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ПАРАМЕТРЫ НЕТОЗА У ПАЦИЕНТОВ С СИСТЕМНОЙ 
КРАСНОЙ ВОЛЧАНКОЙ
Железко В.В., Новикова И.А.
УО «Гомельский государственный медицинский университет», г. Гомель, Республика Беларусь

Резюме. Произведена оценка параметров нетоза в комплексе с другими проявлениями функци-
ональной активности нейтрофилов крови у 34 пациентов с системной красной волчанкой (СКВ). 
Оценивали образование нейтрофильных внеклеточных ловушек (neutrophil extracellular traps, NETs) 
в культурах клеток, инкубированных в течение 30 и 150 минут в среде (спонтанный уровень; NETСП30 
и NETСП150 соответственно) и в присутствии инактивированного нагреванием S. аureus (штамм ATCC 
25923, количество микробных тел – 108 КОЕ/мл) (стимулированный уровень; NETСТ30 и NETСТ150 со-
ответственно). При этом за нейтрофильные внеклеточные ловушки принимали тонкие свободно-
лежащие внеклеточно расположенные фибриллярные структуры, в 2-3 раза превосходящие размер 
неизмененного гранулоцита. Результат выражали в процентах, как относительное количество вне-
клеточных ловушек на 100 сосчитанных лейкоцитов. Поглотительную активность нейтрофильных 
гранулоцитов оценивали в реакции фагоцитоза S. аureus с подсчетом процента нейтрофилов, погло-
тивших микробные частицы – фагоцитарный индекс (ФИ); среднего числа фагоцитированных объе-
ктов на один нейтрофил – фагоцитарное число (ФЧ). АФК-продуцирующую активность определяли 
в реакции восстановления нитросинего тетразолия в спонтанном и стимулированном S. aureus вари-
антах (НСТСП и НСТСТ соответственно), результат выражали как процент содержания формазан-по-
ложительных клеток на 100 сосчитанных лейкоцитов. Нитроксид-продуцирующие свойства опреде-
ляли по методу Crow (1999) в спонтанных и стимулированных пробах по накоплению нитрированной 
аминокислоты тирозина (3-нитротирозина, 3-NТСП и 3-NТСТ соответственно).

Выявлены более низкие показатели АФК-продуцирующей, поглотительный и NO-образующей ак-
тивности нейтрофилов на фоне повышенной способности к нетозу у пациентов с СКВ по сравнению 
со здоровыми лицами (р < 0,05). Активация нетоза отмечена в культурах клеток без стимуляции, что 
указывает на образование сетей in vivo при СКВ. Уровень NETs максимально выражен при наличии у 
пациентов люпус-нефрита (р < 0,05) и в период ремиссии заболевания (р < 0,05). Установлена зависи-
мость параметров NET-образования от длительности и степени активности СКВ (rs = -0,6; р = 0,001 
и rs = 0,39; p = 0,02 соответственно); титра аутоантител (anti-dsDNA и ANA; rs = 0,67 ; р = 0,047 и 
rs = 0,59; р = 0,034 соответственно), активности протромбинового комплекса (rs = 0,6; р = 0,036) и 
уровней мочевины и креатинина (rs = 0,47; р = 0,037 и rs = 0,39; р = 0,048 соответственно).

Полученные данные свидетельствуют о том, что параметры NET-образования можно рассматри-
вать как перспективный биомаркер для верификации диагноза СКВ, оценки клинической активно-
сти, тяжести заболевания и прогноза развития осложнений.

Ключевые слова: системная красная волчанка, нейтрофильные внеклеточные ловушки
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NETOSIS IN PATIENTS WITH SYSTEMIC LUPUS 
ERYTHEMATOSUS
Zhelezko V.V., Novikova I.A.
Gomel State Medical University, Gomel, Republic of Belarus

Abstract. The article presents the data on assessment of functional features of neutrophils in 34 patients with 
systemic lupus erythematosus (SLE). Development of neutrophil extracellular traps (NETs) was evaluated in 
cell cultures incubated in vitro for 30 and 150 minutes (basal levels, NETBAS30 and NETBAS150, respectively), and 
in the presence of heat-inactivated S. аureus (strain ATCC 25923, 108 CFU/ml) (stimulated levels, NETST30 
and NETST150, respectively). NET looks like thin free-lying extracellular fibrillar structures, 2-3 times exceeding 
the size of unchanged granulocyte. The result was expressed as percentage and relative amount of extracellular 
traps per 100 counted leukocytes. Phagocytic activity of neutrophils was evaluated as phagocytosis of S. аureus 
by counting the percentage of neutrophils that engulfed phagocytic index of microbial particles (PI); the 
average number of phagocytosed objects per neutrophil phagocytic number (PC). ROS-producing activity was 
determined in the reduction of Nitroblue Tetrazolium tested in spontaneous and stimulated S. аureus variants 
(NBTBAS and NBTST, respectively). The result was expressed as the percentage of formazan-positive cells per 
100 white blood cells. Nitroxide-producing properties were determined using the Crow (1999) method in 
spontaneous and stimulated samples for the accumulation of the nitrated amino acid tyrosine (3-nitrothyrosine, 
3-NTBAS, and 3-NTST, respectively).

We revealed a decrease in ROS production, phagocytosis and NO-forming activity of neutrophils associated 
with increased netosis. Activation of the netosis was observed in cell cultures without stimulation, indicating 
the in vivo formation of networks in SLE. The NET increase is most pronounced in the patients with lupus 
nephritis (p < 0.05), and in remission of the disease (p < 0.05). We have revealed a correlation of NET formation 
parameters with duration and degree of SLE activity (rs = -0.6; p = 0.001, and rs = 0.39; p = 0.02, respectively); 
autoantibody titers (anti-dsDNA and ANA) (rs = 0.67; р = 0.047 and rs = 0.59; р = 0.034, respectively); 
prothrombin complex activity (rs = 0.6; p = 0.036), as well and urea and creatinine levels (rs = 0.47; p = 0.037 
and rs = 0.39; p = 0.048, respectively).

The parameters of NETs can be considered a promising biomarker for verifying the diagnosis of SLE, 
evaluation of clinical activity, disease severity, and predicting the development of complications. 

Keywords: systemic lupus erythematosus, neutrophilic extracellular traps
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(зав. отделением – к.б.н. А.П. Саливончик) ГУ 
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(директор – д.м.н., доцент А.В. Рожко); ревмато-
логическое отделение (заведующая – Г.Г Дунда-
рова) Гомельской областной клинической боль-
ницы (главный врач – В.А. Бугаков).

The study was performed on the following bases: 
Department of Clinical Laboratory Diagnostics, 
Allergology and Immunology, Gomel State 
Medical University (Rector, PhD, MD, Professor 
A.N. Lyzikov); Laboratory of Cell Technologies 
(Head, N.I. Shevchenko); Department of Immunology 

and Allergology (Head, A.P. Salivonchic, PhD) at the 
Republican Research Center for Radiation Medicine 
and Human Ecology (Director, A.V. Rozhko, 
PhD, MD, Associate Professor); Rheumatology 
Department (Head, G.G. Dundarava) at the Gomel 
Regional Clinical Hospital (Head Physician, 
V.A. Bugakov).

Введение
Системная красная волчанка (СКВ) отличает-

ся большим разнообразием клинических форм и 
проявлений, что относит ее к одному из наиболее 
трудных в диагностике, мониторинге и прогно-
зировании течения заболеванию современной 
медицины. Исследования последних лет показы-
вают важную роль нейтрофильных гранулоцитов 
(НГ) в развитии и прогрессировании патологиче-
ского процесса при СКВ [5]. Продемонстриро-
вано, что нарушения в функциональной актив-
ности нейтрофилов носят разнонаправленный 
характер, выражающийся в повышении способ-
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ности НГ к продукции активных форм кислоро-
да (АФК) и угнетении поглотительной активно-
сти [3]. Одной из наименее изученных функций 
НГ является способность к высвобождению ней-
трофильных внеклеточных ловушек (neutrophil 
extracellular traps, NETs). Предполагается, что 
компоненты NETs (белки-гистоны, нуклеино-
вые кислоты, ферменты) могут выступать фак-
торами аутоагрессии и способствовать форми-
рованию аутоиммунного воспаления [7]. Более 
того, рядом авторов NETs рассматриваются как 
один из предикторов неблагоприятного течения 
аутоиммунных заболеваний (системная красная 
волчанка, микроскопический полиангиит) и раз-
вития осложнений [6]. Открытым также остается 
вопрос соотношения NET-образующих свойств 
нейтрофилов с другими проявлениями их функ-
циональной активности и связи с клиническими 
особенностями заболевания.

Цель и задачи – оценить параметры нетоза в 
комплексе с другими проявлениями функцио-
нальной активности нейтрофилов крови у паци-
ентов с СКВ.

Материалы и методы
Обследовано 34 пациента (33 женщины и 1 

мужчина; возраст 17-53 лет) с диагнозом «СКВ». 
Диагноз верифицирован на основании клини-
ки, лабораторных и инструментальных мето-
дов исследования и классификационных диа-
гностических критериев (ACR, 1997). Оценка 
клинической активности проводилась согласно 
классификации В.А. Насоновой, а также в бал-
лах согласно индексам SLEDAI2K, тяжесть не-
обратимых повреждений внутренних органов – 
по индексу SLICC. Хронический тип течения 
СКВ был у 24 пациентов (70,6%), подострый у 5 
(14,7%), острый у 5 (14,7%). Минимальная сте-
пень активности определена у 17 (50%), умерен-
ная у 9 (26%) и высокая у 8 (24%) обследуемых. 
У 22 пациен тов анализ изменений показателей 
проводился в динамике заболевания (обостре-
ние/ремиссия). Развитие заболевания сопрово-
ждалось возникновением поражения сердца – в 
5 (15%), сосудов – в 7 (21%), легких – в 3 (9%), 
почек – в 18 (53%), кожи – в 7 (21%), ЖКТ – в 
1 (3%), костно-мышечной системы – в 18 (53%), 
нервной системы – в 2 (6%) случаях.

Все пациенты принимали глюкокортикосте-
роиды перорально в дозах от 2,5 до 15 мг/сут (Ме 
5 мг/сут) в пересчете на преднизолон.

Материалом для исследования служила взвесь 
лейкоцитов, полученных путем отстаивания ге-
паринизированной крови (10 Ед/мл) и разведен-
ных необходимым количеством фосфатно-со-
левого буфера (рН = 7,4) до концентрации НГ 
5 × 106 клеток/мл. Жизнеспособность нейтрофи-

лов в тесте исключения трипанового синего со-
ставляла не менее 95%.

Образование внеклеточных ловушек НГ оце-
нивали по методу И.И. Долгушина и соавт. (2010) 
в нашей модификации. Лейкоциты инкубиро-
вали в течение 30 и 150 минут при 37 °С в пита-
тельной среде RPMI-1640 (оценка спонтанного 
уровня, NETСП30, NETСП150) или в присутствии 
инактивированного нагреванием S. аureus в ка-
честве стимулятора (оценка стимулированного 
уровня NETСТ30, NETСТ150). Подсчитывали не ме-
нее 200 НГ в мазках, окрашенных по Романов-
скому–Гимзе под иммерсионным увеличением 
(× 1000). При этом нейтрофильные внеклеточные 
ловушки представляли собой тонкие свободно-
лежащие, расположенные внеклеточно сетепо-
добные структуры. Результат подсчета выражали 
в процентах.

Поглотительную активность исследова-
ли в реакции фагоцитоза (фагоцитарный ин-
декс – ФИ, фагоцитарное число – ФЧ), АФК-
продуцирующую активность определяли в тесте 
восстановления нитросинего тетразолия (НСТ) 
по общепринятым методикам с микроскопиче-
ской оценкой результата.

Нитроксид-продуцирующие свойства опре-
деляли по методу Crow (1999) в спонтанном и 
стимулированном тесте по накоплению 3-ни-
тротирозина в плазме (3-NТСП и 3-NТСТ соответ-
ственно).

Контрольную группу составили 30 сопоста-
вимых по полу и возрасту практически здоровых 
лиц. Группы сформированы на основании ин-
формированного согласия пациентов и здоровых 
лиц в соответствии с этическими принципами 
Хельсинкской декларации 2013 года.

Статистическая обработка данных проводи-
лась при помощи пакета прикладных программ 
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США). Для количе-
ственных признаков, имеющих распределение, 
отличное от нормального, производилось вы-
числение медиан и интерквартильных интер-
валов – Me Q0,25-Q0,75). Для оценки двух неза-
висимых групп по одному признаку применяли 
U-критерий Манна–Уитни. Сравнение двух 
зависимых выборок проводилось с использо-
ванием W-критерия Вилкоксона. Для изучения 
взаимосвязи двух признаков использовался кор-
реляционный анализ по Спирмену (rs). Различия 
считали значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Из таблицы 1 видно, что снижение резерва об-

разования супероксидных радикалов и поглоти-
тельной активности, а также NO-продуцирующая 
способность НГ в ответ на стимуляцию у паци-
ентов с СКВ была снижена относительно кон-
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трольной группы (р = 0,02; р < 0,05 и р < 0,05 со-
ответственно). Количество внеклеточных сетей у 
обследованных пациентов превышало значения 
здоровых лиц как при культивировании клеток в 
течение 30 минут, так и при 150-минутной инку-
бации (р < 0,05).

Известно, что формирование NETs может 
происходить с участием различных механизмов. 
«Суицидальный» путь образования нейтрофиль-
ных внеклеточных ловушек, осуществляющий-
ся через активацию NADPH-оксидазы (кисло-
род-зависимый путь), занимает от 2 до 4 часов, 
заключается в деконденсации хроматина, рас-
творении цитоплазматических гранул с последу-
ющим распадом ядерной оболочки и специфиче-
ском лизисе НГ [8]. Другой путь, обозначаемый 
как «витальный» тип образования NETs, занима-
ет от 5 до 60 минут, не сопровождается разруше-
нием ядерной оболочки и растворением клетки 
и является кислород-независимым. Реализуется 
через упаковку фрагментов ДНК в везикулы, с 
последующей их транспортировкой через цито-
плазму и выбросом хроматина в межклеточное 
пространство. НГ при этом становится безъядер-
ной клеткой, способной к передвижению и за-
хвату микроорганизмов [8]. С учетом имеющих-

ся сведений, полученный нами результат может 
свидетельствовать о повышении активности как 
витального, так и суицидального нетоза у паци-
ентов с СКВ. Следует также подчеркнуть, что ак-
тивация нетоза отмечена нами не только в ответ 
на стимуляцию (NETСТ), но и в культурах клеток 
без стимуляции (NETСП) (табл. 1), что указывает 
на образование сетей in vivo при СКВ. Триггером 
данного процесса может быть присутствующий 
в крови больных СКВ высокий уровень IFNα, 
который повышает чувствительность НГ к экс-
трузии NETs в организме [3, 5] и вырабатывается 
патологической субпопуляцией нейтрофилов – 
гранулоцитами низкой плотности (low-density 
neutrophils, LDGs) [7]. Такая функциональная 
неоднородность, возможно, обуславливает об-
ратную взаимосвязь между параметрами NET-
образования с другими изученными нами про-
явлениями функциональной активности НГ 
в группе пациентов (поглотительной, NO- и 
АФК-продуцирующей активностью): rs = -0,38; 
р = 0,002; rs = -0,41 р < 0,005 и rs = -0,22; р = 0,048 
соответственно. Кроме того, одним из индукто-
ров нетоза могут выступать аутоантитела [4], что 
в нашем исследовании нашло отражение в уста-
новленных взаимосвязях между показателями 

ТАБЛИЦА 1. ПАРАМЕТРЫ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ НГ У ПАЦИЕНТОВ С СКВ, Me Q0,25-Q0,75

TABLE 1. PARAMETERS OF FUNCTIONAL ACTIVITY OF NG IN PATIENTS WITH SLE, Me Q0.25-Q0.75

Параметр, единицы измерения
Parameter, units of measurement

Доноры
Donors 
(n = 30)

Пациенты с СКВ
Patients with SLE

(n = 34)
NETСП30, %
NETBAS30,%

2,5 (2,0-3,0) 5,0 (4,0-7,0)*

NETСТ30, %
NETST30,%

5,0 (3,0-6,0) 10,5 (7,0-13,0)*

NETСП150, %
NETBAS150,%

5,0 (3,0-6,0) 9,0 (7,0-11,0)*

NETСТ150, %
NETST150,%

7,0 (5,0-8,0) 13,0 (10,0-15,0)*

НСТСП, %
NBTBAS, %

11,5 (10,0 14,0) 12,0 (8,0-17,0)

НСТСТ, %
NBTST, %

48,5 (46,0-54,0) 42,5 (39,0-55,0)*

ФИ, %
PI, % 72,5 (68,0-76,0) 57,0 (52,0-66,0)*

ФЧ
PC 7,0 (7,0-8,0) 5,5 (5,0-7,0)*

3-NTСП, (мМ/л)-1

3-NTBAS, (mM/l)-1 17,0 (14,6-19,1) 16,9 (13,0-21,4)

3-NTСТ, (мМ/л)-1

3-NTST, (mM/l)-1 22,9 (21,4-25,2) 16,8 (11,3-22,0)*

Примечание. * – различия значимы в сравнении с группой доноров (р < 0,050; U-критерий Манна-Уитни).

Note. * – the differences are significant in comparison with the donor group (p < 0.050; Mann–Whitney U test).
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NETs, титром антиядерных АТ (АNА) и антител 
к двуспиральной ДНК (anti-dsDNA) (rs = 0,67; 
р = 0,047 и rs = 0,59; р = 0,034 соответственно).

Имеются сообщения, что нейтрофильные 
внеклеточные ловушки являются факторами 
активации свертывающей системы крови [3], 
тогда как оксид азота обусловливает вазоди-
лятацию и торможение процессов агрегации и 
адгезии тромбоцитов [1]. Выявленная нами об-
ратная взаимосвязь между показателями нетоза 
и NO-продуцирующей активностью лейкоцитов 
указывает на то, что в условиях активации нето-
за создаются предпосылки для усугубления па-
тологических процессов в сосудистом русле, что 
подтверждается наличием прямой взаимосвя-
зи между количеством NETs у пациентов с СКВ 
и активностью протромбинового комплекса 
(rs = 0,6; р = 0,036).

Снижение резерва образования супероксид-
ных радикалов и поглотительной активности 
нейтрофилов у пациентов с СКВ (табл. 1) может 
быть обусловлено эффектом ГКС, длительно 
принимаемых пациентами [2]. Сопоставление 
групп пациентов, принимающих ГКС в низких 
(< 7,5 мг/сут в пересчете на преднизолон, n = 7) 
и средних дозах (от 7,5 до 30 мг/сут в пересчете 
на преднизолон, n = 5) продемонстрировали от-
сутствие различий по количеству нейтрофильных 
внеклеточных сетей (р > 0,05). Не обнаружено 
также различий показателей нетоза у пациентов, 
получающих лечение ГКС в течение года (n = 6, 
р > 0,05) и более одного года (n = 5, р > 0,05).

У 22 пациентов с СКВ мы провели анализ из-
менений функциональных параметров нейтро-
филов в динамике воспалительного процесса 
(обострение/ремиссия) (рис. 1). При этом четко 
видно, что при переходе в период ремиссии про-
исходит дальнейшее повышение показателей не-
тоза (р = 0,01; р = 0,03) относительно периода 
обострения, но только в спонтанном тесте, что 
служит дополнительным подтверждением акти-
вации процессов образования NETs непосред-
ственно в организме пациентов.

Учитывая, что компоненты нейтрофильных 
внеклеточных ловушек (гистоны, содержимое 
гранул, нити ядерной ДНК и пр.) являются фак-
торами аутоагресии и провоцируют образование 
аутоантител [7], данный факт следует рассматри-
вать как фактор дальнейшего прогрессирования 
заболевания. Так, рядом авторов показано, что 
повышенное образование экстрацеллюлярных 
сетей на фоне нарушенной их деградации у па-
циентов с СКВ является предиктором развития 
волчаночного нефрита [4]. Проведенный нами 
анализ характера изменений параметров NET-
образования у пациентов с нефритом (n = 18) и 
без него (n = 16) позволил установить более вы-
сокие значения NETs (р < 0,05) при люпус-не-
фрите, причем различия выявлялись только при 
инкубации лейкоцитов в среде без стимулятора 
(NETСП30, NETСП150). На момент включения в ис-
следование у обследованных пациентов уровень 
поражения почек соответствовал 1-2-й стадии 
хронической почечной болезни (KDIGO 2012); 

Рисунок 1. Нетоз у пациентов СКВ в динамике воспалительного процесса
Примечание. * – различия значимы в сравнении с группой доноров; ** – различия значимы при сравнении групп пациентов 
(р < 0,05; W-критерий Вилкоксона).
Figure 1. Netosis in SLE patients in the dynamics of the inflammatory process 
Note. *, differences are significant in comparison with the group of donors; **, differences are significant when comparing groups of patients 
(p < 0.05; Wilcoxon W criterion).
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нами выявлена взаимосвязь между способностью 
к образованию нейтрофильных ловушек с одной 
стороны и содержанием мочевины и креатинина 
с другой (rs = 0,47; р = 0,037 и rs = 0,39; р = 0,048 
соответственно).

Нами также проведен анализ особенностей 
нетотической активности нейтрофилов и клини-
ческих особенностей заболевания, который уста-
новил, что степень повышения параметров NET-
образования зависит от длительности и степени 
активности СКВ (rs = -0,6; р = 0,001 и rs = 0,39; 
p = 0,02 соответственно).

Выводы
1. У пациентов с СКВ повышена спонтан-

ная и стимулированная способность нейтрофи-
лов крови к образованию внеклеточных сетей 
NADPH-зависимым и NADPH-независимым 

способами (р < 0,05). Параметры нетоза были об-
ратно взаимосвязаны с поглотительной, NO- и 
АФК-продуцирующей активности НГ (rs = -0,38; 
р = 0,002, rs = -0,41; р < 0,005 и rs = -0,22; р = 0,048 
соответственно).

2. Степень повышения параметров NET-
образования зависела от периода заболевания 
(в ремиссии выше NETСП30 р = 0,01 и NETСП150 
р = 0,03 соответственно), длительности и степе-
ни активности СКВ (rs = -0,6; р = 0,001 и rs = 0,39; 
p = 0,02 соответственно), наличия люпус-нефри-
та (р < 0,05).

3. Установлена зависимость параметров не-
тоза от титра аутоантител (anti-dsDNA и ANA) 
(rs = 0,67; р = 0,047 и rs = 0,59; р = 0,034 соот-
ветственно), активности протромбинового ком-
плекса (rs = 0,6; р = 0,036) и уровней мочеви-
ны и креатинина (rs = 0,47; р = 0,037 и rs = 0,39; 
р = 0,048 соответственно).
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