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Цель исследования – определение числа нейтрофильных экстраклеточных ловушек и уровня внеклеточных пуриновых 

азотистых оснований в периферической крови больных с постковидным синдромом  

Методика  Обследован 41 амбулаторный пациент в возрасте от 18 до 59 лет (21 после перенесенной коронавирусной 

инфекции, 20 лиц, не перенесших инфекцию, составили группу сравнения)  Для визуализации и подсчета НЭЛ использо-

вали метод флуоресцентной микроскопии  Выявление нейтрофильных экстраклеточных ловушек (НЭЛ) проводили с помо-

щью флюоресцентного красителя для двухцепочечной ДНК SYBR Green I (Evrogen)  Пуриновые азотистые основания опре-

деляли методом цветной реакции, основанной на взаимодействии их с азотнокислым серебром с образованием окрашен-

ного соединения  

Результаты  НЭЛ нитевидной формы в крови у пациентов с постковидным синдромом наблюдались на протяжении 3 и 

более месяцев  Концентрация внеклеточных пуриновых азотистых оснований в крови больных возрастала пропорцио-

нально тяжести перенесенного заболевания  

Заключение  Постковидный синдром сопровождается формированием в крови больных нейтрофильных экстраклеточ-

ных ловушек в нитевидной форме  В периферической крови больных с посткоронавирусным синдромом выявляются вне-

клеточные пуриновые азотистые основания в концентрациях, способных вызвать вторичную альтерацию клеток  
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Aim. The aim of the study was to determine the number of neutrophil extracellular traps (NETs) and the concentration of extra-

cellular purine nitrogenous bases in the peripheral blood of patients with post-COVID syndrome  

Methods. 41 outpatient patients aged 18 to 59 years were examined (21 after coronavirus infection and 20 without previous infec-

tion, the comparison group)  Fluorescence microscopy was used to visualize and count NETs  NETs were detected using a fluores-
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cent dye for double-stranded DNA, SYBR Green I (Evrogen)  Purine nitrogenous bases were determined by a color reaction based 

on their interaction with silver nitrate to form a colored compound  

Results  The filamentous NETs in the blood of patients with post-COVID syndrome were present for 3 months or longer  The con-

centration of extracellular purine nitrogenous bases in the patients’ blood increased proportionally to the disease severity  

Conclusion. Post-COVID syndrome is accompanied by the formation of filamentous NETs in the blood of patients  Extracellu-

lar purine nitrogenous bases are found in the peripheral blood of patients with post-COVID syndrome at concentrations that are 

capable of causing secondary alterations of cell  
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Постковидный синдром – патологическое состо-

яние, которое регистрируется у 20% людей, перенес-

ших коронавирусную инфекцию (COVID-19). Боль-

ные с постковидным синдромом страдают от головных 

болей, астении, артромиалгий, последствий пораже-

ния внутренних органов (легких, сердца, ЖКТ), ко-

жи и нейропсихопатологических расстройств. У боль-

ных развивается «постковидное воспаление» различ-

ной локализации, которое, как можно предположить, 

индуцировано формированием в крови нейтрофиль-

ных экстраклеточных ловушек (НЭЛ) [1]. Поражение 

внутренних органов может быть обусловлено токсиче-

ским действием продуктов ферментативной деграда-

ции волокон c ДНК, возникающих при распаде НЭЛ.

Цель исследования – определение количества ней-

трофильных экстраклеточных ловушек, внеклеточных 

пуриновых азотистых оснований в периферической 

крови больных с постковидным синдромом.

Методика

Пациенты. Проведение работ осуществля-

лись в соответствии с приказом Минздрава России 

№ 199 от 1 апреля 2016 г. «Об утверждении правил над-

лежащей лабораторной практики» и в соответствии 

с регламентом декларации ЕС от 2010 г. об использо-

вании лабораторных животных. Исследовние одобре-

но Этическим комитетом РНИМУ им. Н.И. Пиро-

гова, протокол № 203. В исследование были включе-

ны 21 амбулаторный пациент в возрасте от 18 до 59 лет 

после перенесенной коронавирусной инфекции. Груп-

пу сравнения (здоровые доноры) составили 20 лиц 

в возрасте от 18 до 59 лет без перенесенной коронави-

русной инфекции, обратившиеся к врачу-терапевту по-

ликлиники для прохождения диспансеризации. 

Определение содержания нейтрофильных 

экстраклеточных ловушек

Получение клеточных фракций. В исследовании ис-

пользовали клеточные фракции нейтрофилов. Сте-

рильно выделенные нейтрофилы переносили в среду 

RPMI-1640 и использовали в экспериментах по куль-

тивированию. Жизнеспособность выделенных нейтро-

филов составляла не менее 90%, которую определяли 

в тесте с 0,1% раствором трипанового синего.
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Флюоресцентное окрашивание нейтрофильных экс-

траклеточных ловушек. Для выявления и подсчета ней-

трофильных экстраклеточных ловушек использова-

ли флуоресцентную микроскопию. НЭЛ окрашивали 

флюоресцентным красителем SYBR Green (Evrogen). 

Среди 100 нейтрофилов подсчитывали количество ней-

трофильных экстраклеточных ловушек. Результаты вы-

ражали в процентах – как отношение числа нейтро-

фильных экстраклеточных ловушек к общему коли-

честву нейтрофилов.

Определение пуриновых азотистых оснований. Ме-

тод основан на цветной реакции взаимодействия пури-

новых азотистых оснований с азотнокислым серебром 

с образованием окрашенного соединения. Пурино-

вые азотистые основания из плазмы крови экстраги-

ровали хлороформом, растворяли в 10% NaOH и до-

бавляли 500 мкл 1% раствора AgNO
3
, приготовленно-

го на 10% растворе аммиака. Пробы фотометрировали 

при длине волны 610 нм. Калибровочный график был 

линеен в диапазоне 0-10 мг/мл. 
Статистическая обработка. Статистическую об-

работку данных проводили с использованием паке-

тов программ STATISTICA 12.0 (StatSoft). Описатель-

ная статистика представлена при нормальном распре-

делении в виде среднего значения (М) ± стандартная 

ошибка (m). При распределении, отличающемся 

от нормального, – в виде медианы (Me) и 25-го и 75-

го перцентилей распределения значений показателя 

(межквартильный размах). Сравнение количествен-

ных признаков проводили по данным дисперсионно-

го анализа Краскела–Уоллеса. Различие считали ста-

тистически значимыми при значениях p<0,05. 

Результаты 

Исследование нейтрофильных экстраклеточных 

ловушек (НЭЛ) у больных с постковидным синдромом 

показывает, что они формируются в виде тонких оди-

ночных нитей значительной длинны. Размеры нитей 

с ДНК превышают несколько десятков клеточных диа-

метров. Особенность нейтрофильных экстраклеточных 

ловушек у больных с постковидным синдромом состо-

ит в том, что сетевидную структуру эти волокна ДНК 

не формируют и к захвату с последующей ретракцией 

апоптозирующих клеток не способны. 

Ранее была выявлена зависимость морфологиче-

ской структуры НЭЛ от вида воспаления [2]. Форми-

рование нейтрофильных экстраклеточных ловушек 

в виде одиночных нитей НК, по нашим данным, свиде-

тельствует о развитии асептического воспалительного 

процесса у этих больных. Количество НЭЛ у больных 

с постковидным синдромом невелико, но наблюдается 

на протяжении весьма длительного промежутка време-

ни (3 месяца и более). У больных с легким течением за-

болевания количество НЭЛ составляет 0,00[0,00÷1,31] 

%, в группе со среднетяжелым течением заболевания 

– 0,00[0,00÷0,56] %, а при тяжелой форме ковида НЭЛ 

не определяются. 

Концентрация внеклеточных пуриновых азоти-

стых оснований в плазме крови больных была увели-

чена пропорционально тяжести заболевания. В груп-

пе больных с легким течением ковида концентрация 

внеклеточных пуриновых азотистых оснований состав-

ляет 7,38[0,0÷60,7] мг/мл, при среднетяжелой и тя-

желой форме течения заболевания – 19,15[0,0÷33,5] 

и 34,19[3,35÷70,0] мг/мл, соответственно.

Формирование НЭЛ в нитевидной форме представ-

ляет определенную опасность в связи с тем, что такие 

морфологические структуры могут быть источниками 

внеклеточных пуриновых азотистых оснований. За счет 

собственных ДНКаз, локализованных на самом хрома-

тине, которые активируются при уменьшении степе-

ни спирализации, развивается деградация нитей ДНК, 

и свободные нуклеотиды появляются во внеклеточном 

пространстве. Эктоферменты CD39 и CD73, локализо-

ванные на поверхностной мембране клеток крови и эн-

дотелия, катализируют гидролиз нуклеотидов до азоти-

стых оснований и могут вызывать увеличение концен-

трации внеклеточных пуриновых азотистых оснований. 

Исследования сыворотки крови пациентов с COVID-19 

показали повышенные уровни внеклеточной ДНК, а так-

же специфические маркеры НЭЛ [3]. Получены данные 

о том, что на клетках крови больных увеличена актив-

ность ферментов, катализирующих гидролиз внеклеточ-

ных нуклеотидов до свободных азотистых оснований [4]. 

НЭЛ продуцируют внеклеточные азотистые основания, 

которые могут играть важную роль в патогенезе повреж-

дения в постковидном периоде. 

Обсуждение 

Молекулярные индукторы запуска формирования 

НЭЛ в настоящее время неизвестны. В настоящем ис-

следовании мы выявляли НЭЛ у больных с постковид-

ным синдромом только в нитевидной форме. Никаких 

иных морфологических вариантов НЭЛ у обследуемых 

больных обнаружено не было. Причем, у больных с тя-

желым течением НЭЛ отсутствуют. При этом концен-

трация внеклеточных пуриновых азотистых оснований 

в плазме крови больных с постковидным синдромом 

была увеличена пропорционально степени тяжести за-

болевания. У больных с тяжелой формой постковид-

ного синдрома НЭЛ отсутствуют, но мы предполага-

ем, что нитевидные структуры ДНК продуцируют иные 
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клетки крови. В настоящее время мы находим под-

тверждение этого положения в наших текущих иссле-

дованиях. Поэтому увеличение концентрации внекле-

точных пуриновых азотистых оснований пропорцио-

нально повышению тяжести постковидного синдрома 

представляется закономерным.

Внеклеточные пуриновые азотистые основания 

токсичны для организма, однако механизм их повре-

ждающего действия неизвестен. Экспериментальные 

модели на животных с продолжительным адениновым 

питанием показали, что происходит быстрое разви-

тие патологии почек с обширным тубулоинтерстици-

альным фиброзом, атрофией канальцев, образовани-

ем кристаллов и выраженной кальцификацией сосу-

дов, а также сердечно-сосудистые нарушения [5–8].
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