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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Иммунотромбоз, или воспалительный тромбоз, во многом определяет течение и исходы тяжёлых форм 
инфекционных и аутоиммунных заболеваний. Воспалительные тромбы богаты нейтрофилами, однако остаётся неиз-
вестным, как воспалительные клетки влияют на сжатие (ретракцию) сгустка крови — важный процесс, определяющий 
течение и исходы гемостатических расстройств.
Цель исследования. Оценить влияние активированных нейтрофилов и нейтрофильных внеклеточных ловушек на ско-
рость и степень ретракции сгустков крови, опосредованной сокращением активированных тромбоцитов.
Методы. Изолированные человеческие нейтрофилы активировали форбол-12-миристат-13-ацетатом для индукции об-
разования нейтрофильных внеклеточных ловушек, которые визуализировали с помощью иммунофлуоресцентного окра-
шивания цитруллинированных H3-гистонов и флуоресцентного окрашивания ДНК, а также с помощью сканирующей 
электронной микроскопии. Сгустки, индуцированные тромбином, формировали для трёх групп образцов из цельной 
крови (n=5 для каждой группы) или богатой тромбоцитами плазмы (n=4 или n=5 для каждой группы), а именно: (1) 
без добавления нейтрофилов (контроль); в присутствии (2) неактивированных или (3) активированных нейтрофилов. 
Кинетику ретракции сгустка регистрировали оптически. Конечную степень ретракции определяли как разницу между ис-
ходным и конечным размерами сгустка, выраженную в процентах от исходного значения. Для статистической обработки 
применяли t-критерий Стьюдента, однофакторный дисперсионный анализ с апостериорным тестом Сидака и критерий 
Фридмана; уровень значимости составлял 95%.
Результаты. Форбол-12-миристат-13-ацетат вызывал активацию нейтрофилов и инициировал образование нейтрофиль-
ных внеклеточных ловушек, которые встраивались в структуру фибрина. При добавлении в кровь или богатую тромбо-
цитами плазму активированные нейтрофилы значимо (p <0,05) увеличивали конечную степень ретракции сгустка (50±5% 
в крови, 86±3% в богатой тромбоцитами плазме) по сравнению с контрольными неактивированными нейтрофилами 
(45±3% и 80±1% соответственно). Кинетические параметры ретракции указывали на ускоренное сжатие в присутствии 
активированных нейтрофилов (увеличение средней скорости в богатой тромбоцитами плазме: 0,070±0,003%/с против 
0,065±0,001%/с; p=0,03). Стимулирующий эффект активированных нейтрофилов на ретракцию сгустков исчезал после 
расщепления нейтрофильных внеклеточных ловушек дезоксирибонуклеазой I как в цельной крови (степень ретракции 
44±5% против 54±2%; p=0,02), так и в богатой тромбоцитами плазме (82±3% против 87±2%, p=0,03), что указывает на клю-
чевую роль нейтрофильных внеклеточных ловушек в составе сгустков.
Заключение. Активированные нейтрофилы ускоряют и усиливают ретракцию сгустков крови, и этот эффект обусловлен 
образованием нейтрофильных внеклеточных ловушек, встроенных в фибриновую сеть. 
Ключевые слова: нейтрофилы; нейтрофильные внеклеточные ловушки; ретракция сгустка; иммунотромбоз; воспали-
тельный тромбоз. 
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ABSTRACT
BACKGROUND: Immunothrombosis, or inflammatory thrombosis, largely determines the course and outcomes of severe infec-
tious and autoimmune diseases. Inflammatory thrombi are rich in neutrophils; however, how inflammatory cells affect the con-
traction (retraction) of a blood clot, an important process that influences the course and outcomes of hemostatic disorders, 
remains unknown.
AIM: This study aimed to assess the effect of activated neutrophils and neutrophil extracellular traps on the rate and degree 
of blood clot retraction mediated by activated platelet contraction.
METHODS: Isolated human neutrophils were activated with phorbol 12-myristate 13-acetate to induce the formation of neu-
trophil extracellular traps, which were visualized using immunofluorescence (citrullinated histone H3 and DNA) and scanning 
electron microscopy. Thrombin-induced clots were formed for three sample groups from whole blood (n = 5 for each group) or 
platelet-rich plasma (n = 4 or n = 5 for each group): (1) without added neutrophils (control), (2) with nonactivated neutrophils, 
and (3) with activated neutrophils. Clot-retraction kinetics were recorded optically. The final degree of retraction was the dif-
ference between the initial and final clot size, expressed as a percentage of the initial value. Statistical analysis was performed 
using the Student’s t-test, one-way analysis of variance with a Sidak post hoc test, and the Friedman test. The significance 
level was set at 95%.
RESULTS: Phorbol 12-myristate 13-acetate induced the activation of neutrophils and formation of neutrophil extracellular traps, 
which merged into the fibrin structure. When added to whole blood or platelet-rich plasma, activated neutrophils significantly 
(p < 0.05) increased the final degree of clot retraction (50% ± 5% in blood and 86% ± 3% in platelet-rich plasma) compared with 
nonactivated neutrophils (45% ± 3% and 80% ± 1%, respectively). The kinetic parameters of retraction demonstrated acceler-
ated contraction in the presence of activated neutrophils (greater mean velocity in platelet-rich plasma: 0.070%/s ± 0.003%/s 
vs. 0.065%/s ± 0.001%/s; p = 0.03). The stimulatory effect of activated neutrophils on clot retraction disappeared following 
neutrophil extracellular trap degradation with deoxyribonuclease I, in whole blood (degree of retraction 44% ± 5% vs. 54% ± 2%; 
p = 0.02) and platelet-rich plasma (82% ± 3% vs. 87% ± 2%; p = 0.03), indicating a key role of neutrophil extracellular traps 
within clots.
CONCLUSION: Activated neutrophils accelerate and enhance blood clot retraction. This effect is mediated by the formation 
of neutrophil extracellular traps that merge into the fibrin network. 
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Оригинальное исследование

ОБОСНОВАНИЕ
Воспалительный тромбоз, или иммунотромбоз, представ-
ляет собой патогенетическое звено между воспалением 
и свёртыванием крови, играя ключевую роль в развитии 
различных инфекционных и аутоиммунных заболеваний. 
Эти болезни широко распространены в России и во всём 
мире и являются значимой причиной инвалидизации 
и смертности пациентов [1, 2]. Тромбоз  — смертельно 
опасное осложнение при сепсисе и тяжёлых вирусных ин-
фекциях, таких как COVID-19 [3, 4], а также при ряде ау-
тоиммунных заболеваний и патологических состояний, 
включая антифосфолипидный синдром, системную крас-
ную волчанку и ревматоидный артрит, при которых часто-
та тромбоэмболий в 2–10 раз выше, чем в общей популя-
ции [5–7]. 

Иммунотромбоз связан с активацией иммунных кле-
ток крови, прежде всего нейтрофилов и моноцитов, кото-
рые способствуют формированию тромба за счёт высво-
бождения прокоагулянтов и образования нейтрофильных 
внеклеточных ловушек (НВЛ, или NETs — neutrophil extra
cellular traps) [8]. НВЛ усиливают как свёртывание крови, 
так и локальные воспалительные реакции [9].

Важным, но сравнительно малоизученным аспектом 
тромбообразования является процесс ретракции (сжа-
тия) сгустка, индуцируемый активированными тромбоци-
тами. Он традиционно используется in vitro для получения 
сыворотки крови и оценки функциональной активности 
тромбоцитов [10]. Сравнительно недавно было показано, 
что сжатие сгустков крови протекает и in vivo, представ-
ляя собой важный компонент гемостаза и тромбоза [11, 
12]. Ретракция сгустка крови модулирует ключевые свой-
ства внутрисосудистого тромба, включая его обструктив-
ность, чувствительность к фибринолизу, механическую 
жёсткость, проницаемость и устойчивость к разрыву (эм-
болизации), что в совокупности определяет клиническое 
течение и исходы тромбоза [13]. Несмотря на высокую 
клиническую значимость, взаимосвязь между ретракцией 
сгустка и воспалением остаётся малоизученной.

Известно, что ретракция существенно зависит от кле-
точного состава сгустка крови, в частности от содержания 
тромбоцитов и эритроцитов [14]. Поскольку воспалитель-
ные тромбы богаты нейтрофилами, их присутствие потен-
циально может влиять на динамику и полноту ретракции 
и отличать их от невоспалительных тромбов. Активация 
нейтрофилов сопровождается нетозом  — высвобожде-
нием компонентов ядерного хроматина (ДНК и гистонов), 
формирующих структурную основу НВЛ, под действием 
провоспалительных стимулов [8]. Хотя известно, что обра-
зование НВЛ усиливает свёртывание крови и способству-
ет активации тромбоцитов, влияние НВЛ на ретракцию 
сгустков крови остаётся неясным.

Настоящее исследование направлено на восполнение 
этого пробела и изучает взаимосвязь между воспалением 
и ретракцией сгустков крови. 

Цель исследования — определить влияние активи-
рованных нейтрофилов на скорость и степень ретракции 
сгустков крови, опосредованной тромбоцитами. 

МЕТОДЫ
Получение крови и её компонентов 
Все процедуры с участием людей одобрены этическим 
комитетом Казанского федерального университета (26 
февраля 2025 г., протокол № 53). Для модельных экс-
периментов in vitro кровь была получена у 30 доноров, 
не принимавших антикоагулянты в течение двух недель до 
забора. Венозную кровь собирали в вакутейнеры (Vacuette, 
Greiner Bio-One), стабилизируя 3,2% цитратом натрия в со-
отношении 9:1 по объёму. Богатую тромбоцитами плаз-
му (PRP) получали центрифугированием крови при 200 g 
в течение 10 мин; бедную тромбоцитами плазму (PPP) — 
центрифугированием PRP при 2000  g в течение 10  мин; 
беcтромбоцитарную плазму (PFP) — центрифугировани-
ем PPP при 10 000 g в течение 5 мин. PPP использовали 
для получения PFP, которую применяли при сканирующей 
электронной микроскопии фибриновых сгустков в присут-
ствии активированных нейтрофилов. Часть крови исполь-
зовали для выделения нейтрофилов. 

Выделение и активация нейтрофилов 
для получения нейтрофильных внеклеточных 
ловушек
Для выделения нейтрофилов 5 мл цитратной крови насла-
ивали на 5 мл среды для разделения клеток Lympholyte-
Poly (Cedarlane) и центрифугировали при 500 g в течение 
35  мин. Собирали белое кольцо нейтрофилов и трижды 
промывали клетки буфером Хэнкса (HBSS), не содержа-
щим ионов Ca2+ и Mg2+, ресуспендируя и центрифугируя 
при 300 g в течение 10 мин. Отмытые клетки ресуспенди-
ровали в 250 мкл HBSS. Число клеток определяли мето-
дом световой микроскопии в камере Горяева. Для полу-
чения НВЛ часть выделенных нейтрофилов активировали 
добавлением 100  нМ (конечная концентрация) форбол-
12-миристат-13-ацетата (ФМА) и инкубировали 3,5 ч 
при 37 ºC в CO2-инкубаторе (New Brunswick Galaxy 170R, 
Marshall Scientific). Суспензию ФМА-активированных ней-
трофилов или надосадок, образующийся после гравита-
ционного осаждения клеток в течение 3,5 ч, использова-
ли как источники НВЛ.

Проточная цитометрия изолированных 
нейтрофилов
Для оценки чистоты и функционального состояния 
нейтрофилов использовали проточную цитометрию 
с применением флуоресцентно меченых моноклональных 
антител. Изолированные нейтрофилы  — как неактиви-
рованные, так и ФМА-активированные — инкубировали 
10 мин в темноте с двумя типами меченых антител: 1) про-
тив человеческого белка CD16 (BD Biosciences); 2) против 
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человеческого активированного белкового рецепто-
ра CD11b, или Mac-1 (Biolegend). Проточную цитометрию 
проводили на приборах FACSCalibur (Beckman Dickinson) 
или CytoFlex (Beckman Coulter). Для каждого образца ана-
лизировали 5000 сигналов. Гейт нейтрофилов определя-
ли по прямому (FSC) и боковому (SSC) светорассеянию, 
дополнительно идентифицируя нейтрофилы как CD16+ 
сигналы. Внутри гейта всех нейтрофилов CD16+ активи-
рованные нейтрофилы определяли как CD11b+ события 
и выражали их долю относительно всего CD16+ пула, при-
нятого за 100%.

Гисто- и иммуногистохимическое исследование 
активированных нейтрофилов и нейтрофильных 
внеклеточных ловушек 
Для гистологических исследований сгустки формирова-
ли в пробирке, предварительно ополоснутой 1% раство-
ром Pluronic (детергент) для предотвращения прилипания 
к стенкам. Использовали сгустки из PRP с добавлени-
ем неактивированных или ФМА-активированных нейтро-
филов. Образец PRP, содержащий ~48×106 тромбоцитов, 
добавляли к ~0,8×106 нейтрофилов в буфере Хэнкса (от-
ношение числа клеток примерно 60:1) до конечного объ-
ёма образца 500 мкл. Образование сгустка инициировали 
добавлением 2 мМ CaCl2 и 1 МЕ/мл тромбина (конечные 
концентрации). После 30-минутной инкубации сгустки 
фиксировали в 10% забуференном формалине, промы-
вали водой и обезвоживали в изопропаноле с помощью 
тканевого процессора (STP420ES, Thermo Scientific) с по-
следующей заливкой в парафин. Гистологические срезы 
толщиной 4 мкм депарафинировали и окрашивали гема-
токсилином и эозином (Thermo Scientific). Часть срезов ис-
пользовали для иммуногистохимического окрашивания. 
Для конфокальной микроскопии нефиксированные гидра-
тированные сгустки из PRP, содержащие активирован-
ные нейтрофилы, формировали в конфокальных чашках 
и подвергали иммунофлуоресцентному анализу. Анало-
гичные методы окрашивания использовали как для визу-
ализации клеток и НВЛ в сгустках, так и в препаратах изо-
лированных активированных нейтрофилов. 

Срезы сгустков инкубировали с первичными кроли-
чьими антителами против цитруллинированных гистонов 
человека citH3 (Abcam) в разведении 1:400. Срезы про-
мывали в фосфатно-солевом буфере и инкубировали со 
вторичными биотинилированными антикроличьими ан-
тителами (Vector Laboratories) для пероксидазного мето-
да визуализации. В качестве альтернативы использовали 
флуоресцентно меченые вторичные антитела (антикроли-
чьи IgG, Alexa Fluor 488, Invitrogen) в разведении 1:400. 
Для визуализации ДНК фиксированные сгустки окра-
шивали DAPI (BioLegend). Гистологическое исследование 
проводили с помощью сканера Hamamatsu NanoZoomer 
560 (Hamamatsu Photonics); световую конфокальную флу-
оресцентную микроскопию — с помощью сканирующего 
лазерного конфокального микроскопа LSM 780 (Carl Zeiss).

Сканирующая электронная микроскопия 
нейтрофилов и нейтрофильных внеклеточных 
ловушек 
Для сканирующей электронной микроскопии высоко-
го разрешения были подготовлены следующие образцы: 
1) изолированные неактивированные и активированные 
нейтрофилы; 2) надосадок активированных нейтрофи-
лов; 3) сгустки из PFP, сформированные в присутствии ак-
тивированных нейтрофилов. Фиксированные нейтрофилы 
или надосадок наслаивали на покровные стёкла, пред-
варительно обработанные 0,01% поли-L-лизином (EMD 
Millipore), и инкубировали с последующей фиксацией 
в 2% глутаральдегиде. Сгустки из PFP в присутствии ак-
тивированных нейтрофилов формировали на покровных 
стёклах, а затем фиксировали. Все фиксированные об-
разцы трижды промывали, обезвоживали в возрастаю-
щих концентрациях этанола, погружали в гексаметилди-
силазан и высушивали. Тонкую плёнку золота-палладия 
наносили на образцы с помощью установки для напыле-
ния Quorum Q 150T ES (Quorum). Микрофотографии полу-
чали посредством сканирующего электронного микроско-
па (Merlin, Carl Zeiss).

Метод изучения ретракции кровяного сгустка
Ретракцию сгустков в цельной цитратной крови челове-
ка или PRP регистрировали оптически по уменьшению 
размера сгустка в отсутствие или в присутствии неакти-
вированных или активированных нейтрофилов. В кон-
трольных образцах добавляли соответствующий объём 
буфера HBSS. Кинетику ретракции сгустка отслежива-
ли с помощью прибора «Регистратор тромбодинамики» 
(ООО «ГемаКор»). Для изучения эффектов неактивирован-
ных или активированных нейтрофилов 60–80 мкл HBSS, 
содержащего ~8×10⁵ нейтрофилов, добавляли к 120–
140 мкл крови или PRP до конечного объёма 200 мкл. Об-
разцы активировали 2 мМ CaCl₂ и 1 МЕ/мл человеческо-
го тромбина (Sigma-Aldrich) (конечные концентрации). 
Перед формированием сгустка активированные образцы 
крови или PRP (80 мкл) переносили в прозрачные пласти-
ковые кюветы, предварительно ополоснутые детергентом. 
Кювету помещали при 37 ºC в камеру оптического анали-
затора. Изображения сгустков в процессе сжатия получа-
ли каждые 15 с в течение 20 мин. Серийные изображения 
сгустков анализировали с помощью компьютерной про-
граммы для построения кинетической кривой, определе-
ния конечной степени ретракции и расчёта кинетических 
параметров: лаг-периода (времени от добавления тром-
бина до появления первых признаков ретракции), пло-
щади под кривой и средней скорости ретракции, которая 
определялась как конечная степень ретракции, делённая 
на время (20 мин) [15]. Конечную степень ретракции опре-
деляли как разницу между исходным и конечным разме-
рами сгустка, выраженную в процентах от исходного зна-
чения [15].
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Статистический анализ
Статистический анализ выполняли с использованием па-
кета программ GraphPad Prism 8 (GraphPad Software). Нор-
мальность распределения данных оценивали с помощью 
критериев Шапиро–Уилка и Д’Агостино–Пирсона. Парные 
статистические различия оценивали посредством парно-
го t-критерия Стьюдента (параметрический анализ). Ста-
тистические различия для множественных сравнений 
оценивали с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA) с апостериорным тестом Сидака. Много-
групповой анализ повторных измерений для данных с не-
нормальным распределением проводили с использова-
нием непараметрического критерия Фридмана. Уровень 
значимости составлял 95% (p <0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние активированных нейтрофилов 
на ретракцию сгустков
В качестве модели воспалительного тромбоза мы изучили 
сгустки крови или богатой тромбоцитами плазмы (PRP), 
сформированные в присутствии ФМА-активированных 
нейтрофилов. Мы оценивали влияние активированных 
нейтрофилов на сжатие сгустков в сравнении с неакти-
вированными нейтрофилами, добавленными в цель-
ную кровь или плазму в количестве, соответствующем 
физиологическому содержанию нейтрофилов в кро-
ви (8000/мкл). Параметры ретракции сгустка в цельной 
крови (рис. 1, a; табл. 1) и PRP (рис. 1, b; см. табл. 1) по-
казали, что конечная степень сжатия была значи-
мо выше (p  <0,05) в присутствии ФМА-активированных 

Рис. 1. Влияние форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА)-активированных и неактивированных нейтрофилов на конечную степень ретракции сгуст-
ка в цельной крови (a) и PRP (богатой тромбоцитами плазме) (b). Образование и ретракцию сгустка инициировали добавлением 1 МЕ/мл тромби-
на с последующей оптической регистрацией уменьшающегося размера сгустка. Конечная степень ретракции и другие кинетические параметры 
(см. табл. 1) измеряли в сгустках, сформированных в образцах цельной крови (n=5) и PRP (n=4), полученных от независимых доноров. Результа-
ты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. Для сравнений использовали однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA).
Fig. 1. Effect of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)–activated and nonactivated neutrophils on the final degree of clot retraction in whole blood (a) and 
platelet-rich plasma (PRP) (b). Clot formation and retraction were initiated by adding 1 IU/mL of thrombin, followed by optical recording of the decreasing 
clot size. The final degree of retraction and other kinetic parameters (see Table 1) were measured in clots formed in samples of whole blood (n = 5) and PRP 
(n = 4) obtained from independent donors. Results are presented as mean ± SD. One-way analysis of variance (ANOVA) was used for comparisons.

Контроль Неактив. 
нейтрофилы

ФМА-актив. 
нейтрофилы

Ст
еп

ен
ь 

ре
тр

ак
ци

и,
 %

40

45

50

55

60

Контроль Неактив. 
нейтрофилы

ФМА-актив. 
нейтрофилы

Ст
еп

ен
ь 

ре
тр

ак
ци

и,
 %

75

80

85

90

Кровь Богатая тромбоцитами плазма

p=0,04

p=0,02
p=0,02

p=0,03

a b

нейтрофилов по сравнению с неактивированными ней-
трофилами и контрольными образцами (без добавле-
ния экзогенных нейтрофилов) как в цельной крови, так 
и в PRP.

Хотя не все параметры сжатия сгустка различались 
значимо (см. табл. 1), общая динамика, отражающая ско-
рость ретракции, была значимо выше в присутствии ФМА-
активированных нейтрофилов (p <0,0001, критерий Фрид-
мана). Примечательно, что наблюдалось увеличение 
средней скорости ретракции в сгустках из PRP в присут-
ствии активированных нейтрофилов по сравнению с не-
активированными (p=0,03) и с контрольными образцами 
без добавления нейтрофилов (p=0,02) (см. табл. 1). Кроме 
того, зафиксировано значительное уменьшение среднего 
лаг-периода в сгустках из цельной крови с добавлением 
активированных нейтрофилов по сравнению с контроль-
ными образцами (p=0,005), а также в присутствии неак-
тивированных нейтрофилов в сравнении с контролем 
(p=0,04), в то время как разница между активированными 
и неактивированными нейтрофилами была статистически 
незначима (см. табл. 1). Другие кинетические параметры 
сжатия сгустка, сформированного в цельной крови, так-
же характеризовались тенденцией к ускорению ретрак-
ции под действием активированных нейтрофилов. В со-
вокупности эти различия дают основания предполагать 
возможность ускоренной активации тромбоцитов и свя-
занную с этим повышенную способность сгустка к сжатию 
в присутствии активированных нейтрофилов.

Для исключения того, что обнаруженное стимулиру-
ющее действие нейтрофилов, инкубированных с ФМА, 
на сжатие сгустка обусловлено прямым влиянием оста-
точного количества ФМА на тромбоциты или другие 
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Таблица 1. Кинетика ретракции сгустка в цельной крови и плазме, богатой тромбоцитами (PRP), без добавления (контроль) и с добавлением не-
активированных или форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА)-активированных нейтрофилов
Table 1. Kinetics of clot retraction in whole blood and platelet-rich plasma (PRP) without addition (control) and with addition of nonactivated or phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA)–activated neutrophils

Параметры ретракции 
сгустка

Контроль (без добавления 
нейтрофилов)

Неактивированные 
нейтрофилы

Активированные 
нейтрофилы p*

Цельная кровь

Конечная степень 
ретракции (%)

44±3 45±3 50±5

p1 >0,05
p2=0,04
p3=0,03
p4=0,046

Лаг-период, с 147±30 63±48 39±16

p1=0,04
p2=0,005
p3 >0,05
p4=0,001

Площадь под кинетической 
кривой (у. е.)

351±42 426±72 427±86

p1 >0,05
p2 >0,05
p3 >0,05
p4=0,2

Средняя скорость, %/с 0,036±0,002 0,036±0,002 0,039±0,003

p1 >0,05
p2 >0,05
p3 >0,05
p4=0,07

Плазма, богатая тромбоцитами (PRP)

Конечная степень 
ретракции (%)

80±1 80±1 86±3

p1 >0,05
p2=0,02
p3=0,02

p4=0,0005

Лаг-период, с 99±4 94±10 108±21

p1 >0,05
p2 >0,05
p3 >0,05
p4=0,4

Площадь под кинетической 
кривой (у. е.)

706±27 743±25 718±34

p1=0,03
p2 >0,05
p3 >0,05
p4=0,2

Средняя скорость, %/с 0,066±0,001 0,065±0,001 0,070±0,003

p1 >0,05
p2=0,02
p3=0,03
p4=0,002

Примечание. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение [n=5 для образцов цельной крови; n=4 для образцов бога-
той тромбоцитами плазмы (PRP), полученных из крови независимых доноров]. Однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) для множествен-
ных сравнений (p4) с апостериорным тестом Сидака для попарных сравнений (p1, p2, p3). * p1 — «контроль» против «неактивированных нейтрофи-
лов», p2 — «контроль» против «активированных нейтрофилов», p3 — «неактивированные нейтрофилы» против «активированных нейтрофилов», 
p4 — групповое сравнение («контроль» против «неактивированных нейтрофилов» и против «активированных нейтрофилов»). Полужирным шриф-
том выделены значимые значения.

клетки крови, мы провели контрольный эксперимент. 
Для этого ФМА (без нейтрофилов) добавляли в PRP в той 
же конечной концентрации (2,2 нмоль/л), что поступала 
в составе препаратов нейтрофилов, обработанных ФМА. 
Оказалось, что ФМА в такой малой концентрации не влиял 
ни на скорость, ни на конечную степень ретракции сгуст-
ка (p >0,05), которая оставалась на уровне 80–83%. Таким 
образом, потенциальный артефакт, связанный с остаточ-
ным количеством ФМА в препаратах нейтрофилов, был 
исключён.

Визуализация нейтрофильных внеклеточных 
ловушек, образованных активированными 
нейтрофилами
Обработка изолированных нейтрофилов 100 нМ ФМА при 
37 ºC в течение 3,5 ч вызвала их активацию, что было до-
казано увеличением поверхностной экспрессии актив-
ного интегрина Mac-1 (CD11b), измеренной с помощью 
проточной цитометрии (рис.  2). В пределах гейта ней-
трофилов (CD16+ сигналов, принятых за 100%) средняя 



Казанский медицинский журнал

DOI: https://doi.org/10.17816/KMJ691853 

Оригинальное исследование

доля нейтрофилов, экспрессирующих активный CD11b, 
в контрольных необработанных образцах составила все-
го 0,9±1,3% (рис. 2, a), в то время как в образцах, обрабо-
танных ФМА, средняя доля нейтрофилов, экспрессирую-
щих активный интегрин Mac-1, достигла 49±16% (p=0,03) 
(рис. 2, b), что указывает на сильную активацию нейтро-
филов под действием ФМА. НВЛ не определялись на дот-
плотах, поскольку они не несут антигена CD16.

Важнее всего, что в условиях эксперимента ФМА-
активированные нейтрофилы образовывали НВЛ, кото-
рые были визуализированы как (иммуно)гистохимиче-
ски после окрашивания на гистоны и ДНК (рис. 3, a–c), 
так и с помощью сканирующей электронной микроско-
пии (рис. 3, d–g). В качестве достоверного признака не-
тоза (образования НВЛ) в препаратах активированных 
нейтрофилов специфичные для НВЛ цитруллинирован-
ные гистоны H3 и ДНК были отчётливо видны в виде вне-
клеточных структур (см. рис. 3, a–c). Сканирующая элек-
тронная микроскопия зафиксировала раннюю стадию 
нетоза с формирующейся начальной структурой НВЛ 
(см. рис. 3, d), а также завершающую фазу, когда внекле-
точные НВЛ не были связаны с нейтрофилом (рис. 3, e). 
НВЛ удалось визуализировать не только среди акти-
вированных нейтрофилов, но и в надосадке препара-
та нейтрофилов, обработанных ФМА (рис. 3, f, g). Приме-
чательно, что сканирующая электронная микроскопия 
выявила выраженную пористость плазматической мем-
браны ФМА-активированных нейтрофилов (см. рис. 3, d), 
что подтверждает способность неконденсированного 
хроматина (структурная основа НВЛ) выходить через эти 

поры во внеклеточное пространство, как было показано 
ранее другими исследователями [16, 17].

Ключевая роль нейтрофильных внеклеточных 
ловушек в реализации влияния активированных 
нейтрофилов на ретракцию сгустка 
Чтобы установить, что наблюдаемые эффекты активиро-
ванных нейтрофилов на ретракцию сгустка обусловлены 
наличием НВЛ в препаратах нейтрофилов, мы визуализи-
ровали НВЛ в составе фибриновых сгустков, сформиро-
ванных в присутствии активированных нейтрофилов. Экс-
перименты для сканирующей электронной микроскопии 
проводили в PFP, а не в PRP, поскольку присутствие тром-
боцитов препятствует визуализации НВЛ и их взаимо-
действию с волокнами фибрина. Рис. 4 прямо доказыва-
ет, что НВЛ интегрированы в структуру сгустка, поскольку 
НВЛ визуализируются гистологически как с флуоресцен-
цией, так и без неё (рис. 4, a–f). НВЛ обнаруживаются так-
же при сканирующей электронной микроскопии сгустков 
(рис. 4, g, h), хотя отчётливо разграничить фибрилляр-
ные структуры хроматина и фибрина не всегда возмож-
но [18]. Эти данные указывают на то, что свёртывание 
крови в присутствии нейтрофилов, предварительно акти-
вированных ФМА, приводит к встраиванию НВЛ в сгусток, 
что даёт веские основания предположить, что стимулиру-
ющее влияние активированных нейтрофилов на сжатие 
сгустка связано именно с наличием НВЛ.

Предположение о ключевой роли НВЛ в усилении 
ретракции сгустка было подтверждено эксперимен-
тами, в которых НВЛ внутри сгустка разрушали путём 

Рис. 2. Репрезентативные точечные диаграммы проточной цитометрии неактивированных и форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА)-активированных 
препаратов изолированных нейтрофилов: a — в контрольном препарате неактивированных нейтрофилов (Q2) не наблюдается экспрессии актив-
ного Mac-1 (CD11b); b — в препарате нейтрофилов, инкубированных с ФМА, выявляется большая доля CD11b+ нейтрофилов, экспрессирующих ак-
тивный Mac-1 (Q2). Для обоих образцов анализ проводили в пределах гейта для нейтрофилов, принимая абсолютное количество CD16+ сигналов 
за 100%.
Fig. 2. Representative flow cytometry dot plots of nonactivated and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)–activated preparations of isolated neutrophils: 
a, in the control preparation of nonactivated neutrophils (Q2), no expression of active Mac-1 (CD11b) is observed; b, in the preparation of neutrophils incubat-
ed with PMA, a larger proportion of CD11b+ neutrophils expressing active Mac-1 (Q2) is detected. For both samples, analysis was performed within the neu-
trophil gate, with the absolute number of CD16+ signals taken as 100%.

a b

Экспрессия активного интегрина 
Mac-1 на нейтрофилах

Экспрессия активного интегрина 
Mac-1 на нейтрофилах

Неактивированные нейтрофилы ФМА-активированные нейтрофилы
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Рис. 3. Визуализация нейтрофильных внеклеточных ловушек, обра-
зованных форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА)-активированными 
нейтрофилами, с помощью иммуногистохимии и сканирующей элек-
тронной микроскопии: a–c — флуоресцентные микрофотографии пре-
парата нейтрофилов, инкубированных с ФМА, с окраской на цитрулли-
нированные гистоны CitH3 (зелёный) и ДНК (синий) для визуализации 
нейтрофилов и нейтрофильных внеклеточных ловушек. Изображения 
CitH3 (a), ДНК (b) и их наложение (c). d, e — репрезентативные ска-
нирующие электронограммы: начальная стадия образования нейтро-
фильной внеклеточной ловушки, сохраняющей физическую связь 
с клеткой (d), и нейтрофильная внеклеточная ловушка, отделившаяся 
от нейтрофила (e). f, g — нейтрофильные внеклеточные ловушки, вы-
свобождаемые активированными нейтрофилами, в надосадке с после-
дующим осаждением на покровном стекле (внутри пунктирных ова-
лов). Линейки: 50 мкм (a–c) и 2 мкм (d–g).
Fig.  3. Visualization of neutrophil extracellular traps formed by phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA)–activated neutrophils using immunohis-
tochemistry and scanning electron microscopy: a–c, Fluorescence micro-
graphs of a preparation of neutrophils incubated with PMA with staining for 
citrullinated histones (CitH3; green) and DNA (blue). Images of CitH3 (a), 
DNA (b), and their overlay (c). d, e, Representative scanning electron micro
graphs: early stage of formation of a neutrophil extracellular trap that main-
tains a physical connection with the cell (d) and a neutrophil extracellular 
trap that has detached from the neutrophil (e). f, g, Neutrophil extracellular 
traps released by activated neutrophils into the supernatant, followed by de-
position on a coverslip (within dashed ovals). Scale bars: 50 µm (a–c) and 
2 µm (d–g).

Рис. 4. Визуализация нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ), об-
разованных из форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА)-активированных 
нейтрофилов и выявляемых в составе сгустков, образованных в плаз-
ме крови (бестромбоцитарной плазме для сканирующей электронной 
микроскопии): a–c — флуоресцентная микроскопия сгустков, содер-
жащих активированные нейтрофилы и окрашенные на цитруллини-
рованные гистоны CitH3 (a), ДНК (b) и их наложение (c). d, e  — не-
активированные сегментоядерные нейтрофилы (зелёные стрелки) 
и активированные безъядерные нейтрофилы неправильной формы 
с нечёткими клеточными мембранами и/или перицеллюлярными струк-
турами (красные стрелки); гематоксилин и эозин. f — активированные 
нейтрофилы в сгустке, окрашенные на цитруллинированные гистоны 
CitH3 (красный пунктирный круг) для визуализации ядра и перицел-
люлярного неконденсированного хроматина (нейтрофильных внекле-
точных ловушек); докрашивание гематоксилином. g, h — сканирующие 
электронограммы сгустков из бестромбоцитарной плазмы с активиро-
ванными нейтрофилами (Н) и окружающими фибриллярными структу-
рами, состоящими из нейтрофильных внеклеточных ловушек и фибри-
на (Ф). Линейки: 20 мкм (а–c), 50 мкм (d, f), 25 мкм (e) и 1 мкм (g, h).
Fig. 4. Visualization of neutrophil extracellular traps (NETs) formed by phor-
bol 12-myristate 13-acetate (PMA)–activated neutrophils and detected with-
in clots formed in blood plasma (platelet-free plasma for scanning electron 
microscopy): a–c, Fluorescence microscopy of clots containing activated 
neutrophils stained for citrullinated histones (CitH3) (a), DNA (b), and their 
overlay (c). d, e, Nonactivated segmented neutrophils (green arrows) and ac-
tivated anucleate neutrophils of irregular shape with indistinct cell mem-
branes and/or pericellular structures (red arrows); hematoxylin and eosin. f, 
Activated neutrophils in the clot stained for citrullinated histones (CitH3; red 
dashed circle) to visualize the nucleus and pericellular decondensed chro-
matin (NETs); counterstaining with hematoxylin. g, h, Scanning electron mi-
crographs of clots formed in platelet-free plasma containing activated neu-
trophils (N) and surrounding fibrillar structures composed of NETs and fibrin 
(F). Scale bars: 20 µm (a–c), 50 µm (d, f), 25 µm (e), and 1 µm (g, h).
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ферментативного расщепления ДНКазой I. Влияние ДНКа-
зы I на ретракцию сгустка в отсутствие или в присутствии 
ФМА-активированных нейтрофилов продемонстриро-
вано как в цельной крови (рис. 5, a; табл. 2), так и в PRP 
(рис. 5, b; табл. 3). Сама по себе ДНКаза I не вызывала ви-
димых изменений, но полностью устраняла стимулирую-
щий эффект активированных нейтрофилов на среднюю 
скорость ретракции и конечную степень сжатия сгустка 
в цельной крови (см. рис. 5, a; см. табл. 2). Аналогичный 
ингибирующий эффект ДНКазы I на ретракцию сгустка на-
блюдался в сгустках из PRP, содержащих активированные 
нейтрофилы, что заметно по конечной степени сжатия 
сгустка и площади под кинетической кривой (см. рис. 5, b; 
см. табл. 3). Таким образом, стимулирующие эффекты ак-
тивированных нейтрофилов на ретракцию сгустка связа-
ны именно с НВЛ в составе сгустков крови или плазмы.

ОБСУЖДЕНИЕ
Воспалительный тромбоз, или иммунотромбоз, яв-
ляется угрожающим жизни осложнением, при кото-
ром сочетанная патологическая активация иммунной 
и свёртывающей систем крови приводит к формирова-
нию обструктивных тромбов с выраженным воспали-
тельным компонентом [19]. Клиническое течение и ис-
ходы, а также эффективность лечения иммунотромбоза 
в значительной степени определяются составом и дина-
мическими свойствами образовавшегося тромба, такими 

как механическая стабильность, проницаемость и чув-
ствительность к лизису [20]. Одним из основных процес-
сов, определяющих эти свойства, считается созревание 
и ремоделирование тромба, то есть его ретракция [11, 13]. 
Хотя важная роль тромбоцитов, эритроцитов и плазмен-
ных белков в модуляции ретракции сгустка крови из-
вестна [14], влияние лейкоцитов, особенно активирован-
ных нейтрофилов, встроенных в структуру сгустка крови, 
оставалось неясным. Для изучения проблемы мы исполь-
зовали модель обогащения сгустков крови или плазмы 
активированными нейтрофилами, что позволило нам про-
анализировать, как именно локальное воспаление влияет 
на процесс ретракции сгустка.

Главный вывод состоит в том, что воспалительные 
клетки усиливают ретракцию сгустков крови, и этот эф-
фект напрямую связан с образованием НВЛ, встроен-
ных в фибриновую сеть. Этот вывод основан на том, 
что ретракция сгустка существенно усиливается в при-
сутствии ФМА-стимулированных нейтрофилов (см. рис. 1; 
см. табл. 1), продуцирующих внеклеточные ловушки, кото-
рые представляют собой неконденсированный хроматин, 
состоящий из ДНК и гистонов (см. рис. 3, 4). С помощью 
гистохимических методов (см. рис. 4, a–f) и сканирующей 
электронной микроскопии (см. рис. 4, g, h) мы прямо по-
казали, что НВЛ инкорпорированы в структуру фибри
нового сгустка. Примечательно, что стимулирующий 
эффект ФМА-активированных нейтрофилов на ретрак-
цию сгустка как в цельной крови, так и в PRP (см. рис. 5; 
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Рис. 5. Влияние дезоксирибонуклеазы (ДНКазы) I на конечную степень ретракции сгустка в цельной крови (a) и PRP (богатой тромбоцитами плаз-
ме) (b) в отсутствие (контроль) и в присутствии неактивированных или форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА)-активированных нейтрофилов. Обра-
зование и ретракцию сгустка инициировали добавлением 1 МЕ/мл тромбина с последующей оптической регистрацией размера сгустка. Конечную 
степень ретракции и другие кинетические параметры (см. табл. 2, 3) измеряли в сгустках, сформированных в образцах цельной крови (n=5) и PRP 
(n=5), полученных от независимых доноров. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. Для сравнения средних ис-
пользовали парный t-критерий Стьюдента. 
Fig. 5. Effect of deoxyribonuclease (DNase) I on the final degree of clot retraction in whole blood (a) and platelet-rich plasma (PRP) (b) in the absence (con-
trol) and presence of nonactivated or phorbol 12-myristate 13-acetate(PMA)–activated neutrophils. Clot formation and retraction were initiated by adding 
thrombin at 1 IU/mL, followed by optical recording of the clot size. The final degree of retraction and other kinetic parameters (see Tables 2 and 3) were mea-
sured in clots formed in samples of whole blood (n = 5) and PRP (n = 5) obtained from independent donors. Results are presented as mean ± SD. Paired Stu-
dent’s t-test was used to compare means.
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Таблица 2. Влияние дезоксирибонуклеазы (ДНКазы) I на кинетику ретракции сгустка в цельной крови без добавления (контроль) и с добавлени-
ем неактивированных или форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА)-активированных нейтрофилов
Table 2. Effect of deoxyribonuclease (DNase) I on the kinetics of clot retraction in whole blood without addition (control) and with addition of nonactivated 
or phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)–activated neutrophils

Параметры ретракции 
сгустка Контроль +ДНКаза I Неактивированные 

нейтрофилы +ДНКаза I Активированные 
нейтрофилы +ДНКаза I

Конечная степень 
ретракции (%)

46±1 47±4 47±2 46±6 54±2 44±5

p 0,4 0,5 0,02

Лаг-период, с 60±31 48±22 55±25 100±52 28±12 36±13

p 0,6 0,04 0,2

Площадь под кинетической 
кривой (у. е.)

382±26 395±73 374±65 363±80 438±44 354±56

p 0,8 0,8 0,07

Средняя скорость, %/с 0,036±0,002 0,038±0,002 0,036± 0,005 0,037±0,004 0,041±0,002 0,035±0,004

p 0,5 0,8 0,04

Примечание. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение (n=5). Парный t-критерий Стьюдента. Полужирным шриф-
том выделены значимые значения.

Таблица 3. Влияние дезоксирибонуклеазы (ДНКазы) I на кинетику ретракции сгустка в богатой тромбоцитами плазме (PRP) без добавления (кон-
троль) и с добавлением неактивированных или форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА)-активированных нейтрофилов
Table 3. Effect of deoxyribonuclease (DNase) I on the kinetics of clot retraction in platelet-rich plasma (PRP) without addition (control) and with addition 
of nonactivated or phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)–activated neutrophils

Параметры ретракции 
сгустка Контроль +ДНКаза I Неактивированные 

нейтрофилы +ДНКаза I Активированные 
нейтрофилы +ДНКаза I

Конечная степень 
ретракции (%)

82±2 81±4 83±3 84±3 87±2 82±3

p 0,7 0,6 0,03

Лаг-период, с 109±15 150±69 130±52 105±12 135±39 180±40

p 0,3 0,5 0,1

Площадь под кинетической 
кривой (у. е.)

716±32 655±105 699±110 727±51 703±69 630±82

p 0,2 0,6 0,01

Средняя скорость, %/с 0,067±0,002 0,066±0,004 0,068±0,002 0,069±0,002 0,073±0,009 0,067±0,003

p 0,6 0,7 0,09

Примечание. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение (n=5). Парный t-критерий Стьюдента. 

см.  табл. 2, 3) полностью устранялся после предвари-
тельной обработки ДНКазой I, катализирующей расще-
пление НВЛ. В совокупности эти результаты указыва-
ют на то, что НВЛ необходимы для стимуляции ретракции 
сгустка активированными нейтрофилами. Наши результа-
ты согласуются с данными литературы, согласно которым 
НВЛ — это не просто структурные компоненты сгустков 
крови, но и активные участники формирования стабиль-
ных тромбов при различных протромботических состоя-
ниях [9, 21, 22]. Исследование механизмов, лежащих в ос-
нове усиления ретракции сгустков крови под действием 
НВЛ, является направлением будущих исследований. 

Усиленная ретракция сгустка под влиянием активи-
рованных нейтрофилов и НВЛ имеет важные патофизи-
ологические последствия, затрагивающие ключевые па-
тогенные свойства тромбов, такие как обструктивность, 
чувствительность к фибринолизу и эмбологенность. 

Во-первых, усиленная ретракция потенциально уменьша-
ет общий объём сгустка, тем самым снижая степень со-
судистой окклюзии. Это актуально для воспалительного 
венозного тромбоза, где уплотнение тромба может сни-
жать степень обструкции кровотока по сравнению с объ-
ёмными тромбами [23]. Во-вторых, известно, что уплотне-
ние фибрина во время ретракции сгустка повышает его 
чувствительность к эндогенному, физиологическому фи-
бринолизу благодаря конденсации фибриновых волокон 
и увеличению соотношения количества тканевого акти-
ватора плазминогена к фибрину [24]. Это даёт основание 
предполагать, что усиленная ретракция воспалитель-
ных тромбов ускоряет естественный фибринолиз, способ-
ствуя более быстрому разрешению и тромба, и реканали-
зации сосуда [25]. Последнее подтверждается данными, 
согласно которым фибриновая сеть, богатая НВЛ, рас-
щепляется плазмином, что указывает на способность 
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воспалительного тромбоза к самоограничению [26]. 
В-третьих, эмбологенность воспалительных тромбов по-
тенциально снижена, поскольку сжатый сгусток крови 
механически стабилен и меньше предрасположен к раз-
рыву и фрагментации [12, 27]. По совокупности данных 
итоговая усиленная НВЛ-ретракция сгустков крови может 
снижать риск тромботической эмболии и способствовать 
растворению тромба [8, 28], несмотря на то, что системное 
воспаление создаёт гиперкоагуляционный фон, способ-
ствуя тромбообразованию.

Тяжесть локального воспаления и, следовательно, 
степень вовлечённости активированных нейтрофилов 
и НВЛ имеют большое клиническое значение для эффек-
тивности лечения. Наши данные позволяют предполо-
жить, что усиленное сжатие воспалительных окклюзиру-
ющих тромбов, приводящее к их уплотнению, понижает 
чувствительность к тромболитической терапии и меха-
нической тромбэктомии. Низкая порозность богатых НВЛ 
тромбов может снижать эффективность терапевтическо-
го тромболизиса, поскольку сжатые сгустки менее про-
ницаемы для экзогенных фибринолитических ферментов 
[24, 26, 29]. Поскольку усиление ретракции способству-
ет повышению механической прочности и жёсткости 
тромбов [30, 31], механическая тромбэктомия также мо-
жет быть затруднена.

Учитывая особенности механической и структур-
ной перестройки воспалительных тромбов, оценка уров-
ня растворимых биомаркёров НВЛ в крови [32] и/или 
разработка методов визуализации для обнаружения бо-
гатых НВЛ тромбов [33, 34] могут улучшить диагности-
ку и помочь прогнозированию рисков при иммунотром-
бозе. Потенциально адъювантная терапия, направленная 
на расщепление НВЛ с помощью ДНКазы I или пода-
вление нетоза ингибиторами пептидиларгининдеимина-
зы 4-го типа (PAD4  — фермента, катализирующего ци-
труллинирование гистонов H3, необходимого для нетоза 
[35, 36]) могла бы улучшить исходы иммунотромбоза, по-
высив эффективность терапевтического тромболизиса 
и механической тромбэктомии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Иммунотромбоз сопровождается ускорением и усилением 
ретракции сгустков крови под действием активирован-
ных нейтрофилов, и этот эффект обусловлен формирова-
нием нейтрофильных внеклеточных ловушек, встроенных 
в фибриновую сеть. Полученные результаты позволя-
ют предположить, что представления о воспалительном 
тромбозе, осложняющем течение многих инфекционных 
и аутоиммунных заболеваний, могут нуждаться в пере-
смотре и разработке новых подходов к лечению с учётом 
предрасположенности воспалительных тромбов к усилен-
ной ретракции.
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