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Аннотация
Нетоз – недавно открытый способ гибели нейтрофилов, 
при котором образуются нейтрофильные внеклеточные 
ловушки. Эти структуры играют важную роль во многих 
патологических процессах. Целью данного исследования 
являлось создание способа определения нейтрофильных 
внеклеточных ловушек в биологических жидкостях путем 
детекции специфического для нейтрофилов фермента – 
нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы и внеклеточной ДНК с 
использованием световой микроскопии. Разработанный 
метод основан на реакции азосочетания азотированного 
фуксина с α-нафтолом. В качестве материала для исследо-
вания использовали суспензии нейтрофилов, полученные 
из венозной крови здоровых доноров, асцитическую 
жидкость и мокроту. В материале определяли содержание 
сегментированных и десегментированных нейтрофилов, 
нейтрофильных внеклеточных ловушек, цитопластов. 
Выполнено сравнение данного метода с разработанным 
ранее методом определения нейтрофильных внеклеточ-
ных ловушек с помощью красителя Fast Corinth  V Salt. 
В результате работы получен доступный для использо-
вания в клинико-диагностических лабораториях способ 
двухкомпонентного окрашивания нейтрофильных вне-
клеточных ловушек, определена внеклеточная актив-
ность нейтрофилов в биологических жидкостях данным 
методом.
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Summary
Netosis is a recently discovered pathway of neutrophil 
death, which is followed by neutrophil extracellular traps 
formation. These structures play an important role in many 
pathological processes. The main goal of this study is to create 
a method for detection of neutrophil extracellular traps in 
biological fluids by identification neutrophil-specific enzyme 
- naphthol-AS-D-chloroacetate esterase and extracellular 
DNA using bright field microscopy. The developed method 
is based on the azo coupling reaction of nitried fuchsin with 
α-naphthol. The cultures of neutrophils obtained from the 
venous blood of healthy donors, ascitic fluid and sputum were 
used as a material for the study. The number of segmented 
and desegmented neutrophils, neutrophil extracellular traps 
and cytoplasts was determined. This method was compared 
with the previously developed test for the determination of 
neutrophil extracellular traps with Fast Corinth V Salt dye.
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Введение
Нейтрофилы являются наиболее распростра-

ненным типом лейкоцитов человека и играют 
важную роль в системе иммунитета. Их антими-
кробная  активность обеспечивается различны-
ми процессами: от дегрануляции нейтрофильных 
гранул с последующим высвобождением раз-
личных ферментов (миелопероксидазы (МПO), 
эластазы, матриксных металлопротеиназ), хе-
мокинов и цитокинов, до фагоцитоза патогенов 
с последующей их деструкцией внутри фаголи-
зосом при помощи продукции активных форм 
кислорода (АФК) и ферментов. Также существует 
еще один, недавно открытый, способ реализации 
антимикробного иммунитета нейтрофилами 
– образование нейтрофильных внеклеточных 
ловушек (Neutrophil Extracellular Traps, NETs или 
НВЛ) в процессе нетоза [1].

Впервые на способность нейтрофилов к осо-
бой форме клеточной гибели, отличной от не-
кроза и апоптоза с выделением клеточной ДНК 
обратила внимание в 1996 году группа ученых 
под руководством Ф. Сендо [2]. В 2004 году А.  
Бринкман и В. Зихлински сформулировали по-
нятие нетоза и НВЛ, подробно описав данный 
феномен [3].

Нейтрофильная внеклеточная ловушка пред-
ставляет собой расположенный вне клетки де-
конденсированный хроматин, который плотно 
связан с гистонами и гранулярными протеинами. 
Внеклеточные гистоны, в свою очередь, обладают 
антибактериальной активностью [4].

Образование НВЛ начинается с распознава-
ния нейтрофилом различных стимулов и ин-
дукторов, как бактериальной, так и химической 
природы (опсонины, цитокины, форбол-1,2-
миристат-1,3-ацетат). Одну из ключевых ролей в 
ловушкообразовании играет активация фермен-
та НАДФН-оксидазы, ответственного за генера-
цию большого количества АФК. Образовавшиеся 
АФК, в свою очередь, стимулируют миелоперок-
сидазу, что приводит к высвобождению из ней-
трофильных гранул эластазы с ее транслокацией 
в ядро и последующей деконденсацией хромати-
на. Также значимую роль играет фермент пепти-
дил-аргинин-деиминаза 4, который, активируясь 
под действием  АФК и кальций-ионофора при-
нимает участие в цитрулинировании гистонов 
и дополнительной деконденсации хроматина с 
разрушением структуры ядра [5, 6, 7, 8].

Было отмечено, что гранулоциты пациентов 
с хронической гранулематозной болезнью с дис-
функцией НАДФН-оксидазы менее склонны к 
ловушкообразованию. Однако, под воздействием 

некоторых стимулов, таких как иономицин и 
никотин, возможна активация нетоза в обход 
НАДФН-оксидазы (NOX-independent pathway) 
через митохондриальную продукцию АФК [7, 9]. 

В конечном итоге происходит деконденсация 
хроматина, десегментирование ядра, разруше-
ние клеточной мембраны и выход ядерного и 
гранулярного материала наружу с образованием 
внеклеточных нитей и сетей, прошитых анти-
бактериальными протеинами [10]. Оказавшиеся 
в данной ловушке бактерии с высокой вероятно-
стью погибают [3].

На данном этапе изучения ловушкообразо-
вания вышеуказанный процесс носит название 
литического или суицидального нетоза. Альтер-
нативой ему является витальный нетоз (non-lytic 
netosis). Его механизм изучен слабо. Считается, 
что данный процесс не столь зависит от актив-
ных форм кислорода и является формой ответа 
на инфекцию. При этом происходит быстрый 
выброс ядерного материала и некоторой части 
гранулярных протеинов. Однако клетка при этом 
не погибает, оставляя после себя так называемый 
цитопласт – ануклеарный нейтрофил. При этом 
цитопласты продолжают частично выполнять 
основные функции нейтрофилов – фагоцитоз и 
хемотаксис до своей окончательной гибели [11]. 

Основной функцией ловушкообразования, 
вне зависимости от способа нетоза, является 
осуществление антибактериального иммуните-
та. Однако существует значительное количество 
патологических эффектов, связанных с данным 
процессом. 

Поскольку активация ловушкообразования 
возможна без бактериальных стимулов, лишь 
под действием различных провоспалительных 
цитокинов и иммунных комплексов, избыточное 
образование НВЛ наблюдается при аутоимунных 
и аутовоспалительных заболеваниях [12]. На-
пример, высокое содержание НВЛ сопутствует 
таким патологическим состояниям как псориаз, 
ревматоидный артрит, сахарный диабет 1 типа, 
воспалительные заболевания кишечника и др 
[12, 13, 14, 15]. В свою очередь, нейтрофильные 
внеклеточные ловушки способствуют развитию 
аутоиммунного ответа, поскольку внутриклеточ-
ные компоненты нейтрофильных внеклеточных 
ловушек играют роль молекулярных паттернов, 
ассоциированных с повреждением (DAMPs) [16]. 
Это приводит к усилению аутоиммунных про-
цессов. Особого внимания заслуживает открытое 
в 2018 году усиление активности Т-хелперов 17 
типа цитопластами, образующимися в процес-
се витального нетоза. Данные Т-лимфоциты 
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стимулируют нейтрофилы, что приводит к об-
разованию порочного круга. Этот механизм был 
показан при изучении нейтрофильной формы 
бронхиальной астмы [17].

В случае системных инфекций, развития сеп-
сиса, избыточное накопление компонентов ней-
трофильных внеклеточных ловушек приводит к 
усилению повреждения тканей, полиорганной 
недостаточности, аутоиммунным реакциям, 
цитотоксичности и дисфункции эндотелия [16].

Локальное накопление НВЛ приводит к акти-
вации фактора Виллебранда, XII фактора сверты-
вания крови, что вместе с развитием дисфункции 
эндотелия сосудов, способствует развитию тром-
боза [18, 19]. Повреждение эндотелия усугубляет 
процессы атеросклероза, что вместе с тромбозом 
способствует ишемическому поражению органов 
и тканей. 

Также описано нетоз-ассоциированное ме-
тастазирование, при котором нейтрофильная 
внеклеточная ловушка служит субстратом для 
фиксации опухолевых клеток, а ферменты ней-
трофильных гранул способствуют их экстрава-
зации и закреплению в тканях с последующим 
ростом метастатических очагов [20].

Исходя из вышесказанного, несмотря на пози-
тивный эффект при борьбе с инфекциями, избы-
точная активация ловушкообразования несет вы-
сокий риск усиления различных патологических 
процессов. Это обуславливает необходимость 
разработки доступных методов изучения и опре-
деления нейтрофильных внеклеточных ловушек.

Первоначально изучение нейтрофильных 
внеклеточных ловушек проводили при помощи 
электронной микроскопии [3]. В дальнейшем 
основной методикой изучения нетоза стала флу-
оресцентная микроскопия с одновременным 
определением внеклеточного ядерного матери-
ала, гистонов и нейтрофильных ферментов [21].

Однако, данные методики не применимы для 
большинства лабораторий медицинских учреж-
дений, поскольку требуют дорогостоящих свето-
чувствительных красителей и специального обо-
рудования для люминесцентной микроскопии.

Ранее был разработан способ однокомпо-
нентного окрашивания нейтрофильных вне-
клеточных ловушек 5% раствором метилового 
зеленого – красителя, высокоспецифичного по 
отношению к ДНК с последующей микроскопией 
в проходящем свете [22]. Недостатками данного 
способа являются невозможность подтвердить 
нейтрофильную принадлежность экстракле-
точного ядерного материала и невозможность 
определения наличия ануклеарных цитопластов. 

Для компенсации вышеуказанных недостатков 
методика была доработана с помощью опреде-
ления специфического для нейтрофилов фер-
мента – содержащейся в азурофильных гранулах 
нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы. 

Целью данного исследования явлилась раз-
работка метода окрашивания нейтрофильных 
внеклеточных ловушек с помощью определения 
нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы гексаазотиро-
ванным фуксином и последующий анализ НВЛ в 
биологических жидкостях.

Методы исследования

Выделение нейтрофилов
Материалом для исследования служили: 20 

образцов суспензии нейтрофилов, выделенные из 
венозной крови здоровых доноров, 4 препарата 
лейкосуспензии, выделенной из асцитической 
жидкости двух пациентов с раком молочной же-
лезы и метастатическим поражением печени, 6 
образцов мокроты пациентов с гипостатической 
пневмонией. 

Выделение нейтрофилов из венозной крови 
проводилось по следующей методике.

Забор периферический венозной крови осу-
ществляли утром натощак из локтевой вены в 
стерильные пластиковые пробирки в объеме 
5 мл. В качестве антикоагулянта использовался 
3,2%. раствор цитрата натрия. Также проводили 
забор 1 мл крови без антикоагулянта для после-
дующего центрифугирования с целью получения 
сыворотки. Заранее готовили двойной градиент 
плотности «фиколл-верографин». Нижний слой 
градиента получали путем доведения раство-
ра Histopaque®-1077 раствором верографина 
до плотности 1,119 г/см3. В качестве верхнего 
слоя использовали Histopaque®-1077 плотно-
стью 1,077 г/см3. В центрифужную пробирку 
последовательно наслаивали 1.5 мл нижнего и 
1.5 мл верхнего градиента. О правильном приго-
товлении градиента свидетельствовало наличие 
четкой границы раздела фаз плотностей. 

Далее на приготовленный раствор наслаива-
ли 3 мл полученной венозной крови. После чего 
проводили первое центрифугирование при 700 g 
в течение 30 минут. После центрифугирования 
биоматериал в пробирке распределялся следую-
щим образом – первый слой составляла плазма 
крови, затем кольцо мононуклеаров, после слой 
градиента низкой плотности, под которым распо-
лагалось кольцо нейтрофилов. Ниже находился 
слой градиента высокой плотности. На дно про-
бирки оседали эритроциты. 
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Слои над кольцом нейтрофилов утилизиро-
вали, в то время как слой нейтрофилов отбирали 
в отдельную стерильную центрифужную про-
бирку. Далее первичную клеточную суспензию 
разводили до 5 мл стерильным изотоническим 
раствором 0,01 М натрий-фосфатного буфера 
(phosphate buffered saline, PBS), pH 7,4 при тем-
пературе 36,6°С и центрифугировали  на протя-
жении 10 минут с угловым ускорением равным 
200 g. Затем снимали надосадок, осевшие на дно 
нейтрофилы разводили до 5 мл раствором PBS 
и снова центрифугировали при 200 g. Данный 
этап выполняли дважды. Это было сделано с 
целью очистки клеточной суспензии от остатков 
градиента плотности, поскольку содержащиеся 
в градиенте полисахариды могут способство-
вать избыточной агрегации нейтрофилов между 
собой с последующей активацией. По этой же 
причине не использовался этап седиментации и 
лизиса эритроцитов раствором трехпроцентного 
декстрана [23]. После отмывки гранулоциты ре-
суспендировали в вышеуказанном растворе PBS 
до концентрации 5×106 клеток/мл. Выделение 
нейтрофилов проводили при комнатной тем-
пературе. Слишком низкие температуры могут 
привести к спонтанной холодовой активации 
нейтрофилов. Жизнеспособность клеток соста-
вила 90-95% (окраска 0,4% трипановым-синим). 

Пробы делили на три группы: с добавлением 
собственной сыворотки донора в  концентрации 
0,2% и 2% для ингибирования спонтанного ло-
вушкообразования согласно Go Kamoshida [24] 
и без добавления сыворотки.

Далее в стерильных условиях на предметные 
стекла закрепляли силиконовые камеры, в ко-
торые вносили по 200 мкл взвеси нейтрофилов.

Активацию ловушкообразования индуци-
ровали добавлением 5 мкл раствора форбол-
миристат-ацетата (ФMA) к 200 мкл клеточной 
суспензии до конечной концентрации ФMA в 
50 нг/мл. В контрольную камеру добавляли 5 мкл 
стерильного физиологического раствора. После 
чего нейтрофилы инкубировали в закрытых 
камерах в течение трех часов, при температуре 
36,6°C. Фиксация препаратов проводилась в тече-
ние 10 минут при комнатной температуре, путем 
добавления в камеру раствора параформальдеги-
да до конечной концентрации в 4%. 

Лейкосуспензия из асцитической жидкости 
была получена путем центрифугирования 1,5 мл 
жидкости на 1,5 мл верхнего слоя градиента при 
угловой скорости в 500G в течение 15 минут. По-
сле чего лейкосуспензию отмывали от остатков 
градиента по аналогичной методике.

Мокроту от пациентов получали с использо-
ванием вакуум-аспиратора; образец разводили 
изотоническим раствором NaCl в соотношении 
1:10. 

Инкубацию и фиксацию препаратов прово-
дили аналогично.

Приготовление субстрата для определения 
нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы проводили 
следующим образом. В 1 мл диметилсульфок-
сида (ДМСО) добавляли 1 мг нафтол-AS-D-
хлорацетата и перемешивали при комнатной 
температуре до полного растворения.

В качестве контрольного метода окрашивания 
использовалось разработанное ранее определе-
ние нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы при по-
мощи красителя Fast Corinth V Salt (Sigma) [25].

Для этого 8 мг красителя Fast Corinth V Salt 
растворяли в 20 мл 0,02М трис-малеинового бу-
фера pH 6.3 при температуре 37°C, постоянно по-
мешивая. Получившийся краситель пропускали 
через фильтр. Затем добавляли 800 мкл раствора 
субстрата, приготовленного по вышеуказанному 
методу. Краситель заливали в емкость для вер-
тикального окрашивания предметных стекол, 
после чего погружали туда приготовленные по 
вышеописанному способу препараты содер-
жащие нейтрофилы. Окрашивание проводили 
в темноте, в течение 5 минут при температуре 
37°C. После окрашивания препараты промывали 
в дистиллированной воде и высушивали. Затем 
проводили доокрашивание 5% раствором мети-
лового зеленого. Раствор метилового зеленого 
готовили заранее – 50 мг красителя растворяли 
в 1 мл 1% раствора уксусной кислоты с содержа-
нием 5% этанола. При необходимости проводили 
экстракцию возможных примесей (кристалли-
ческого метилового фиолетового) из красителя 
хлороформом.

Альтернативное окрашивание проводили с 
помощью гексаазотированного фуксина спосо-
бом описанным далее.

Модифицированный метод определения 
нейтрофилов и НВЛ при помощи фуксина
Прототипом разработанного способа яви-

лась методика цитохимического определения 
нафтол-AS-D хлорацетатэстеразы гексаазотиро-
ванным фуксином [26]. В процессе расщепления 
данным ферментом субстрата – нафтол-AS-
D-хлорацетата, образуется α-нафтол, который 
способен вступать в реакцию азосочетания с 
азосоединениями. Для осуществления данной 
реакции с раствором фуксина, краситель необ-
ходимо азотировать. Гексаазотирование фуксина 
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проводили следующим способом: 40 мг фуксина 
растворяли в 1 мл 2М подогретого до 37°С рас-
твора соляной кислоты. Параллельно в 1 мл дис-
тиллированной воды растворяли 40 мг NaNO2. 
Азотирование – экзотермическая реакция. При 
перегревании солей азотированных солей возмо-
жен их распад с выделением азота [27]. Поэтому 
растворы фуксина и нитрита натрия объединяли 
на холоду и перемешивали до приобретения кра-
сителем желто-коричневого цвета.

Далее к 19 мл 0,02М PBS pH 7,4 добавляли 
100 мкл красителя и 1 мл раствора субстрата. О 
готовности красителя к использованию свиде-
тельствует приобретение им малинового оттенка. 
Раствор годен к окрашиванию на протяжении 
30 минут. Об истечении пригодности красителя 
свидетельствует появление осадка. 

На возможные ошибки в процессе приго-
товления красителя указывают следующие при-
знаки. Черный цвет рабочего раствора после 
объединения фуксина и нитрита натрия сви-
детельствует о неполном гексаазотировании. 
Также об ошибке на стадии гексаазотирования 
свидетельствует активное выделение азота в виде 
обильной бурой пены на поверхности рабочего 
раствора. из-за распада красителя в результате 
перегрева. Появление фиолетового цвета после 
добавления рабочего раствора в PBS говорит об 
избытке фуксина и его неполном растворении в 
соляной кислоте. Выпадение красителя в осадок 
сразу после добавления субстрата в итоговый 
раствор свидетельствует о некачественном суб-
страте. Все вышеуказанные признаки являются 
факторами риска неспецифического окрашива-
ния препаратов.

Выделение, активацию инкубацию и фик-
сацию нейтрофилов проводили по способам, 
указанным выше.

После фиксации препарата силиконовую ка-
меру с предметного стекла удаляли. Затем погру-
жали стекло с фиксированными лейкоцитами и 
нейтрофильными внеклеточными ловушками в 
емкость для вертикального окрашивания мазков 
с целью предотвращения возможного выпадения 
осадка на исследуемый материал. Окрашивали в 
течение 10 минут, после чего препарат промы-
вали в дистиллированной воде и высушивали. 
Для определения ядерного материала предмет-
ное стекло 5 минут окрашивали 5% раствором 
метилового зеленого, приготовленного по вы-
шеописанному способу. 

Статистическая обработка результатов ис-
следования проводилась с использованием про-
граммного обеспечения Statistica 10. Результаты 

были представлены в процентах, определяли 
медиану изучаемых показателей (ME, 25%; 75%) 
и коэффициент вариации метода. Изображения 
препаратов были получены с помощью специ-
ализированной программной платформы Leica 
Application Suite. Микроскопия проводилась 
при помощи светового микроскопа Leica 2000, 
оснащенном камерой  Leica DFC 295, на иммер-
сионном объективе 100/1,25, объективе 63/0,75, 
объективе 40/0,65.

Результаты и обсуждение
1. В процессе исследования нами был раз-

работан метод определения нейтрофильных 
внеклеточных ловушек с помощью детекции 
нафтол-AS-D-хлорацетатэстеразы. Во время 
микроскопирования препаратов подсчитывали 
различные морфологические структуры: ней-
трофилы с сегментированным ядром – неиз-
мененные нейтрофилы, десегментированные 
нейтрофилы – начальный этап ловушкообразо-
вания, нейтрофильные внеклеточные ловушки 
– экстраклеточное скопление ядерного материала 
и прореагировавшего субстрата, и цитопласты 
– ануклеарные формы нейтрофилов, лишенные 
ДНК, но сохранившие относительно целостную 
структуру (см рис. 1, 2, 3). Следует отметить, 
что на данном этапе изучения нетоза – именно 
совместное определение ядерного материала и 
специфических для нейтрофилов ферментов яв-
ляется золотым стандартом окрашивания НВЛ 
[22]. Однако при использовании предлагаемого 
нами способа отсутствует необходимость в лю-
минесцентной микроскопии, дорогостоящих 
флуоресцирующих красителях и специальных 
фильтрах. Кроме того, фиксированные и окра-
шенные препараты не требуют особых условий 
хранения и доступны для повторного анализа. 
Метод подходит для большинства медицинских 
лабораторий общего назначения, где применяет-
ся световая микроскопия.

2. Определение нейтрофильных внеклеточ-
ных ловушек в суспензии клеток нейтрофилов, 
полученных из венозной крови здоровых до-
норов. 

Было проведено окрашивание 10 проб здо-
ровых доноров с помощью гексаазотированного 
фуксина и 10 проб здоровых доноров с помощью 
красителя Fast Corinth V salt. В свою очередь, 
материал из каждой пробы был разделен на две 
группы – активированную и не активирован-
ную. Каждая из групп была также разделена на 
три подгруппы – в зависимости от содержания 
добавленной сыворотки. Затем подсчитывали 
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процентное содержание различных морфологи-
ческих структур.

Количество нейтрофильных внеклеточных 
ловушек определенных в активированных об-
разцах без добавления собственной сыворотки 
донора при окрашивании с помощью гексаазо-
тированного фуксина составило: 14,5% (нижний 
и верхний квартиль 13,0; 16,0). Коэффициент 
вариации метода внутри одного определения 

Рис. 1. Сегментоядерные нейтрофилы (1), десегментированные нейтрофилы – начальный этап ловушкообра-
зования (2), нейтрофильные внеклеточные ловушки (3). Увеличение 40X. Окрашивание гексаазотированным 
фуксином и метиловым зеленым

Рис. 2. Сегментоядерные нейтрофилы (1), ней-
трофильная внеклеточная ловушка (2). Увеличение 
100X. Окрашивание гексаазотированным фуксином 
и метиловым зеленым

Рис. 3. Начинающееся формирование цитопласта и 
нейтрофильной внеклеточной ловушки. Увеличение 
100X. Окрашивание гексаазотированным фуксином 
и метиловым зеленым

составил 9,8%. При окрашивании с помощью 
Fast Corinth V Salt число нейтрофильных вне-
клеточных ловушек составило 15% (нижний и 
верхний квартиль 13,0; 17,0). Коэффициент ва-
риации метода внутри определения – 11,3%. При 
сравнении двух методик окрашивания по кри-
терию Мана-Уитни, отсутствуют статистически 
значимые различия между методиками (p=0,99). 
Смещение по тесту Бланда-Альтмана в зависи-
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мости от измеряемого параметра колеблется от 
0,5 до 1. Полученные данные свидетельствуют о 
равнозначности двух методов. 

При сравнении уровней ловушкообразова-
ния в образцах с добавлением или без добав-
ления собственной сыворотки донора было 
выявлено увеличение количества нейтрофиль-
ных внеклеточных ловушек при уменьшении 
объема сыворотки, что согласуется с данными 
литературы [24] (см. рис. 4, 5). Аналогичным 
образом увеличивалось количество НВЛ в 
активированных препаратах в сравнении с 

неактивированными (p=0,007 по критерию 
Вилкоксона).

3. Определение нейтрофильных внеклеточных 
ловушек в мокроте и асцитической жидкости.

3.1. Определение НВЛ в мокроте.
При помощи гексаазотированного фуксина 

были окрашены и проанализированы 6 препа-
ратов мокроты пациентов с гипостатическими 
пневмониями (рис 6-7). Были обнаружены следу-
ющие структуры нейтрофильных гранулоцитов: 
сегментоядерные нейтрофилы - 77,4%, десегмен-
тированные нейтрофилы - 10,4%, цитопласты 

Рис. 4. Процентное содержание различных морфологических структур в активированных образцах после трех 
часов инкубации

Рис. 5. Процентное содержание различных морфологических структур в неактивированных образцах после трех 
часов инкубации
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- 0,8% и нейтрофильные внеклеточные ловушки 
- 11,4%. Коэффициент вариации  определения 
нейтрофильных внеклеточных ловушек составил 
10,01%. 

3.2. Определение нейтрофильных внеклеточ-
ных ловушек в асцитической жидкости. 

Окрашивание выполнялось по методике, ана-
логичной способу окрашивания нейтрофилов, 
полученных из венозной крови, без внесения 
модификаций. Было исследовано 4 препарата 
лейкосуспензии, полученной из асцитической 
жидкости пациенток с раком молочной железы 
и метастатическим поражением печени.

В асцитических жидкостях при данных за-
болеваниях преобладали клетки лимфоцитар-
ного ряда. Содержание десегментированных 
нейтрофилов составило 8% нейтрофильных 
внеклеточных ловушек – 2,75 %  от общего числа 
нейтрофильных гранулоцитов.

Выводы
1. Разработана методика микроскопического 

определения нейтрофильных внеклеточных 
ловушек с помощью двойного окрашивания 

Рис. 6-7. Нейтрофильные внеклеточные ловушки в мокроте. Увеличение 63X. Окрашивание гексаазотирован-
ным фуксином и метиловым зеленым

фуксином и метиловым зеленым в проходя-
щем свете.

2. Разработанный способ окрашивания равно-
значен предложенному ранее методу опре-
деления нейтрофильных внеклеточных ло-
вушек при помощи красителя Fast Corinth 
V Salt, однако он проще в использовании, 
не требует строгого соблюдения светового 
режима и является более доступным, по-
скольку основан на использовании фуксина, 
повсеместно применяемого в биохимии и 
микробиологии.

3. Предлагаемый способ позволяет подтвердить 
нейтрофильное происхождение внеклеточной 
ДНК, в отличие от однокомпонентных мето-
дов, основанных на использовании только 
ядерных красителей. 

4. Разработанный способ окрашивания оди-
наково применим для определения нетоза в 
различных средах и препаратах в зависимости 
от задач исследования.
Исследование проводилось по гранту БРФФИ, 

договор № М20М-046. Авторы декларируют от-
сутствие конфликта интересов.
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