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Для решения вопроса о необходимости ре-
васкуляризации нужен объективный контроль 
за состоянием низводимой петли. Для этих це-
лей применяется визуальный контроль, изме-
рение интрамурального давления в стенке 
кишки, определение степени насыщения ки-
слородом стенки кишки. 

Идея реваскуляризации сигмовидной киш-
ки принадлежит М. А. Потахову (1966) и осу-
ществлена профессором В. Н. Чернышёвым с 
соавт. (1979). Профессоры И. Н. Гришин и 
К. Н. Тарун пересадили нижнюю брыжеечную 
артерию в бок наружной подвздошной артерии 
в 1979 г. В первом случае приходится отклю-
чать внутреннюю подвздошную артерию, во 
втором — пересадка в бок может привести к 
тромбозу. Профессор А. Ф. Рылюк предложил 
и осуществил пересадку нижней брыжеечной 
артерии на конечный отдел верхней брыжееч-
ной артерии, но оказалось, что в 20 % случаев 
операция не выполнима из-за короткой сигмо-
видной кишки. Пересадка нижней брыжеечной 
артерии на общую подвздошную артерию осу-
ществима всегда, длина низводимой петли дос-
таточна даже при резекции половины сигмовид-
ной кишки. Мы предложили и внедрили в кли-
ническую практику метод низведения сигмовид-
ной кишки с реваскуляризацией сигмовидной 
кишки за счет общей подвздошной артерии. 

Операция реваскуляризации сигмовидной 
кишки за счет пересадки нижней брыжеечной ар-
терии с площадкой аорты на общую подвздош-
ную артерию является альтернативным методом 
реваскуляризации низведенной сигмовидной 
кишки, если последней угрожает ишемия. 

Выводы 
1. В нижней трети сигмовидной кишки 

анастомозы между сигмовидными артериями 
прерваны или резко сужены. 

2. Кишку к некрозу приводит пересечение 
сигмовидных артерий ниже первой сигмовид-

ной артерии или ниже ветвей первой сигмо-
видной артерии. Это связано с перерывом и 
сужением анастомозов ниже этого уровня.  

3. При низведении сигмовидной кишки 
рационально резецировать нижнюю ее треть 
из-за наличия прерванных и суженных анасто-
мозов в нижней трети сигмовидной кишки.  

4. Пересечение нижней брыжеечной арте-
рии опасно при низведении сигмовидной киш-
ки. В 24 % дуга Риолана истончена до 1–1,3 мм, 
что недостаточно для адекватного кровоснаб-
жения формируемого трансплантата. 

5. Для создания хорошо кровоснабжаемой и 
достаточной по длине низводимой петли сигмо-
видной кишки при ее низведении необходимо: 

 резецировать нижнюю треть сигмовидной; 
 низвести весь левый фланг толстой киш-

ки с пересечением нижней брыжеечной арте-
рии. Артерия забирается с площадкой аорты; 

 выполнить реваскуляризацию левого 
фланга толстой кишки за счет пересадки ниж-
ней брыжеечной артерии с площадкой аорты 
на общую подвздошную артерию. 

Дефект стенки аорты закрывают протезом. 
6. Предложенный метод реваскуляризации 

позволит полностью устранить такое тяжелое 
осложнение при низведении сигмовидной 
кишки, как некроз низводимой петли.  
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ОБРАЗОВАНИЕ ЭКСТРАЦЕЛЛЮЛЯРНЫХ СЕТЕЙ 
НЕЙТРОФИЛАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
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В культуральных исследованиях in vitro оценивали способность нейтрофилов крови здоровых лиц к об-
разованию экстрацеллюлярных сетей в ответ на индукцию S. aureus или его растворимыми продуктами. Выявлена 
наиболее высокая активность живой культуры S. aureus (минимальная эффективная концентрация 107 КОЕ/мл) от-
носительно других индукторов и определены оптимальные режимы инкубации — 150 минут при 37 °С. 
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FORMATION OF NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS IN PERIPHERAL BLOOD  

N. V. Gusakova, I. A. Novikova 

Gomel State Medical University 

The cultural in vitro studies evaluated the ability of neutrophils to form extracellular traps in response to 
S. aureus induction or caused by its soluble factors in healthy individuals. The living culture of S. aureus (minimal 
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effective concentration 107 CFU/ml) was revealed to be the most active in comparison with the other inductors. The 
optimal mode of incubation was 150 minutes at a temperature of 37 C. 

Key words: neutrophil extracellular traps, neutrophils. 
 
 

Введение 
Нейтрофильные гранулоциты для реализа-

ции своего антимикробного потенциала ис-
пользуют широкий набор факторов бактери-
цидности, наиболее изученными из которых 
являются гидролитические ферменты гранул, 
активные продукты кислорода и азота [1, 2]. В 
2004 году учеными Института инфекционной 
биологии им. Макса Планка (Берлин, Герма-
ния) описан еще один механизм осуществле-
ния антимикробной функции нейтрофилов — 
формирование нейтрофильных экстрацеллю-
лярных сетей (НЭС) [3, 4]. Этим термином оп-
ределяют способность нейтрофилов в ответ на 
микробные (S. aureus, E. coli, Lactobacterium spp., 
Bifidobacterium spp., S. flexneri, S. pyogenes, 
S. pneumoniae, B. anthracis) и немикробные 
(тромбоцитарные TLR4, липополисарид, фор-
болмиристилацетат, ИЛ-8) стимулы формиро-
вать экстрацеллюлярные сетеподобные структу-
ры, состоящие из ДНК и гидролитических фер-
ментов (нейтрофильная эластаза, миелоперокси-
даза, протеиназа 3, катепсин G и др.) и обладаю-
щие бактерицидными свойствами [4, 5]. 

Процесс образования НЭС начинается с 
активации НАДФ — оксидазы, которая, в свою 
очередь, способствует выделению из азуро-
фильных гранул и перемещению к ядру клетки 
нейтрофильной эластазы и миелопероксидазы, 
приводящих к повреждению ядерных гистонов 
и деконденсации хроматина. В дальнейшем 
ядерная мембрана разрушается и клетка быст-
ро выбрасывает высокоактивную смесь нару-
жу, образуя своеобразную сеть, в которую в 
последующем попадают бактерии [6]. 

В исследованиях in vitro продемонстриро-
вано, что образование экстрацеллюлярных се-
тей в ответ на стимуляцию нейтрофилов начи-
нает проявляться после 2-часовой инкубации 
[7]. Это дает основание предполагать, что в ус-
ловиях организма формирование НЭС обеспе-
чивает киллинг микробов в случае неэффек-
тивного фагоцитоза. 

Преимуществами НЭС как механизма бак-
терицидности является создание дополнитель-
ного физического барьера, препятствующего 
распространению патогенов (особенно являю-
щихся слишком крупными для фагоцитоза), а 
также минимальные повреждения окружаю-
щих тканей [3]. 

Для изучения способности нейтрофилов к 
образованию экстрацеллюлярных сетей, как 
правило, используется краткосрочное культи-
вирование нейтрофилов, выделенных на гра-

диенте плотности, со стимулятором с после-
дующей визуализацией образовавшихся струк-
тур путем микроскопии [4, 8]. Однако методо-
логические подходы количественного опреде-
ления НЭС для внедрения в клиническую 
практику в настоящее время не отработаны.  

Цель работы 
Разработка оптимальной клеточной модели 

для изучения способности нейтрофилов крови к 
формированию экстрацеллюлярных сетей. 

Материалы и методы 
Материалом для исследования служили лей-

коциты периферической венозной крови 27 прак-
тически здоровых лиц в возрасте 19–45 лет. 
Лейкоциты получали путем отстаивания гепа-
ринизированной крови (10 Ед / мл) в течение 
45 минут при 37 °С, отбирали нижний слой плаз-
мы с лейкоцитарной пленкой, количество ней-
трофилов в суспензии доводили до концентра-
ции 5×106 клеток / мл путем разведения необхо-
димым количеством 0,9 % раствором NaCl. 
Жизнеспособность клеток по тесту исключения 
трипанового синего составляла не менее 95 %. 

Формирование экстрацеллюлярных сетей 
нейтрофилами оценивали методом люминес-
центной микроскопии с использованием кра-
сителя акридинового оранжевого, избиратель-
но окрашивающего нуклеиновые кислоты. Для 
индукции образования НЭС использовали живую 
либо инактивированную (нагревание до 60 °С в 
течение 1 часа) суточную культуру S. аureus 
(АТСС 25923) в различных концентрациях 
(104–109 КОЕ / мл), а в ряде исследований — 
растворимые продукты S. аureus. Выбор S. аureus 
в качестве стимулятора обусловлен универ-
сальностью его применения в лабораторной 
практике для оценки различных проявлений 
функциональных свойств нейтрофилов (фаго-
цитоза, кислород-продуцирующей функции и 
др.) [9]. Количество микроорганизмов в сус-
пензии контролировали по стандарту мутности 
по шкале McFarland. Для получения раствори-
мых продуктов предварительно переносили 
одну полную стандартную бактериальную пет-
лю суточной культуры S. aureus в 100 мл пита-
тельной среды RPMI-1640. Микробную взвесь 
инкубировали 24 часа при 37 °С, центрифуги-
ровали при 1000 g в течение 30 минут, надоса-
дочную жидкость отбирали, пропускали через сте-
рилизующий фильтр с диаметром пор 0,22 мкм и 
хранили до использования при — 20 °С.  

Лейкоцитарную суспензию инкубировали 
с равным объемом стимулятора в течение 30–
180 минут при 37 °С, затем центрифугировали 
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5 минут при 250 g, из осадка готовили мазки, 
высушивали, фиксировали 96° этиловым спир-
том и окрашивали 0,04 % водным раствором 
акридинового оранжевого в течение 2 минут в 
темноте. Контролем служили клетки, инкуби-
руемые в тех же условиях без стимулятора. 

Учет проводили с помощью люминесцент-
ного микроскопа ZEISS Axio Star plus HBO 
50/AC (увеличение ×1000, фильтр возбужде-
ния — 490 нм, фильтр эмиссии — 520 нм). Яд-
ра нейтрофилов флуоресцировали ярко-зеленым 
цветом, нейтрофильные ловушки были пред-
ставлены тонкими свободнолежащими ярко-
зелеными нитями, занимающими пространст-

во, в 2–3 раза превосходящее диаметр неизме-
ненного нейтрофила. Учитывали четко диффе-
ренцируемые нейтрофильные экстрацеллю-
лярные сети, сосчитанные на 100 нейтрофилов. 

Статистический анализ проводился с исполь-
зованием непараметрического W-критерия Вил-
коксона. Различия считали значимыми при р < 
0,05. Данные представлены в виде медианы 
(Ме) и интерквартильного размаха (25 %; 75 %). 

Результаты и обсуждение 
Формирование нейтрофилами экстрацел-

люлярных сетей в зависимости от времени куль-
тивирования и концентрации живого S. аureus 
представлено в таблице 1. 

Таблица 1 — Количество НЭС (%) при стимуляции живой суспензией S. аureus (n = 27) 
Концентрация S. aureus, КОЕ/мл 

Время инкубации, мин 0 
(контроль) 

104 105 106 107 108 109 

0 5 (5; 7) 4,5 (4; 6) 4 (4; 5) 4 (3; 5) 5 (4; 5) 4,5 (4; 5) 5 (4; 6) 
30 5 (3; 6) 5 (3; 6) 5 (4; 6) 5 (4; 5) 5 (4; 5) 4,5 (4; 5) 5 (5; 6) 
60 5 (5; 7) 4,5 (3; 6) 5 (3; 6) 5 (3; 6) 5 (4; 6) 4 (4; 5) 5 (5; 6) 
90 4 (3; 5) 4,5 (4; 6) 4 (3; 5) 4 (4; 5) 5 (4; 5) 5 (4; 5) 4,5 (4; 5) 
120 5 (5; 6) 4,5 (4; 6) 5 (4; 5) 5 (3; 6) 5 (4; 6) 5 (4; 5) 5 (4; 6) 
150 5 (4; 7) 5 (3; 6) 5 (3; 6) 5 (4; 6) 14 (13; 17)* 15 (14; 18)* 15 (14; 17)*
180 5 (4; 6) 5 (4; 6) 5 (4; 6) 5 (4; 6) 15 (13; 18)* 15 (15; 18)* 16 (14; 18)*

* Различия статистически значимы в сравнении с контролем, р < 0,05 
 
 

Как видно из таблицы 1, в препаратах лей-
коцитов крови здоровых лиц определяются в 
низком количестве экстрацеллюлярные сети 
(перцентильный размах 5–7). Культивирование 
нейтрофилов в условиях без добавления сти-
мулятора в течение от 30 до 180 минут не при-
водило к увеличению их способности к обра-
зованию экстрацеллюлярных сетей. При вне-
сении в культуру клеток суспензии живого 
S. аureus наблюдался значимый прирост коли-
чества НЭС, однако только на 150 минуте ин-
кубации (р < 0,05 в сравнении с контролем). 
При этом минимальная эффективная концен-
трация живого S. aureus как стимулятора НЭС 
составила 107 КОЕ/мл (р < 0,05 относительно 
контроля). Повышение концентрации микроб-
ных тел до 109 КОЕ/мл, как и увеличение вре-
мени инкубации более 150 минут, не приводи-
ло к дальнейшему приросту количества НЭС. 

Полученные результаты согласуются с дан-
ными других исследователей, продемонстриро-
вавших максимум образования экстрацеллюляр-
ных сетей в культуре нейтрофилов перифериче-
ской крови на 150 минуте инкубации [7]. Авторы 
предполагают, что это время необходимо для 
выхода из азурофильных гранул и перемещения 
к ядру клетки нейтрофильной эластазы и миело-
пероксидазы, приводящих к повреждению ядер-
ных гистонов и деконденсации хроматина. 

Известно, что способность живых и инакти-
вированных микробных частиц индуцировать 
функциональную активность нейтрофилов разли-
чается [10]. В значительной степени это объясня-
ется инактивацией при нагревании термолабиль-
ных факторов патогенности S. aureus и более сла-
бым стимулирующим эффектом на функциональ-
ную активность нейтрофилов сохраняющихся 
термостабильных компонентов (тейхоевые и ли-
потейхоевые кислоты, энтеротоксины А, В, С, D, Е, 
экзотоксин TSST-1, эксфолиатин А) [2, 11, 12]. 

В наших исследованиях применение в ка-
честве стимулятора взвеси инактивированного 
S. aureus оказывало значимый эффект на фор-
мирование НЭС в тех же концентрациях и 
временных интервалах, что и живые микроор-
ганизмы, однако степень стимуляции была ме-
нее выраженной (таблица 2). 

Удобным для лабораторной практики яв-
ляется использование в качестве стимулятора 
функциональных свойств нейтрофилов вместо 
микроорганизмов их растворимых продуктов. 
Показано, что секреторные продукты стафило-
кокков представляют собой комплекс высоко-
активных веществ, которые в экспериментах in 
vitro повышают экспрессию рецепторов к С3-
компоненту комплемента на нейтрофилах, ге-
нерируют продукцию ими ФНОα и ИЛ-1β, ИЛ-8, 
кислородных радикалов [2, 10]. 
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В проведенных нами исследованиях, с ис-
пользованием в качестве стимулятора раство-
римых продуктов S. aureus, обнаруживалось 

значимое увеличение количества НЭС в срав-
нении с контролем (р < 0,05) на 150 минуте ин-
кубации (таблица 3). 

Таблица 2 — Количество НЭС (%) при стимуляции клеток инактивированным S. aureus (n = 27) 

Концентрация S. aureus, КОЕ/мл 
Время инкубации, мин 

0 (контроль) 106 107 108 109 
120 5 (5; 6) 4 (3; 6) 4,5 (3; 5) 4 (3; 5) 5 (5; 8) 
150 5 (4; 7) 5 (4; 6) 6 (5; 7)* 7 (5; 8)* 6,5 (6; 8)* 
180 5 (4; 6) 5 (5; 6) 6 (5; 7)* 6 (5; 7)* 7 (6; 9)* 

* Различия статистически значимы в сравнении с контролем, р < 0,05 

Таблица 3 — Формирование нейтрофильных экстрацеллюлярных сетей под влиянием растворимых продуктов 
S. aureus (n = 27) 

Время инкубации, мин 0 (контроль) Растворимые продукты S. aureus 
120 5 (5; 6) 5 (4; 5) 
150 5 (4; 7) 10 (9; 12)* 
180 5 (4; 6) 9,5 (8; 12)* 

* Различия статистически значимы в сравнении с контролем, р < 0,05 
 
 

При этом по выраженности эффекта раствори-
мые продукты S. aureus занимали промежуточное 
положение между живой и инактивированной куль-
турой микроорганизмов (рисунок 1). Максималь-

ный стимулирующий эффект на образование НЭС 
выявлен при использовании в качестве индуктора 
суспензии живых S. aureus, минимальный — в ответ 
на стимуляцию инактивированными микробами. 

 

Рисунок 1 — Сравнительная характеристика способности нейтрофилов 
к формированию экстрацеллюлярных сетей в зависимости от стимулятора. 

Данные представлены в виде (Me: 25 %; 75 %; Min – Max). 
I — инкубация с растворимыми продуктами S. аureus; II — инкубация с живой взвесью S. аureus; 

III — инкубация с инактивированной взвесью S. аureus. 
Время инкубации — 150 мин; концентрация S. аureus — 107 КОЕ/мл. 

* различие значимо в сравнении с аналогичным показателем I группы; 
** различие значимо в сравнении с аналогичным показателем II группы 

 
 

Проведенные исследования позволили ус-
тановить возможность использования лейко-
концентрата для оценки способности нейтро-
филов к образованию НЭС, что значительно 
снижает трудоемкость исследования и делает 
его более физиологичным. Определены опти-
мальные режимы культивирования клеток при 
стимуляции формирования НЭС S. аureus либо 
его растворимыми продуктами. Эти исследо-

вания могут послужить основой для изучения 
функциональной активности нейтрофилов при 
различных формах стафилококковой инфек-
ции, что позволит оптимизировать подходы к 
мониторингу и прогнозу таких состояний. 
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УДК 616-03:616-035.2 
РАСПАД БЕТА-ЛАКТАМНЫХ АНТИБИОТИКОВ ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ НАТИВНОЙ 

СЫВОРОТКИ КРОВИ И ЧЕЛОВЕЧЕСКОГО СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА 

И. В. Жильцов, Д. В. Моисеев, В. М. Семенов, С. К. Егоров 

Витебский государственный медицинский университет 

Настоящая работа посвящена актуальной проблеме исследования влияния факторов сыворотки крови 
человека на бета-лактамы. Показано, что гидролиз четырех антибиотиков бета-лактамного ряда (бензилпе-
нициллина, цефалексина, азтреонама и имипенема) под воздействием человеческого сывороточного альбу-
мина (ЧСА) статистически значимо ускоряется, что обусловливает дополнительный распад 2,3 % азтреона-
ма, 7,5 % бензилпенициллина, 10,8 % цефалексина и 11,9% имипенема к шестому часу инкубации при 37 °С. 
При этом вид кинетических кривых распада бензилпенициллина, цефалексина и имипенема под воздействи-
ем ЧСА типичен для ферментативных реакций первого порядка, а азтреонама – нулевого порядка. Повыше-
ние температуры инкубации с 37 до 39 °С приводит к ускорению катализируемого альбумином распада 
имипенема в среднем на 14 %, а цефалексина — на 15,7 %. Бета-лактамные антибиотики, не разрушающиеся 
под воздействием ЧСА, не разрушаются и цельной сывороткой крови. По отношению к бета-лактамным ан-
тибиотикам, разрушаемым ЧСА, нативная сыворотка крови может проявлять существенно более высокую 
(разница может превышать 30 %) бета-лактамазную активность, чем очищенные препараты альбумина лю-
бого происхождения в нормальной для человеческой крови концентрации. Таким образом, сыворотка крови 
может разрушать некоторые бета-лактамные препараты, широко используемые в практике здравоохранения. 

Ключевые слова: бета-лактамные антибиотики, человеческий сывороточный альбумин, сыворотка крови, 
бета-лактамазная активность, высокоэффективная жидкостная хроматография. 

DECAY OF BETA-LACTAM ANTIBIOTICS UNDER THE IMPACT 
OF NATIVE BLOOD SERUM AND HUMAN SERUM ALBUMIN 

I. V. Zhyltsov, D. V. Moiseyev, V. M. Semionov, S. K. Yegorov 

Vitebsk State Medical University 

The present work is dedicated to the important problem of the impact which the factors of human blood serum 
exert on beta-lactams. It has been shown that human serum albumin (HSA) accelerates hydrolysis of four beta-
lactams (namely, benzylpenicillin (BP), cefalexin, aztreonam and imipenem). This acceleration becomes more sta-
tistically intensive and stipulates the additional decay of 7,5 per cent BP, 10,8 per cent cefalexin, 2,3 per cent az-
treonam and 11,9 per cent imipenem by the sixth hour of incubation at a temperature of 37 °С. Meanwhile, the state 
of the kinetic curves of BP, cefalexin and imipenem after their decay caused by human blood serum is typical for the 
first-order enzymatic reactions, and aztreonam — for zero order. The increase of the incubation temperature from 37 
to 39 °С leads to the fourteen-percent accelerated decay of albumin-catalyzed imipenem, and that of cefalexin — by 
15,7 %. The beta-lactam antibiotics that are not destroyed by HSA cannot be degraded by the whole blood serum. If 
a beta-lactam antibiotic is capable of being hydrolyzed by HSA, native blood serum may show much higher beta-
lactamase activity (above 30 % of additional decay for BP) than any purified HSA preparations of any origin in con-
centrations that are normal for human blood serum. Thus, human blood serum can destroy some beta-lactam antibi-
otics that are widely used in health care, which presents a definite clinical importance. 

Key words: beta-lactam antibiotics, human serum albumin, native blood serum, beta-lactamase activity, HPLC. 


