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Актуальность. В  патогенезе COVID-19 важ-
ным элементом противовирусной защиты вы-
ступает врожденный клеточный иммунитет, 
включающий в том числе полиморфноядерные 
нейтрофилы, склонные к  нетозной трансфор-
мации. При этом нейтрофилы не только слу-
жат маркером острой инфекции, но и, будучи 
источником нейтрофильных внеклеточных 
ловушек (НВЛ), играют ключевую роль в разви-
тии тромботических осложнений, приводящих 
к  острой дыхательной недостаточности при 
COVID-19. Цель  – установить диагностическое 
и  прогностическое значение уровня внекле-
точных нейтрофильных ловушек у  пациентов 
с  COVID-19. Материал и  методы. Проведен 
мониторинг уровня НВЛ периферической 
крови у  34  пациентов с  COVID-19 (средний 
возраст 67 ± 15,8  года), госпитализированных 
в  ГБУЗ МО МОНИКИ им.  М.Ф. Владимирского. 
Контрольную группу составили 54  практиче-
ски здоровых добровольца (средний возраст 
52 ± 11,5  года). Из 2  мкл цельной крови гото-
вили мазки по типу «монослой», окрашивали 
по Романовскому  – Гимзе и  с  помощью систе-
мы автоматического микроскопа МЕКОС-Ц2 
(ООО «Медицинские компьютерные системы 
(МЕКОС)») подсчитывали массив не менее 
200  клеточных структур, включающий натив-
ные неразрушенные и  трансформирован-
ные нейтрофилы. Результаты. У  пациентов 
с  COVID-19 зарегистрирован высокий уровень 
НВЛ – 14,5% (2,9–28,6%) против 5,0% (1,8–11,9%) 
в  контрольной группе (p < 0,0001). 23,5%  боль-
ных, получавших простую респираторную 
поддержку, продемонстрировали уровень НВЛ 
12% (8,1–22,3%), тогда как у 17,6% пациентов, ко-
торые были подключены к искусственной вен-
тиляции легких, уровень НВЛ оказался в 1,5 раза 

выше – 17,9% (12,3–28,2%) (p < 0,05). В 11,8% слу-
чаев с летальным исходом уровень НВЛ дости-
гал 19% (16,5–26%) (p < 0,05). Мониторинг уровня 
НВЛ в крови 9 больных от момента поступления 
до момента перевода в отделение реанимации 
и  интенсивной терапии / выписки или смерти 
показал, что снижение уровня обнаруженных 
НВЛ отражает улучшение клинического состо-
яния и  эффективность проводимой терапии. 
Рост уровня НВЛ, напротив, может свидетель-
ствовать об ухудшении и  риске негативного 
развития событий. Заключение. Выявлены не-
которые патофизиологические механизмы раз-
вития COVID-19, связанные с  компартментом 
нейтрофилов. Установлено, что для больных 
с  коронавирусной инфекцией характерно на-
личие высокого уровня НВЛ, который в  3  раза 
и  более превышает показатели практически 
здоровых добровольцев и  свидетельствует 
о  сбое иммунных механизмов защиты и  раз-
витии неадекватного воспалительного ответа. 
Повышение нейтрофильных внеклеточных ло-
вушек в мазках цельной крови более 16% может 
служить критерием негативного прогноза тече-
ния заболевания и риска летального исхода.
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Вирусная инфекция (COVID-19), возбу-
дителем которой является бета-корона-
вирус SARS-CoV-2, в течение нескольких 
месяцев охватила подавляющую часть 

стран и  континентов. Новая пандемия оказа-
лась серьезным вызовом для общественного 
здравоохранения вследствие недостаточной из-
ученности вируса и постоянно меняющейся ин-
формации о механизмах передачи, клинических 
проявлениях, осложнениях, диагностике, эф-
фективных профилактических и  терапевтиче-
ских мероприятиях. По мнению специалистов, 
патофизиология заболевания непосредственно 
связана с  неконтролируемым прогрессирова-
нием системного воспаления, завершающегося 
распространенным иммунотромбозом микро-
циркуляторного русла и развитием на этом фоне 
жизнеугрожающих осложнений в  виде остро-
го респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) 
и полиорганной недостаточности [1–3].

Всплеск клинических проявлений заболева-
ния с  выраженным системным течением ассо-
циируют с  неупорядоченным высвобождением 
цитокинов (так называемым цитокиновым 
штормом), включая про- и противовоспалитель-
ные цитокины, хемокины, а  также проапопто-
тические медиаторы (IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IFN-γ, 
TNF-α, IP-10, MCP-1, G-CSF MIP-1A и др.) [4, 5].

Важное значение в патогенезе COVID-19 име-
ют клеточные компоненты иммунной системы. 
Особое внимание привлекают такие факторы 
врожденного иммунитета, как полиморфно-
ядерные нейтрофилы (PMNs) и  нетоз (NETosis), 
приводящий к  образованию нейтрофильных 
внеклеточных ДНК-ловушек (НВЛ) с  ярко вы-
раженными иммуногенными, тромбогенными 
и  токсическими свойствами. При этом общий 
уровень нейтрофилов служит маркером острого 
инфекционного процесса, а  нетозно трансфор-
мированные нейтрофилы, будучи источником 
НВЛ, играют ключевую роль в  развитии тром-
ботических осложнений, приводящих к  острой 
дыхательной недостаточности при COVID-19 
[6, 7]. Так, вскрытие пациентов, погибших от 
COVID-19, выявило выраженную инфильтрацию 
нейтрофилов в  легочных капиллярах, их выход 
в  альвеолярное пространство, острое воспале-
ние капилляров с  отложением фибрина, а  так-
же нейтрофильный мукозит [8]. Новые данные 
о  НВЛ могут привести к  пересмотру патофизи-
ологической картины тромбозов и  заболеваний 
дыхательных путей при вирусных инфекциях.

Общепринятых стандартных методов диа-
гностики и  исследования НВЛ не разработано. 

Предлагаемые методики в  основном сложные, 
дорогостоящие и времязатратные [9]. Они хоро-
шо подходят для фундаментальных медико-био-
логических исследований, но малоприменимы 
в  практической лабораторной диагностике. 
Нами разработан максимально простой, общедо-
ступный метод оценки уровня этотически транс-
формированных фагоцитов, который может 
использоваться в рутинной лабораторной прак-
тике и быть полезным для принятия быстрых ре-
шений в экстренной медицине [10]. Определение 
уровня НВЛ позволяет контролировать дисре-
гуляционные изменения в иммунной системе на 
более ранних этапах развития патологического 
процесса. 

Цель настоящей работы – установить диагно-
стическое и  прогностическое значение уровня 
внеклеточных нейтрофильных ловушек у  паци-
ентов с COVID-19.

Материал и методы
В проспективное когортное исследование вклю-
чены 34  пациента с  COVID-19 (15  женщин, 
19  мужчин), госпитализированных в  ГБУЗ МО 
МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского. Средний 
возраст обследованных больных составил 
67 ± 15,8  года (минимум  – 37  лет, максимум  – 
95  лет). Большинство (92%) пациентов имели 
в  анамнезе сопутствующие заболевания, в  том 
числе 53%  страдали гипертонической болезнью 
I–III степени, 20% сахарным диабетом 2-го типа. 
20  (58,8%) пациентов находились во временном 
инфекционном отделении, 14  (41,2%)  – в  палате 
интенсивной терапии, из них 6 (17,6%) были под-
ключены к  искусственной вентиляции легких 
(ИВЛ), 4 (11,8%) пациента скончались.

Контрольную группу составили 54 практиче-
ски здоровых добровольца (30 женщин, 24 муж-
чины) в возрасте от 28 до 72 лет (средний возраст 
52 ± 11,5 года).

Протокол исследования был одобрен ло-
кальным этическим комитетом при ГБУЗ МО 
МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского (заседа-
ние №  5 от 13  мая 2020  г.). Критерии включе-
ния в  исследование: предварительный диагноз 
COVID-19, согласие пациента или его предста-
вителя на участие в исследовании. Критерии ис-
ключения: отказ пациента или его представителя 
от участия в исследовании, не подтвержденный 
диагноз COVID-19.

Исследование проводили в динамике с трех-
дневным интервалом. Периферическую кровь 
заготавливали в  вакуумные пробирки с  ЭДТА 
и  из 2  мкл цельной крови готовили мазки по 
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типу «монослой» [11]. Далее мазки окрашива-
ли по Романовскому  – Гимзе и  подсчитывали 
200 клеточных структур, включая нативные не-
разрушенные нейтрофилы (Nнат) и  НВЛ (NНВЛ), 
с  помощью системы автоматической микроско-
пии МЕКОС-Ц2 (ООО «Медицинские компью-
терные системы (МЕКОС)», Россия).

Уровень НВЛ (%НВЛ) в  мазке, отражающий 
долю нетотически трансформированных ней-
трофилов, циркулирующих в  периферической 
крови [10], рассчитывали по формуле

 %НВЛ = NНВЛ / (Nнат + NНВЛ), (1)

где NНВЛ  – количество нейтрофильных вне-
клеточных ловушек, Nнат – количество нативных 
нейтрофилов.

Показатель маркера, усредненный по груп-
пе, дан как медианное значение (минималь-
ное  – максимальное значение). Распределение 
полученных показателей представлено в  виде 
диаграммы размаха, на которой границами 
боксплота служат 25- и  75-й  процентили, ли-
ния в  середине отображает медианное значе-
ние, крестом отмечено среднее значение, концы 
«усов» – минимальное и максимальное значения. 
Статистические различия между выборками оце-
нивали при помощи U-критерия Манна – Уитни. 
Корреляцию между %НВЛ и  маркерами воспа-
ления определяли при помощи теста ранговой 
корреляции Спирмена. Для всех видов анализа 

статистически значимыми считали различия 
при р < 0,05. Расчеты проводили в программном 
пакете Statistica 12 (TIBCO Software Inc., США).

Результаты 
НВЛ хорошо визуализируются в мазках цельной 
крови и представляют собой структуры, занима-
ющие объем, в  10–15  раз превышающий объем 
исходных клеток, и  состоящие из нитей декон-
денсированного хроматина, на поверхности ко-
торых иммобилизованы многочисленные анти-
микробные пептиды и  ферменты гранулоцитов 
(рис. 1).

В нашем исследовании уровень НВЛ прак-
тически здоровых доноров составил 5,0%  (1,8–
11,9%), тогда как у пациентов с COVID-19 %НВЛ 
был статистически значимо (p < 0,0001) увели-
чен – 14,5% (2,9–28,6%) (рис. 2).

При сравнении уровней НВЛ и  традицион-
ных маркеров воспаления (C-реактивный белок, 
количество нейтрофилов и лейкоцитов) не было 
установлено четкой корреляции между этими 
показателями (рис. 3). Напротив, обращала на 
себя внимание незначительная нейтропения 
у  обследованных больных, по-видимому, имею-
щая компенсаторный характер.

Мы не выявили значимых изменений уров-
ня НВЛ в  крови у  пациентов с  различной сте-
пенью поражения легких по данным ком-
пьютерной томографии (КТ). У  всех больных 
с  легкой степенью тяжести КТ-1 (вовлечение 
паренхимы легкого ≤ 25%), среднетяжелой КТ-2 
(вовлечение паренхимы легкого 25–50%), тяже-
лой КТ-3 (вовлечение паренхимы легкого 50–75%) 

Рис. 1. Микрофотография: сегментоядерный нейтрофил 
(снизу) и нейтрофильная внеклеточная ловушка (сверху), 
визуализируемые в мазке крови типа «монослой», окрашенном 
по Романовскому – Гимзе (× 500) (фото из личного архива 
авторов, клинический материал)

Рис. 2. Уровень нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ) 
у практически здоровых доноров и пациентов с COVID-19; 
p < 0,0001

%
Н

ВЛ

30

25

20

15

10

5

0

Доноры COVID-19

Альманах клинической медицины. 2020; 48 (Спецвыпуск 1): S43–50. doi: 10.18786/2072-0505-2020-48-029

45Кассина Д.В., Василенко И.А., Гурьев А.С., Волков А.Ю., Метелин В.Б. 
Нейтрофильные внеклеточные ловушки: значение для диагностики и прогноза COVID-19



и  критической КТ-4 (вовлечение паренхимы 
легкого ≥ 75%) %НВЛ сохранялся на высоких 
значениях: 18,0%  (4,5–28,6%), 16,2%  (5,0–21,0%), 
13,7%  (2,9–28,2%) и  13,8%  (8,1–26,0%) соответ-
ственно. Не исключено, что такой результат свя-
зан с небольшой выборкой обследованных паци-
ентов.

Важные результаты были получены при 
анализе образцов цельной крови 14  пациентов 
с  COVID-19, которые в  связи с  усилением сим-
птомов дыхательной недостаточности были по 
показаниям переведены в отделение реанимации 
и интенсивной терапии (ОРИТ) для проведения 
респираторной терапии (рис. 4).

У 8  (23,5%) пациентов, получавших про-
стую респираторную поддержку, уровень НВЛ 

составил 12,0%  (8,1–22,3%). А  у  6  (17,6%) паци-
ентов, которые были подключены к ИВЛ, %НВЛ 
оказался в  1,5  раза выше  – 17,9%  (12,3–28,2%) 
(p < 0,05).

Мы сравнили уровень НВЛ среди умерших 
и  выживших пациентов с  COVID-19 (рис. 5). 
У 30 выживших больных %НВЛ составил в сред-
нем 13,3%, тогда как у 4 пациентов с летальным 
исходом – 19,1% (16,5–26%, p < 0,05). Можно пред-
положить, что выявление в  циркуляции высо-
кого (более 16%) уровня нетозно трансформиро-
ванных нейтрофилов может служить критерием 
негативного прогноза исхода заболевания.

У большинства больных кровь была иссле-
дована однократно, однако у 9 из 34 пациентов 
было проанализировано 3  и  более образцов 

Рис. 3. Связь между уровнями нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ) и маркерами воспаления: C-реактивным белком (А), количеством нейтрофилов (Б), 
количеством лейкоцитов (В)
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Рис. 4. Уровень нейтрофильных внеклеточных ловушек 
(НВЛ) у пациентов с острой дыхательной недостаточностью, 
нуждающихся в проведении респираторной терапии или 
искусственной вентиляции легких (ИВЛ); p < 0,05
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крови в  динамике от момента поступления до 
момента перевода в ОРИТ / выписки или смерти 
(рис. 6).

Снижение исходно высокого уровня НВЛ, 
обнаруженных в  крови пациентов, отражало 
улучшение клинического состояния и  эффек-
тивность проводимой патогенетической и  сим-
птоматической терапии. И напротив, рост %НВЛ 
был связан с  ухудшением общего состояния 
и  риском негативного развития событий: пере-
вод в реанимационное отделение с последующей 
респираторной терапией или летальный исход.

Обсуждение
Исследования последних лет изменили мнение 
о достаточно пассивной роли нейтрофилов в эф-
фекторных реакциях иммунной системы. Новые 
данные о  гетерогенности, высокой пластично-
сти и  широкой функциональности позволили 
выявить иные, неизвестные ранее антибакте-
риальные стратегии этих клеток. Одна из них 
нетоз  – механизм гибели нейтрофилов, инду-
цированный определенными праймерами и  со-
провождающийся формированием НВЛ [12–14].

Процесс нетоза представляет собой генети-
чески детерминированную запрограммирован-
ную гибель нейтрофилов и  связан с  последова-
тельными необратимыми морфологическими 
изменениями этих клеток: деконденсацией хро-
матина, фрагментацией и  дезагрегацией ядер-
ных мембран, смешиванием ядерных структур 

с цитоплазмой и высвобождением их вместе с со-
держимым гранул во внеклеточное простран-
ство при нарушении целостности цитоплазмати-
ческой мембраны [15].

Образование НВЛ направлено на реализа-
цию реакций, осуществляемых клеточными эле-
ментами неспецифической иммунной защиты 
организма. Однако, в  отличие от фагоцитоза, 
неконтролируемый нетоз приводит к  избыточ-
ному появлению НВЛ, токсичных для организма, 
способствует прогрессированию воспалитель-
ных и  аутоиммунных процессов, провоцирует 
развитие тромбозов и  может быть причастным 
к патогенезу сердечно-сосудистых и онкологиче-
ских заболеваний [14, 15].

Зарегистрированные нами высокие значения 
НВЛ в мазках цельной крови у обследованных па-
циентов полностью согласуются с данными дру-
гих авторов, полученными при анализе молеку-
лярных маркеров нетоза [3, 7–9]. Представляется 
очевидной роль НВЛ в  негативной регуляции 
прогрессирующего системного воспаления при 
COVID-19, что привлекает внимание исследова-
телей к детальному изучению нарушений в ком-
партменте лейкоцитов.

При анализе динамики «классических» кри-
териев острого воспаления, таких как количе-
ство лейкоцитов, нейтрофилов, С-реактивный 
белок, было отмечено, что лейкоцитоз и нейтро-
филия при коронавирусной инфекции имеют от-
рицательное прогностическое значение и  могут 

Рис. 6. Уровень нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ) у 9 пациентов с COVID-19, обследованных в динамике
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свидетельствовать о  тяжелом течении респира-
торного процесса и  его исходе [8, 16, 17]. Кроме 
того, по мнению исследователей, повышенный 
уровень нейтрофилов служит источником избы-
точных НВЛ [8, 17]. Вместе с тем при сопоставле-
нии результатов, полученных различными науч-
ными группами, следует учитывать возможность 
несоответствия сроков лабораторного исследова-
ния длительности течения и  тяжести коронави-
русной инфекции. Так, на определенных этапах 
заболевания наряду с нейтрофилией могут выяв-
ляться случаи нейтропении вследствие высокой 
инфильтрации тканей нейтрофилами и  истоще-
ния миелопоэза. Имеющиеся в настоящее время 
сведения остаются достаточно противоречивы-
ми и имеют определенные ограничения, которые 
связаны с гетерогенностью в выборе пациентов, 
различным дизайном исследований, высоким ри-
ском систематической ошибки.

С учетом уже известных особенностей пато-
генеза коронавирусной инфекции чрезмерное 
рекрутирование и активацию нейтрофилов с по-
следующей массивной генерацией НВЛ можно 
рассматривать в  качестве одного из основных 
факторов, влияющих на острое повреждение 
ткани легких. При реакции высвобождения био-
логически активных и  агрессивных клеточных 
факторов (лейкотриенов, протеаз, оксидантов, 
фактора агрегации тромбоцитов и др.) повыша-
ется проницаемость сосудов, происходит отло-
жение фибрина в  альвеолах, микротромбообра-
зование, что способствует нарушению процессов 
вентиляции легких с  накоплением в  альвеолах 
избыточной жидкости [8, 16]. Эти события про-
воцируют развитие ОРДС, коагулопатию, поли-
органную недостаточность и  аутоиммунные за-
болевания [18, 19].

По данным ряда авторов, среди пациентов 
с COVID-19, страдающих ОРДС и нуждающихся 
в  проведении инвазивной ИВЛ, смертность со-
ставляет от 24 до 53% [16, 20, 21]. Тяжесть состо-
яния усугубляется частично из-за дистального 
слизисто-гнойного секрета, препятствующего 
свободной вентиляции легких. Исследования 
сыворотки крови и жидкости бронхоальвеоляр-
ного лаважа у этих больных выявили высокое со-
держание НВЛ, которые, в свою очередь, способ-
ствуют увеличению вязкости слизисто-гнойной 
мокроты [16, 20, 21], что полностью согласуется 
с полученными нами результатами.

Считается, что чрезмерная воспалитель-
ная реакция на SARS-CoV-2  – основная при-
чина тяжести заболевания и  смерти у  пациен-
тов с  COVID-19  – связана с  высоким уровнем 

циркулирующих цитокинов, глубокой лимфо-
пенией и  значительной инфильтрацией лейко-
цитов в  ткани легких, сердца, селезенки, почки 
и  др., что наблюдается при посмертном анали-
зе. Высокий уровень НВЛ, зарегистрированный 
у этих пациентов, страдающих тяжелой формой 
ОРДС, рассматривают как критерий риска ле-
тального исхода [17, 22, 23]. Полученные нами 
результаты не противоречат этим данным, но 
указывают на необходимость дальнейшего де-
тального анализа потенциальных механизмов, 
ассоциированных с COVID-19.

Представленные данные, несомненно, носят 
предварительный характер, но в то же время мы 
можем уверенно заключить, что использование 
простого и доступного метода, обеспечивающе-
го визуализацию внеклеточных нейтрофильных 
ловушек, отражающих количество циркулирую-
щих нетозно трансформированных нейтрофи-
лов, их качественный и количественный анализ 
не только открывает новые возможности для ди-
агностики тяжести состояния пациента, оценки 
эффективности проводимого лечения, прогноза 
исхода заболевания, но и  способствует выявле-
нию патофизиологической роли нейтрофилов 
и  их внеклеточных структур при COVID-19. 
В  связи с  этим перспективны и  востребованы 
дальнейшие исследования, которые позволят 
осуществить дифференцированный подход 
к определению групп пациентов, подверженных 
риску патологического воспаления, разработке 
инновационных патогенетически обоснованных 
терапевтических стратегий, возможно, на основе 
управления цитотоксическими и  иммуномоду-
лирующими функциями нейтрофилов.

Заключение
Результатом проведенной нами работы можно 
считать выявление некоторых патофизиологи-
ческих механизмов развития COVID-19, связан-
ных с  компартментом нейтрофилов, которые 
позволили предложить диагностические и про-
гностические критерии тяжести и  исхода забо-
левания. Установлено, что для больных с  ко-
ронавирусной инфекцией характерно наличие 
высокого уровня НВЛ, который в 3 раза и более 
превышает показатели практически здоровых 
добровольцев и  свидетельствует о  сбое иммун-
ных механизмов защиты и развитии неадекват-
ного воспалительного ответа. Повышение ней-
трофильных внеклеточных ловушек в  мазках 
цельной крови более 16% может служить крите-
рием негативного прогноза течения заболевания 
и риска летального исхода. 
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Rationale: An important element of antiviral de-
fense in the pathophysiology of COVID-19 is the 
innate cell immunity including polymorphonu-
clear neutrophils prone to netotic transformation. 
Neutrophils can be not only a  marker of acute 
infection, but, being a source of neutrophil extra-
cellular traps (NET), can play a key role in the de-
velopment of thrombotic complications leading to 
acute respiratory insufficiency in COVID-19. Aim: 
To determine the diagnostic and prognostic value 
of NET levels in patients with COVID-19. Materials 
and methods: We monitored NET levels in pe-
ripheral blood of 34 patients with COVID-19 (mean 
age, 67 ± 15.8 years), admitted to MONIKI hospital. 
The control group consisted of 54 healthy volun-
teers (mean age, 52 ± 11.5  years). Whole blood 
samples of 2  µL each were used for the prepa-
ration of monolayer smears (Giemsa stain) and 
calculation of at least 200  cell structures includ-
ing native intact and transformed neutrophils 
(MECOS-C2 microscope, Medical computer sys-
tems). Results: Patients with COVID-19 had higher 
NET levels, compared to those in healthy controls: 
14.5% (2.9–28.6%) vs. 5.0% (1.8–11.9%, p < 0.0001). 
The patients who were on non-invasive respira-
tory support (23.5%) had a NET level of 12% (8.1–
22.3%), whereas those on invasive mechanical ven-
tilation (17.6%) had a  1.5-fold higher NET level of 
17.9%  (12.3–28.2%) (p < 0.05). In the patients who 
died (11.8% of the cases), the NET level amounted 
to 19%  (16.5–26%, p < 0.05). Monitoring of blood 

NET levels was performed in 9  patients from the 
day of admittance to the day of their transfer to 
the intensive care unit / discharge / death. It was 
shown that a decrease of NET levels mirrors an im-
provement of the patient’s clinical condition and 
efficacy of his/hers treatment. On the opposite, an 
increase of NET levels can indicate a deterioration 
and risk of unfavorable course. Conclusion: We 
have identified some pathophysiological mecha-
nisms in COVID-19, related to the neutrophil com-
partment. Patients with coronavirus infection are 
characterized by high NET levels which is at least 
3-fold higher than that in healthy volunteers. This 
indicates an abnormality in immune host defense 
and development of an inadequate inflammato-
ry response. An increase of NET in whole blood 
smears of more than 16% can be a criterion of an 
unfavorable prognosis of the disease course and 
the risk of death.
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