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Новые возможности диагностики и исследования  

патогенеза различных видов воспаления
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Нейтрофильные экстраклеточные ловушки (НЭЛ) возникают в результате высвобождения гранулярного и ядерного содер-

жимого нейтрофилов во внеклеточное пространство в ответ на различные классы микроорганизмов, растворимые фак-

торы и собственные модифицированные антигены организма . Во многих исследованиях продемонстрировано, что обра-

зование НЭЛ является эффективным механизмом борьбы с внедряющимися микроорганизмами, поскольку недостаточ-

ность формирования НЭЛ или гидролиз основной нуклеотидной цепи НЭЛ бактериальными ДНКазами делает организм 

человека восприимчивым к инфекциям . Основная роль НЭЛ – предотвращение распространения микроорганизмов в орга-

низме . Принято считать, что образование нейтрофильных экстраклеточных ловушек должно строго регулироваться, чтобы 

избежать повреждения тканей и избыточной гемокоагуляции . Цель исследования – морфологическая характеристика 

основных типов структур нейтрофильных экстраклеточных ловушек в зависимости от вида воспалительного процесса . 

Методика. В исследование были включены 18 больных с различными видами воспаления (абсцесс брюшной полости, 

аппендицит, панкреонекроз, калькулезный холецистит) в острый период заболевания с высокими показателями лейко-

цитоза (10-12 тыс/мкл) . Для визуализации и подсчета нейтрофильных экстраклеточных ловушек использовали метод флу-

оресцентной микроскопии . Окрашивание НЭЛ проводили с помощью флюоресцентного красителя для двухцепочечной 

ДНК SYBR Green (Evrogen) . 

результаты . Показано, что при благоприятном течении острого инфекционного процесса нейтрофилы выбрасывают одну 

или несколько нитей c ДНК, которые затем ветвятся и формируют структуру сети . В дальнейшем происходит ретракция 

волокон сети с захватом микроорганизмов . При постнекротическом воспалении сеть не формируется, а вместо неё возни-

кает вуалеобразная структура, состоящая из тонких нитей c ДНК . Асептическое воспаление характеризуется особой мор-

фологической формой -- нитевидной . Нейтрофил, при этом виде воспаления, выбрасывает значительной длины одиноч-

ную нить c ДНК . 

заключение . Предложенный нами метод визуализации нативных нейтрофильных экстраклеточных ловушек показал 

высокую диагностическую эффективность . Он позволяет выявлять различия в структурах нейтрофильных экстраклеточ-

ных ловушек при разных типах воспаления .
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new opportunities for diagnosis and investigation of the pathogenesis of various types  

of inflammation
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Neutrophil extracellular traps (NETs) arise as a result of the release of granular and nuclear contents of neutrophils into the extra-

cellular space in response to various classes of microorganisms, soluble factors and own modified antigens . Many studies have 

demonstrated that the formation of NETs is an effective mechanism for combating invading microorganisms, since insufficient 

release of NETs or hydrolysis of the main nucleotide chain of NET by bacterial DNases increases susceptibility to infections . The 

main role of NET is to prevent the spread of microorganisms . It is generally believed that the formation of NETs should be strictly 

regulated to avoid tissue damage and excessive hemocoagulation . 

the aim of the study was to identify the main morphological structures of NETs depending on the type of inflammatory process . 

Methods. The study included 18 patients with various types of inflammation (abdominal abscess, appendicitis, pancreatic necro-

sis, calculous cholecystitis) in the acute period of the disease with high rates of leukocytosis (10-12 103/µl) . NETs were stained with 

a fluorescent dye for double-stranded DNA, SYBR Green (Evrogen), and visualized and counted using fluorescence microscopy . 

results. The study showed that, with a benign course of an acute infectious process, neutrophils emit one or more DNA strands, 

which then branch and form the network structure . In the future, the fibers of the network retract, capturing microorganisms . 

With necrotic inflammation, the network is not formed, but instead a veil-like structure consisting of thin strands of DNA appears . 

Aseptic inflammation is characterized by a special morphological form, i .e ., a threadlike form . Neutrophils, with this type of inflam-

mation, emit a single strand with DNA of considerable length . 

conclusion. Thus, our proposed method of visualization of native NETs has shown high efficiency . It allowed us to identify dif-

ferent structures of NETs in various types of inflammation (infectious, necrotic and aseptic), which seems relevant and opens up 

a new direction in pathophysiology of inflammation . 
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введение 

Нейтрофильные экстраклеточные ловушки 

(НЭЛ) – форма реагирования активированных ней-

трофилов на контактные взаимодействия с патогена-

ми и клетками, находящимися в состоянии апоптоза. 

НЭЛ формируются в результате освобождения грану-

лярного и ядерного содержимого нейтрофилов во вне-

клеточное пространство в ответ на различные классы 

микроорганизмов, растворимые факторы и собствен-

ные модифицированные антигены организма. НЭЛ 

состоят из деконденсированных волокон хроматина, 

покрытых антимикробными гранулярными и цито-

плазматическими белками, такими как миелоперок-

сидаза, эластаза нейтрофилов (NE) и α-дефенсины. 

Центральным внутриклеточным событием образова-
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ния НЭЛ является удаление гистонов пептидиларги-

ниндезаминазой 4 (PAD4) [1, 2]. Во многих исследо-

ваниях продемонстрировано, что образование НЭЛ 

является эффективным механизмом борьбы с вторга-

ющимися микроорганизмами, поскольку недостаточ-

ность высвобождения НЭЛ или гидролиз основной ну-

клеотидной цепи НЭЛ бактериальными ДНКазами де-

лает организм человека восприимчивым к инфекциям. 

Основная роль НЭЛ – предотвращение распростра-

нения микроорганизмов в организме. Избыток обра-

зования НЭЛ имеет и обратную сторону. Патогенная 

роль избыточного образования НЭЛ была описана для 

многих воспалительных заболеваний человека, как ин-

фекционного, так и неинфекционного происхождения. 

Негативный эффект чрезмерного образования НЭЛ 

особенно важен при заболеваниях легких, посколь-

ку НЭЛ могут легче формироваться в легочных альве-

олах, вызывая повреждение. Более того, НЭЛ и свя-

занные с ними молекулы способны напрямую вызы-

вать гибель эпителиальных и эндотелиальных клеток. 

Массивное образование НЭЛ было зарегистрировано 

при целом ряде легочных заболеваний, включая брон-

хиальную астму, хроническую обструктивную болезнь 

легких, муковисцидоз, респираторно-синцитиальный 

вирусный бронхиолит, грипп, бактериальную пневмо-

нию и туберкулез. В настоящее время общепринятым 

считается мнение о том, что образование нейтрофиль-

ных экстраклеточных ловушек должно строго регули-

роваться, чтобы избежать повреждения тканей и из-

быточной гемокоагуляции [1]. 

Однако обследование больных с воспалительны-

ми заболеваниями различного генеза показывают, что 

помимо изменений общей численности нейтрофиль-

ных экстраклеточных ловушек, существенно изменя-

ется и их морфологическая структура. Эти наблюдения 

заставили углубленно подойти к корректной оценке 

численности НЭЛ и потребовали разработки метода, 

позволяющего визуализировать и регистрировать на-

тивные нейтрофильные экстраклеточные ловушки. 

Цель исследования – выявление и характеристи-

ка основных морфологических типов нейтрофильных 

экстраклеточных ловушек при воспалении.

Методика 

Больные. В работе использовали периферическую 

кровь 18 больных, все исследования   выполнялись 

по международным правилам работы с биоматериа-

лом людей. Все больные находились на лечении в хи-

рургическом отделении 31 ГКБ г. Москвы с   воспали-

тельными заболеваниями (абсцесс брюшной полости, 

аппендицит, панкреонекроз, калькулезный холеци-

стит). В исследование включались пациенты в острый 

период заболевания с высокими показателями лей-

коцитоза (10–12 тыс/мкл). Все процедуры выполня-

лись в соответствии с этическими нормами Хельсинк-

ской декларации Всемирной медицинской ассоциации 

(1964, 2004) и письменного информированного согла-

сия всех пациентов. Работа одобрена этическим коми-

тетом университета.

Препараты. Для модулирования формирования 

нейтрофильных экстраклеточных ловушек использо-

вали микробную культуру Klebsiella pneumoniae, Sigma 

(LPS) в конечной концентрации 50 мкг/мл при куль-

тивировании с нейтрофилами 3 здоровых доноров.

Получение клеточных фракций. В исследовании ис-

пользовали клеточные фракции нейтрофилов. Веноз-

ную кровь (10 мл) больных для предотвращения свер-

тывания помещали в силиконизированую пробирку 

с ЭДТА. Для выделения нейтрофилов кровь разво-

дили в 2 раза натрий-фосфатным буферным раство-

ром (рН 7,4) и наслаивали на двойной градиент плот-

ности стерильных растворов фиколла-верографина. 

Плотность верхнего слоя градиента составляет 1,077, 

нижнего – 1,190. После центрифугирования (1600 об/

мин, 30 мин) на границе между градиентами появля-

ется кольцо гранулоцитов с чистотой 98-100%, эритро-

циты при этом осаждаются на дно пробирки. Кольцо 

нейтрофильных гранулоцитов отбирали, переносили 

в пробирки для центрифугирования, дважды отмыва-

ли от примесей фиколла буферным раствором, исполь-

зуя центрифугирование для осаждения клеток (1200 

об/мин, 15 мин). Стерильно выделенные нейтрофилы 

переносили в среду RPMI-1640 и использовали в экс-

периментах по культивированию. Жизнеспособность 

выделенных нейтрофилов (тест с 0,1% раствором три-

панового синего) составляла не менее 90%. 

Культивирование клеток крови с LPS. К стерильно 

выделенным нейтрофилам добавляли LPS и проводили 

инкубацию с клетками в атмосфере 5% СО
2
 при 37 оС. 

В пробе (объем 200 мкл), приготовленной на среде RP-

MI-1640, содержались нейтрофилы и препарат LPS. 

Конечная концентрация клеток в среде культивиро-

вания составляла 2*105 клеток/мл.

Иммунофлюоресцентное окрашивание нейтрофиль-

ных экстраклеточных ловушек. Для обнаружения и под-

счета нейтрофильных экстраклеточных ловушек ис-

пользовали флуоресцентную микроскопию. Для это-

го нейтрофилы после окончания инкубации помещали 

в лунки на предметном стекле, образованные наплав-

лением пленки Parafilm (Sigma) на стекло. Диаметр 

лунки 5 мм Стекло в лунках предварительно обраба-

тывали 0,1% поли-L-лизином для увеличения адгезии 



ISSN 0031-2991 37

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2022; 66(2)  

DOI: 10.25557/0031-2991.2022.02.34-42

клеток. Затем в каждую лунку вносили 10 мкл суспен-

зии нейтрофилов. Для адгезирования нейтрофилов 

предметные стекла с нанесенной суспензией нейро-

филов помещали во влажную камеру и инкубировали 

в течение 30 мин при 37 оС. После окончания процеду-

ры адгезии в лунки добавляли 10 мкл флюоресцентного 

красителя SYBR Green (Evrogen)  и выдерживали окра-

шенные пробы в течение 10 мин в темноте при 37 оС. 

Для удаления излишков красителя предметные стек-

ла с адгезированными нейтрофилами промывали в на-

трий фосфатном буферном растворе в течение 2 мин 

и микроскопировали под иммерсией. Среди 100 ней-

трофилов подсчитывали количество НЭЛ. Результа-

ты выражали в процентах как отношение количества 

НЭЛ к общему количеству нейтрофилов.

Статистическая обработка. Статистическую обра-

ботку полученных результатов проводили при большой 

выборке с помощью критерия t Стьюдента, при малой 

выборке с ненормальным распределением, а также 

при сравнении попарно связанных вариант – с при-

менением непараметрических критериев Вилкоксо-

на и Манна–Уитни 

результаты и обсуждение

В исследовании проводили определение количе-

ства НЭЛ у больных с различными видами воспале-

ния, а также анализировали результаты экспериментов 

по формированию НЭЛ нейтрофилами здоровых до-

норов под влиянием LPS (Klebsiella pneumoniae). Дан-

ные представлены на рис. 1 и в таблице.

Полученные результаты демонстрируют спо-

собность LPS активировать нейтрофилы, очевид-

но, действуя через TLR-рецепторы (рецепторы 

врожденного иммунитета), и индуцировать форми-

рование нейтрофильных экстраклеточных ловушек. 

Морфология LPS-индуцированных НЭЛ во всех 

экспериментах имела характерную сетевидную форму.

В следующем разделе работы изучали морфоло-

гические варианты нейтрофильных экстраклеточных 

ловушек у больных. Было выявлено несколько типов 

рис. 1. Спонтанное и LPS-индуцированное формирование нейтрофильных экстраклеточных ловушек (НЭЛ) в условиях инкубации с нейтрофилами 

здоровых доноров под влиянием LPS (Klebsiella pneumoniae, Sigma) . 

По горизонтальной оси  – время инкубации LPS с нейтрофилами (ч), по вертикальной оси – количество нейтрофильных экстраклеточных 

ловушек в % .

Fig. 1. Spontaneous and LPS-induced formation of neutrophil extracellular traps (NELs) under conditions of incubation with neutrophils of healthy 

donors under the influence of LPS (Klebsiella pneumoniae, Sigma) . 

The horizontal axis  – the incubation time of LPS with neutrophils (h), the vertical axis  – the number of neutrophil extracellular traps in % .
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морфологически различающихся структур в зависи-

мости от характера воспалительного процесса. Этапы 

формирования нейтрофильных экстраклеточных ло-

вушек при благоприятном течении острого инфекци-

онного воспалительного процесса приведены на ри-

сунках 2–5.

Начальные этапы формирования НЭЛ состоят 

в выбросе одной или нескольких нитей (чаще всего 

двух) c двухцепочечной ДНК, которые вытягиваются 

на значительное расстояние в несколько клеточных 

диаметров (рис. 2). 

Дальнейшие наблюдения показывают, что при 

формировании нейтрофильных экстраклеточных ло-

вушек наблюдается определенная этапность процесса 

(рис. 3, 4). На следующем этапе происходит утолщение 

волокон c ДНК, которое вызвано скольжением новых 

волокон c ДНК вдоль первоначально образованных. 

При достижении определенной толщины волок-

на происходит его ветвление (рис. 4). Затем на следу-

ющем этапе волокна нейтрофильной ловушки пере-

секаются, взаимодействуют между собой, формируют 

сеть и захватывают патогены или остатки апоптозиру-

ющихся клеток.

На последнем этапе формирования нейтрофиль-

ных экстраклеточных ловушек развивается ретрак-

ция волокон с ДНК, и патогены или гибнущие клет-

ки организма прочно удерживаются структурой се-

ти (рис. 5, 6).

Таблица / Table 

Формирование нЭл в условиях инкубации с нейтрофилами здоровых доноров

nel formation under incubation conditions with neutrophils from healthy donors

НЭЛ, % (NET, %)

Время инкубации нейтрофилов (ч)

Neutrophil incubation time (h)

0 2 3 4

Спонтанное формирование НЭЛ, контроль Sontaneous 

formation of NET (control) 
0,41±0,17 0,74±0,12 1,14±0,20 2,93±0,45

LPS-индуцированное формирование НЭЛ

LPS-induced formation NET 
0,41±0,17 31,59±2,32* 41,38±3,83* 42,93±3,56*

Примечание. * – p <0,05 по сравнению с контролем; НЭЛ – нейтрофильные экстраклеточные ловушки. 

Note. * p <0.05 compared to the control; NET – neutrophils extracellular traps. 

рис. 2.  Ранняя стадия формирования нейтрофильных экстраклеточ-

ных ловушек . Выброс нитей c ДНК из клеточного ядра . Время инкуба-

ции 1 ч . Инфекционное воспаление .

Fig. 2. The early stage of the formation of neutrophil extracellular traps . 

Release of DNA strands from the cell nucleus . Incubation time 1 h . Infec-

tious inflammation .

 рис. 3. Продолжение формирования нейтрофильных экстраклеточ-

ных ловушек . 

Время инкубации 2 ч . Инфекционное воспаление .

Fig. 3. Continued formation of neutrophil extracellular traps . Incubation 

time 2 h . Infectious inflammation .
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Рис. 2–6 отражают один процесс – раскрытие ней-

трофильных экстраклеточных ловушек в организме 

больного, успешно преодолевающего инфекцию (бла-

гоприятное течение воспалительного процесса).

Неинфекционный (постнекротический) воспали-

тельный процесс в организме больных (например, пан-

креонекроз) сопровождается совершенно иной морфо-

логией ловушек (рис. 7).

Как видно из данных, представленных на рисун-

ке 7 a, b, c неинфекционный (постнекротический) вос-

палительный процесс характеризуется значительны-

ми нарушениями структуры нейтрофильных экстра-

клеточных ловушек. Структура сети из волокон с ДНК 

при этом не образуется. Такие морфологические обра-

зования, очевидно, не способны захватывать гибну-

щие клетки и патогены с их последующим фагоцито-

зом. Необходимо отметить, что исследования морфо-

логии нейтрофильных экстраклеточных ловушек при 

заболеваниях у людей практически отсутствуют. Не 

определялась также связь между видом воспалительно-

го процесса и морфологией нейтрофильных ловушек. 

Большинство исследований выполнено на ней-

трофилах здоровых доноров при стимуляции клеток 

ФМА [3, 4], и в доступной для изучения литературе 

нет указаний на то, что морфология нейтрофильных 

экстраклеточных ловушек определяется видом вос-

паления.

В рамках настоящего исследования была проа-

нализирована морфология нейтрофильных экстра-

клеточных ловушек при асептическом воспалении. 

рис.4. Начало ветвления волокна нейтрофильной экстраклеточной 

ловушки .

Fig. 4. Initiation of branching of the neutrophil extracellular trap fiber .

рис. 5. Инфекционное воспаление (4 ч) . Стадия ретракции нейтрофиль-

ных экстраклеточных ловушек . Укорочение нитей ДНК вместе с захва-

ченными ловушкой другими клетками .

Fig. 5. Infectious inflammation (4 h .) . Retraction stage of neutrophil extra-

cellular traps . Shortening of DNA strands together with other cells trapped 

by the trap .

рис. 6. Инфекционное воспаление (4 ч) . Инкубация активированных 

нейтрофилов с Staphylococcus Aureus . Иллюстрация функционально-

го теста на захватывающую способность нейтрофильными ловушками 

патогенов . Стадия ретракции нейтрофильных экстраклеточных лову-

шек вместе с захваченными ловушкой бактериями (отмечены стрел-

ками) .

Fig. 6. Infectious inflammation (4 hours) . Incubation of activated neutro-

phils with Staphylococcus Aureus . Illustration of a functional test for neu-

trophil trapping capacity of pathogens . Retraction stage of neutrophil ex-

tracellular traps along with trapped bacteria (marked by arrows) .
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Асептический воспалительный процесс (боль-

ные с калькулёзным холециститом) также харак-

теризуется значительными изменениями в мор-

фологии НЭЛ. Эта форма воспаления приводит 

к формированию нейтрофильных экстраклеточных 

ловушек в виде одиночных волокон с ДНК, которые, 

видимо, не способны захватывать гибнущие клет-

ки и не способны к ретракции с последующим фа-

гоцитозом (рис. 8, 9).

Представленные результаты (рис. 8, 9) показыва-

ют, что асептический воспалительный процесс харак-

теризуется особой нитевидной формой НЭЛ, и обна-

ружение таких структур перспективно в плане диагно-

стики и лучшего понимания патогенеза.

Обсуждение

Актуальность проведенного исследования опре-

деляется ролью нейтрофильных экстраклеточных ло-

вушек в организме человека. С их помощью реализу-

ется важная противовирусная и антибактериальная 

функция защитных систем организма [5–10]. Нейтро-

фильные экстраклеточные ловушки являются факто-

рами сопряжения врожденного и адаптивного имму-

нитета, благодаря секреции аргиназы в межклеточ-

ное пространство [7–10], подавляющей адаптивный 

иммунитет на ранних этапах воспаления. Правиль-

ная, последовательная активация двух частей иммун-

ной системы при контакте организма человека с па-

тогеном дает возможность сформировать адекватный 

иммунный ответ. А нарушение этапов активации им-

мунной системы вызывает ослабление синтеза про-

тивоинфекционных иммуноглобулинов, создает ус-

ловия для тканевого повреждения и гемокоагуляции 

[7]. Избыточную реактивность нейтрофилов в от-

ношении раскрытия нейтрофильных экстраклеточ-

ных ловушек необходимо не только ограничивать, 

но и разрабатывать. 

Таким образом, исследование различных видов вос-

паления выявило выраженное нарушение структуры 

нейтрофильных ловушек. Сетевидная форма, способ-

рис. 7. a, b, c – формирование нейтрофильных экстраклеточ-

ных ловушек . Время инкубации 2 ч . Неинфекционный (пост-

некротический) воспалительный процесс .

Fig. 7. a, b, c – formation of neutrophil extracellular traps . Incu-

bation time 2 h . Noninfectious (postnecrotic) inflammatory pro-

cess .

а

c

b
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де одиночных нитей с ДНК и по своей морфологии 

значительно отличаются от таковых при благоприят-

ном развитии инфекционного воспалительного про-

цесса. Можно обоснованно предполагать, что в случае 

асептического воспаления возможна индукция допол-

нительного тканевого повреждения за счет токсиче-

ского действия внеклеточных азотистых оснований. 

заключение

В настоящем исследовании предложен новый ме-

тод визуализации нейтрофильных экстраклеточных ло-

вушек, позволяющий наблюдать динамику процесса. 

Предложенный метод визуализации нативных нейтро-

фильных экстраклеточных ловушек (НЭЛ) показал вы-

сокую эффективность. Он позволил выявить различ-

ную структуру нейтрофильных экстраклеточных лову-

шек при различных видах воспаления (инфекционном, 

постнекротическом и асептическом), что представля-

ется актуальным и открывающим новое направление 

патофизиологии воспаления. 
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у больных с асептическим воспалением (калькулезный холецистит) .

Fig. 8. Thread-shaped neutrophilic extracellular traps in patients with asep-

tic inflammation (calculous cholecystitis) .

рис. 9. Нейтрофильные экстраклеточные ловушки у больных с асепти-

ческим воспалением (калькулезный холецистит) в нитевидной форме .

Fig. 9. Neutrophil extracellular traps in patients with aseptic inflammation 

(calculous cholecystitis) in filamentous form .

ная к захвату патогенов и погибающих клеток организ-

ма, выявлена нами при остром воспалительном про-

цессе с благоприятным течением. Способность такой 

структуры к ретракции важна в отношении последую-

щего фагоцитоза моноцитами/макрофагами, развиваю-

щими впоследствии процессы антигенной презентации. 

Нейтрофильные экстраклеточные ловушки в виде 

неорганизованного пучка тонких нитей с ДНК обна-

ружены нами у больных с некротическими процесса-

ми в организме. Можно обоснованно предположить, 

что в дальнейшем эти тонкие нити будут испытывать 

ферментативную деградацию за счет ДНК-аз, лока-

лизованных на самом хроматине, которые активиру-

ются при снижении степени спирализации хромати-

на. Процесс ферментативного гидролиза нитей с ДНК 

приводит к образованию большого количества нукле-

отидов во внеклеточном пространстве. Ферменты де-

градации нуклеотидов CD39 и CD73 могут высвобо-

ждать азотистые основания, которые, обладая выра-

женной липофильностью, способны присоединяться 

к поверхности клеток и дополнительно индуцировать 

повреждения, то есть являться факторами вторичной 

альтерации. Поэтому перспективной и актуальной за-

дачей является поиск средств коррекции нарушенной 

морфологии нейтрофильных экстраклеточных лову-

шек. В настоящее время эта задача тем более актуаль-

на, так как, по-видимому, этот механизм присутству-

ет в патогенезе нового, недавно выявленного постко-

ронавирусного синдрома.

Нейтрофильные экстраклеточные ловушки у боль-

ных с асептическим воспалением представлены в ви-
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