак-
ций нейтрофилов. Для взятия проб крови волонтеров 
использовали вакутайнер с ЭДТА для предотвраще-
ния свертывания. Выделение нейтрофилов из веноз-
ной крови, обработанной ЭДТА, проводили с помо-
щью градиентного центрифугирования. Для этого 
кровь разводили в 4 раза натрий-фосфатным буфер-
ным раствором (рН 7,4) и наслаивали на двойной гра-
диент плотности фиколла-верографина. Плотность 
верхнего слоя градиента составляла 1,077 г/см3,  
нижнего – 1,190 г/см3. После центрифугирования  
(1 600 об/мин, 30 мин) на границе между градиен-
тами возникало скопление нейтрофилов с чистотой 
98–100%. Нейтрофилы дважды отмывали от при-
месей фиколла натрий-фосфатным буферным рас-
твором (50 мМ, рН 7,4). Осаждение клеток крови 
проводили при центрифугировании (1 200 об/мин,  
15 мин). Выделенные нейтрофилы в среде RPMI-
1640 использовали в экспериментах по кратковре-
менному культивированию. Жизнеспособность вы-
деленных нейтрофилов составляла не менее 95% 
(тест с 0,1%-м раствором трипанового синего). 
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Иммунофлуоресцентное определение нейтро-
фильных экстраклеточных ловушек. Для обнаруже-
ния и подсчета нейтрофильных экстраклеточных ло-
вушек использовали флуоресцентную микроскопию 
[10]. Результаты выражали в процентах, в виде отно-
шения количества экстраклеточных ловушек к обще-
му числу клеток в поле зрения. Выявление нейтро-
фильных экстраклеточных ловушек осуществляли с 
использованием флуоресцентного красителя SYBR 
Green (Evrogen, Россия), специфично взаимодейству-
ющего с двухцепочечной ДНК. Микроскопирование, 
подсчет и фоторегистрацию клеток и экстраклеточ-
ных структур проводили при увеличении ×1 000. 

Захват тестового микроорганизма. Опреде-
ление функциональной активности внеклеточных 
структур (нейтрофильных сетей) проводили с по-
мощью теста на захват микроорганизма Klebsiella 
pneumoniae (ATCC 700603). Для этого к нейтрофи-
лам, иммобилизованным на стекле, покрытым поли-
лизином, добавляли микробную культуру Klebsiella 
pneumoniae в среде RPMI-1640 в концентрации  
103/мкл. Нейтрофильные сети захватывали тесто-
вый микроорганизм в соответствии с потенциальной 
функциональной активностью НЭЛ. После окраши-
вания (SYBR Green, 15 мин) и отмывания избытка 
красителя в ходе микроскопирования определяли 
количество клеток Klebsiella pneumoniae, связанное 
каждой экстраклеточной структурой. 

Полученные результаты обрабатывали в програм-
ме Statistica 12.0 (StatSoft Inc., США). Данные пред-
ставлены в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего (М ± m). Сравнение количествен-
ных признаков проводили по ранговому U-критерию 
Манна – Уитни и данным дисперсионного анализа 
Краскела – Уоллиса. Различия считали статистиче-
ски значимыми при значениях  p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В исследовании in vitro определяли количествен-

ные и качественные характеристики нейтрофильных 
экстраклеточных ловушек. Определяли их варианты 
морфологической структуры, численность, разме-
ры, функциональную активность нейтрофильных 
сетей (в тесте с захватом микроорганизма Klebsiella 
pneumoniae). 

Результаты исследования двух групп волонтеров, 
не имевших контактов с заболевшими (1-я группа) и 
контактировавших с больными людьми, но при этом 
не имеющих клинических признаков заболевания 
(2-я группа), приведены в таблице.

У здоровых волонтеров, не имевших контактов 
с больными людьми и обследованных вне перио-
да пандемии (1-я группа), спонтанного формиро-

вания нейтрофильных экстраклеточных ловушек  
не возникало.

Т а б л и ц а

Результаты исследования нейтрофильных сетей  
неболеющих волонтеров, М ± m

Показатель

Параметры нейтрофильных сетей
Морфологиче-
ская структура 

НЭЛ

Коли- 
чество 

НЭЛ, %

Размеры 
НЭЛ, 
мкм

Волонтеры, не имев-
шие контактов  
с больными,  
контроль, n = 10

– 0,00 0,00

Контактировавшие  
с больными и незабо-
левшие, n = 10

сети 8,58 ± 
0,51*

39,68 ± 
3,52*

* p < 0,05 по сравнению с контролем.

Нейтрофилы 1-й группы волонтеров были пред-
ставлены в виде классических зрелых сегментоядер-
ных гранулоцитов (рис. 1). 

Рис. 1. Нейтрофилы здоровых людей, не имевших контак-
тов с больными людьми: окрашивание CYBR Green, ×1 000

У неболеющих волонтеров, но имевших контак-
ты с больными людьми (2-я группа), результаты ока-
зались иные. Нейтрофилы этих неболеющих людей 
спонтанно формировали нейтрофильные сети (рис. 
2, 3). Количество нейтрофильных экстраклеточных 
ловушек у них составляло 8,58 ± 0,51%, а размеры 
НЭЛ соответствовали 39,68 ± 3,52 мкм. Нейтрофи-
лы в этой группе испытуемых спонтанно, без всякой 
дополнительной стимуляции формировали нейтро-
фильные сети. Следовательно, участники этой груп-
пы волонтеров, имевшие контакты с больными паци-
ентами, сами были инфицированы, а их нейтрофилы 
были предварительно активированы. 

В следующей серии экспериментов определяли 
функциональную активность нейтрофильных се-
тей, обнаруженных у неболеющих волонтеров, но  
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имевших контакты с больными людьми (2-я груп-
па), в тесте с захватом микроорганизма Klebsiella 
pneumoniae (ATCC 700603). 

К клеткам тестового микроорганизма Klebsiella 
pneumoniae, размещенным на стекле (рис. 4), добав-
ляли нейтрофилы неболеющих волонтеров 2-й груп-
пы. Нейтрофилы этих волонтеров, обследованных в 
неблагоприятный эпидемиологический период, но 
не имевших клинических признаков заболевания, 
формировали нейтрофильные сети (см. рис. 2, 3) и 
захватывали клетки тестового микроорганизма. Мы 
наблюдали, что в ходе этого процесса развивается 
ретракция волокон сети и происходит преобразова-
ние сетевидной структуры в вуалеобразную. Причем 
размеры вторично образующихся нейтрофильных 
«вуалей» вместе с захваченными клетками Klebsiella 
pneumoniae становились в 2–3 раза меньше, чем 
размеры исходных нейтрофильных сетей (рис. 5). 
Наши наблюдения показывают, что захват клеток 
тестового микроорганизма был очень эффективный. 
Сплошной газон клеток Klebsiella pneumoniae прак-
тически полностью очищался от этого патогена, а 
все микроорганизмы были сосредоточены внутри 
вуалеобразных нейтрофильных структур (см. рис. 4). 
Каждая вуалеобразная структура, происходящая из 
нейтрофильной сети неболеющих волонтеров, но 
имевших контакты с больными людьми, захватывает 
и удерживает 89,38 ± 5,86 клеток тестового микроор-
ганизма Klebsiella pneumoniae (рис. 5). 

Рис. 3. Нейтрофильные сети неболеющих людей (волон- 
тер К.), находящихся в контакте с больными пациентами, 
время инкубации 1 ч, окрашивание CYBR Green, ×1 000

Рис. 4. Клетки Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), раз-
мещенные на стекле: окрашивание CYBR Green, ×1 000

Рис. 2. Нейтрофильные сети неболеющих людей (волон- 
тер А.), находящихся в контакте с больными пациентами: 
время инкубации 1 ч, окрашивание CYBR Green, ×1 000

Рис. 5. Нейтрофильные сети эффективно захватывают и 
связывают клетки Klebsiella pneumoniae и превращаются в 
вуалеобразные структуры: время инкубации нейтрофиль-
ных сетей с клетками Klebsiella pneumoniae 2 ч, окрашива-

ние CYBR Green,  ×1 000

Для сравнения: уровень функциональной актив-
ности нейтрофилов волонтеров, успешно преодо-
левающих вирусную инфекционную нагрузку, со-
поставляли с результатами, полученными в тесте с 
захватом микроорганизма Klebsiella pneumoniae, у 
двух групп больных. Исследовали захват и связыва-
ние клеток тестового микроорганизма нейтрофиль-
ными сетями у больных с острым инфекционным 
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воспалением в брюшной полости (острый аппенди-
цит, острый холецистит, абсцесс) и у больных с не-
специфическим язвенным колитом.

Функциональная активность нейтрофильных 
сетей у больных с острыми воспалительными про-
цессами в брюшной полости оказалась понижен-
ной. Каждая нейтрофильная сеть у таких больных 
захватывает и связывает 20,2 ± 1,67 микробных тел. 
Наблюдалось снижение этой связывающей способ-
ности по сравнению с клинически здоровыми, не бо-
леющими волонтерами, более чем в 4 раза (рис. 6).

Исследование захвата и связывания патогена 
нейтрофильными сетями больных неспецифическим 
язвенным колитом выявило очень слабую функцио-
нальную способность нейтрофильных сетей у данной 
группы больных. Количество захваченных микро-
организмов Klebsiella pneumoniae нейтрофильными 
сетями больных язвенным колитом составляло всего 
5,53 ± 0,34 микробных тел. 

Таким образом, результаты сравнительного ис-
следования связывания клеток тестового микроор-
ганизма Klebsiella pneumoniae (рис. 7) показывают, 
что наиболее высокой связывающей способностью 
обладают нейтрофильные сети неболеющих волонте-
ров, имевшие контакты с больными людьми. Высо-
кая связывающая способность нейтрофильных сетей 
этих людей, по-видимому, является фактором эффек-
тивной защиты их от развития инфекционного забо-
левания с манифестацией клинических симптомов. 

Нейтрофильные сети больных с острым инфек-
ционным воспалением (аппендицит, холецистит, аб-
сцесс) обладают пониженной способностью к захва-
ту и связыванию патогенов, но эта их способность 
сохраняется на довольно высоком уровне. Преобра-
зование нейтрофильных сетей этих больных в вуа-
леобразные структуры сопровождается ослаблением 
их связывающей способности по отношению к клет-
кам тестового микроорганизма. 

Наиболее низкой способностью связывания кле-
ток патогена обладают нейтрофильные сети больных 
с неспецифическим язвенным колитом. Ослабление 
захвата и связывания тестового микроорганизма 
у больных с этим хроническим аутоиммунным за-
болеванием свидетельствует о пониженной функ-
циональной активности нейтрофильных сетей и, 
видимо, лежит в основе коморбидности больных с 
неспецифическим язвенным колитом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получение детальной информации о морфологи-

ческих вариантах нейтрофильных экстраклеточных 
ловушек опирается на адекватный метод их визуа-
лизации, описанный нами прежде [10]. Результаты 
проведенного исследования in vitro демонстрируют 
строение нейтрофильных экстраклеточных ловушек, 
изменение их морфологии в ходе реакции нейтрофи-
лов на патоген, что указывают на ведущую роль этих 
клеток врожденного иммунитета в противоинфекци-
онной защите организма. 

Полученные результаты показывают, что группа 
неболеющих волонтеров, находящихся в контакте 
с больными людьми, защищена от инфекции бла-
годаря эффективной работе нейтрофильного звена 
врожденного иммунитета. Нейтрофилы этих людей 

Рис. 6. Ослабление связывания патогена у больных с 
острыми воспалительными процессами брюшной поло-
сти. Нейтрофильные сети больных с воспалительными 
процессами в брюшной полости захватывают и связыва-
ют клетки Klebsiella pneumoniae и превращаются в вуа-
леобразные структуры: время инкубации нейтрофильных 
сетей с клетками Klebsiella pneumoniae 2 ч, окрашивание 

CYBR Green, ×1 000

Рис. 7. Захват и связывание патогена Klebsiella pneumoniae 
нейтрофильными сетями у неболеющих людей и у больных с 
различными воспалительными заболеваниями: по оси OY – 
количество микробных тел, захваченных одной нейтро-
фильной структурой, по оси OX – не болеющие волонте-
ры, имевшие контакты с больными людьми (1); больные с 
острым инфекционным воспалением в брюшной полости 

(2); больные неспецифическим язвенным колитом (3)
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уже были предварительно активированы, поскольку 
способны спонтанно формировать нейтрофильные 
сети. Сетевидные структуры весьма эффективно за-
хватывают клетки патогена, развивают ретракцию 
волокон и превращаются в ходе этого процесса в 
компактные вуалеобразные структуры. Затем эти 
образования закономерно подвергаются фагоцитозу, 
развиваются процессы внутриклеточного гидролиза 
и происходит презентация антигенов. С этого мо-
мента начинается включение реакций адаптивного 
иммунитета. 

У больных с острым инфекционным воспалением 
(аппендицит, холецистит, абсцесс) в эксперименте 
подтверждено ослабление захвата и связывания ней-
трофильными сетями клеток тестового микроорга-
низма, что в клинических условиях может повысить 
риск развития осложнений основного заболевания. 
Резко ослаблена функциональная активность ней-
трофильных сетей у больных с неспецифическим 
язвенным колитом, что объясняет повышенную 
чувствительность к инфекции и высокую коморбид-
ность этих больных.

Результаты проведенного исследования показы-
вают, что противоинфекционная защита организма с 
участием клеток врожденного иммунитета состоит в 
эффективном захвате и связывании патогена. Осла-
бление связывания клеток микроорганизма нейтро-
фильными сетями несет потенциальный риск разви-
тия осложнений.

Авторы обращают внимание на то, что это первое 
исследование, посвященное изучению функциональ-
ной активности нейтрофильных сетей в организме 
человека.
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