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Резюме 
Цель. Сравнительный анализ уровня нетоза нейтрофилов, полученных из нефракционированной 
лейкоцитарной суспензии, и выделенных из периферической крови на градиенте плотности 
фиколла-верографина на примере здоровых лиц и пациентов с хроническим рецидивирующим 
фурункулезом.  
Методика. Объектом исследования были нейтрофильные гранулоциты периферической венозной 
крови 30 практически здоровых человек и 36 пациентов с хроническим рецидивирующим 
фурункулезом тяжелого течения в стадии ремиссии. Нефракционированную лейкоцитарную 
суспензию получали путем отстаивания, концентрацию нейтрофилов доводили фосфатно-солевым 
буфером (рН=7,4) до 5×106 клеток/мл. Для выделения чистых клеточных культур нейтрофильных 
гранулоцитов использовали двойной градиент плотности фиколла-верографина, при этом 
плотность верхнего слоя градиента составляла 1,077 г/см3, нижнего – 1,119 г/см3. Оценивали 
образование NET в культурах лейкоцитов, инкубируемых в течение 150 мин. без (спонтанный 
уровень; NETсп) и с растворимыми продуктами S. аureus (стимулированный уровень; NETст). 
Далее суспензию наносили на предметное стекло, окрашивали по Романовскому-Гимзе и 
микроскопировали с использованием иммерсионного увеличения (×1000), считали процентное 
содержание NET при просмотре 200 нейтрофилов.  
Результаты. Проведенный нами сравнительный анализ нетоза клеток, полученных из 
лейкоконцентрата, показал, что как у здоровых лиц, так и у пациентов с хроническим 
рецидивирующим фурункулезом, отмечалось значимое повышение стимулированного уровня 
NET-образующей способности нейтрофилов относительно спонтанного (р<0,001). Уровень 
спонтанного нетоза нейтрофильных гранулоцитов, выделенных путем градиентного 
центрифугирования, не отличался от значений нетоза при стимуляции, и при этом был значимо 
выше показателя NETсп клеток, полученных из нефракционированной лейкоцитарной взвеси 
(р<0,001).  
Заключение. Для изучения показателей нетоза in vitro рекомендуется использование 
нефракционированной лейкоцитарной суспензии, полученной путем отстаивания и 
стандартизированной по количеству нейтрофилов (5×106 клеток/мл). 
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Abstract 
Objective. A comparative analysis of NETosis in neutrophils, obtained from the unfractionated leukocyte 
suspension, and neutrophils, isolated from peripheral blood on the ficoll density gradient, on the example 
of healthy individuals and patients with chronic recurrent furunculosis was carried out.  
Methods. The objects of the study were peripheral blood neutrophils of 30 healthy volunteers and 36 
patients with chronic recurrent furunculosis in the remission period. The unfractionated leukocyte 
suspension was obtained by settling; cell suspensions were standardized by phosphate buffered saline till 
5×106 neutrophils/ml. To isolate pure cell cultures of neutrophils the double ficoll density gradient 
centrifugation was used, in which the density of the upper gradient layer was 1.077 g/cm3, the lower one – 
1.119 g/cm3. NET formation was measured in leukocyte cultures, incubated for 150 minutes without 
(unstimulated NETosis level) or in presence of soluble S. аureus products (stimulated NETosis level). 
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The suspension was then applied to a slide, dyed by Giemsa and microscopized using immersion (×1000), 
and the percentage of NET for 200 neutrophils was counted.  
Results. Our comparative analysis of the NETosis of cells obtained from leukocyte suspension showed 
that both healthy individuals and patients with chronic recurrent furunculosis had a significant increase of 
stimulated NETosis level relatively to the unstimulated condition (р<0.001). Unstimulated NETosis level 
in neutrophils, obtained by gradient centrifugation, did not differ from the values of NETosis during 
stimulation, and at the same time was significantly higher than the unstimulated NETosis level of cells, 
obtained from unfractionated leukocyte suspension (р<0,001).  
Conclusion. To study NETosis in vitro it is recommended to use an unfractionated leukocyte suspension 
obtained by sedimentation and standardized by the number of neutrophils (5×106 cells/ml). 
Keywords: netosis, leukocyte suspension, neutrophil 
 
 
Введение 
Оценка уровня нетоза, сопровождающегося образованием нейтрофильных экстрацеллюлярных 
сетей (neutrophil extracellular traps, NETs), вызывает интерес у исследователей различного 
профиля. В литературе встречается несколько способов выделения нейтрофильных гранулоцитов 
(НГ) для дальнейшего изучения их NET-образующей способности, что, в свою очередь, 
сказывается на разнообразных и иногда противоречивых результатах. Традиционно выделение НГ 
проводят путем центрифугирования в градиенте плотности фиколла-верографина [6]. Однако, 
данный способ, несмотря на высокую чистоту выделения (количество НГ>95%), обладает рядом 
недостатков. Так, ряд авторов указывают на более низкий количественный выход НГ от 
заявленного в протоколе выделения путем градиентного центрифугирования, что может 
затруднить работу с малыми объемами образцов [6, 11]. Имеются сообщения о снижении 
хемотаксической и фагоцитарной активности НГ, выделенных на градиенте плотности, в 
сравнении с гранулоцитами, полученными из лейкоцитарной взвеси [5, 10]. Кроме того, 
установлена зависимость количества клеток, полученных путем градиентного центрифугирования, 
от однородности популяции НГ по размеру и плотности, в противном случае, данный метод 
выделения может оказаться неэффективным [6].  
Целью данного исследования являлся сравнительный анализ уровня нетоза НГ, полученных из 
нефракционированной лейкоцитарной суспензии, и выделенных из периферической крови на 
градиенте плотности фиколла-верографина на примере здоровых лиц и пациентов с хроническим 
рецидивирующим фурункулезом (ХРФ). 
 
 
Методика 
Объектом исследования были НГ периферической венозной крови 36 пациентов (16 мужчин и 20 
женщин, возраст 29 лет (22; 37)) с ХРФ тяжелого течения в стадии ремиссии, которые 
наблюдались амбулаторно и/или проходили лечение в отделении иммунопатологии и 
аллергологии государственного учреждения «Республиканский научно-практический центр 
радиационной медицины и экологии человека» г. Гомеля. Продолжительность заболевания 
составляла от 2 до 7 лет с частотой рецидивирования 6 и более раз в год, у 9 обследованных 
отмечалось непрерывно рецидивирующее течение. Контрольную группу составили 30 
практически здоровых человек (16 мужчин и 14 женщин, возраст 30 лет (24; 40)).  
Получение нефракционированной лейкоцитарной суспензии. Венозную кровь (5 мл) забирали в 
пластиковые пробирки с гепарином (10 Ед/мл), отстаивали при 37ºС в течение 30 мин. под углом 
45°, затем в вертикальном положении 15 мин. при комнатной температуре. Верхний слой плазмы 
удаляли, нижний слой плазмы и лейкоцитарную пленку собирали в отдельную пробирку и 
доводили фосфатно-солевым буфером (pH 7,4) до концентрации 5×106 нейтрофилов/мл. В работе 
использовалась суспензия лейкоцитов с содержанием 75±10% гранулоцитов (окраска 0,1% 
сафранином), жизнеспособность клеток в тесте с трипановым синим была не менее 95%. 
Получение чистых клеточных культур. Венозную кровь (5 мл) забирали в пластиковые пробирки с 
гепарином (10 Ед/мл), отстаивали при 37ºС в течение 30 мин. под углом 45°, затем в вертикальном 
положении 15 мин. при комнатной температуре. Для выделения НГ использовали двойной 
градиент плотности фиколла-верографина, при этом плотность верхнего слоя градиента 
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составляла 1,077 г/см3, нижнего – 1,119 г/см3 [6]. После удаления богатой тромбоцитами плазмы 
кровь разводили фосфатно-солевым буфером (pH 7,4) в соотношении 1:1, наслаивали на 
ступенчатый градиент плотности фиколла-верографина и центрифугировали в течение 30 минут 
при 500 g. После центрифугирования на границе между градиентами появлялось кольцо 
гранулоцитов, которые переносили в центрифужную пробирку, трижды отмывали от градиента 
фосфатно-солевым буфером (pH 7,4) и доводили до концентрации 5×106 нейтрофилов/мл. 
Лейковзвесь содержала не менее 95% нейтрофилов (окраска 0,1% сафранином), жизнеспособность 
клеток в тесте с трипановым синим была не менее 95%. 
Оценка уровня нетоза. Интенсивность процессов нетоза оценивали по методике И.И. Долгушина 
[2] в собственной модификации [1]. Клеточную взвесь инкубировали в течение 150 мин. при 37°С 
без стимулятора (спонтанный уровень; NETсп) и в присутствии секреторных продуктов S. аureus 
[9] (стимулированный уровень; NETст). После инкубации клеточную суспензию 
центрифугировали 5 мин. при 250 g, осадок ресуспензировали, делали тонкие мазки и окрашивали 
по Романовскому-Гимзе. Микроскопировали с использованием иммерсионного увеличения 
(×1000), считали процентное содержание NET при просмотре 200 НГ.  
Статистический анализ выполнен с использованием программы Statistica for Windows, v. 6.1 
(StatSoft Inc., США). Проверку нормальности распределения количественных показателей 
осуществляли с использованием критерия Колмогорова-Смирнова и графическим способом. 
Дальнейший статистический анализ проводился с использованием непараметрическим методов 
ввиду отсутствия согласия данных с нормальным распределением. Результаты выражали в виде 
Me (25%; 75%), где Me – медиана, 25% – нижний квартиль, 75% – верхний. Для оценки различий в 
двух независимых группах использовали ранговый U-критерий Манна-Уитни. Сравнение двух 
зависимых выборок проводилось с использованием W-критерия Вилкоксона. Различия считали 
значимыми при р<0,05. 
 
Результаты исследования и их обсуждение 
На первом этапе работы провели сравнение уровня нетоза НГ, полученных из лейкоцитарной 
суспензии, и выделенных из периферической крови на градиенте плотности фиколла-верографина, 
у здоровых лиц (рис. 1).  

 
 

Рис. 1. NET-образующая способность нейтрофилов у здоровых лиц в зависимости от способа 
выделения  
 
Анализ показателей NET-образующей способности НГ, полученных из лейкоконцентрата, выявил 
значимое повышение уровня стимулированного нетоза относительно спонтанного уровня 
образования NET (9,0% (9,0; 12,0) и 5,0% (4,0; 7,0) соответственно, р<0,001), тогда как при 
градиентном разделении лейкоцитов различий между данными показателями выявлено не было 
(NETсп 10,0% (9,0; 10,0) и NETст 9,0% (8,0; 10,0)). В то же время, как видно из рис. 1, спонтанный 
уровень нетоза клеток, выделенных в градиенте плотности, оказался значимо выше по сравнению 
с аналогичным показателем при использовании нефракционированной лейкоцитарной суспензии 
(р<0,001), тогда как при сравнении значений стимулированного нетоза (NETст) различий 
обнаружено не было. 
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На следующем этапе работы мы изучили NET-образующую способность НГ у пациентов с ХРФ. 
Полученные данные представлены на рис. 2. 
 

 
 
Рис. 2. NET-образующая способность нейтрофилов у пациентов с хроническим рецидивирующим 
фурункулезом в зависимости от способа выделения 

 
 
Как и у здоровых лиц, у пациентов с ХРФ, сравнительный анализ нетоза клеток, полученных из 
лейкоконцентрата, выявил значимое повышение стимулированного уровня относительно 
спонтанного (14,5% (11,0; 18,0) и 5,0% (3,0; 7,0) соответственно, р<0,001). Уровень спонтанного 
нетоза НГ, выделенных путем градиентного центрифугирования, не отличался от значений нетоза 
при стимуляции (12,0% (10,0; 13,0) и 13,0% (12,0; 14,0) соответственно), и при этом был значимо 
выше показателя NETсп клеток, полученных из нефракционированной лейкоцитарной взвеси 
(р<0,001).  
Проведенные исследования выявили повышенный уровень спонтанного нетоза НГ, выделенных на 
градиенте плотности фиколла-верографина в сравнении с аналогичным показателем нетоза НГ, 
полученных из нефракционированной лейкоцитарной суспензии. Данная особенность была 
характерна как для здоровых лиц, так и для пациентов с ХРФ. Мы полагаем, что обнаруженные 
нами изменения могут быть связаны с неспецифической предактивацией NET-образующей 
способности НГ. Так, механическое воздействие на лейкоциты при их градиентном выделении 
(длительное центрифугирование, многократное отмывание и ресуспендирование), может 
дополнительно стимулировать реактивность НГ, на что указывает ряд авторов [5, 10]. Кроме того, 
полисахарид фиколл является одним из факторов, индуцирующих функциональную активность 
НГ, в частности, спонтанную генерацию кислородзависимых факторов бактерицидности [4, 7]. 
Важно отметить, что следствием обнаруженной нами неспецифической предактивации НГ 
является отсутствие различий между уровнем спонтанного и стимулированного нетоза, 
следовательно, оценка резервного NET-образующего потенциала лейкоцитов при градиентном 
выделении становится невозможной. 
В свою очередь, использование нефракционированной лейкоцитарной суспензии является 
наиболее физиологичным, поскольку позволяет свести к минимуму травмирование и изменение 
функциональных свойств клеток путем сокращения времени выделения НГ и отсутствия 
активирующего влияния фиколла, что также существенно снижает трудоемкость исследования и 
не требует расхода дорогостоящих реактивов. Дополнительным преимуществом является 
возможность оценки NET-образующей способности НГ с учетом межклеточной регуляции, 
поскольку используется смешанная суспензия лейкоцитов, содержащая гранулоциты, 
агранулоциты, а также тромбоциты, образующие единую взаимосвязанную систему [8]. Кроме 
того, при получении НГ путем дифференциального центрифугирования в двойном градиенте 
плотности не учитывается субпопуляция низкоплотных нейтрофилов (low-density neutrophils), 
которая выделяется в одной фракции с мононуклеарными лейкоцитами [8]. Принимая во внимание 
то, что именно субпопуляция низкоплотных нейтрофилов обладает наиболее выраженной 
способностью к нетозу [3], использование нефракционированной смешанной суспензии 
лейкоцитов является наиболее целесообразным. 
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Выводы 
1. Выявлен более высокий уровень спонтанного нетоза нейтрофилов, выделенных путем 

градиентного центрифугирования, относительно аналогичных показателей нетоза нейтрофилов, 
полученных из нефракционированной лейкоцитарной суспензии. 

2. Уровень спонтанного нетоза нейтрофилов, выделенных на градиенте плотности фиколла-
верографина, не отличался от уровня стимулированного нетоза. 

3. Для изучения показателей нетоза in vitro рекомендуется использование нефракционированной 
лейкоцитарной суспензии, полученной путем отстаивания и стандартизированной по 
количеству нейтрофилов (5×106 клеток/мл). 
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