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формирование нейтрофильнЫх внеклеточнЫх ловушек при моделировании 
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цель исследования – определить влияние Yersinia pestis EV нииэг на процесс формирования нейтрофиль-
ных внеклеточных ловушек in vivo при моделировании чумной инфекции и оценить их вклад в противочумную 
защиту. материалы и методы. в работе использовали мышей линии ваLB/c, которых подкожно иммунизирова-
ли культурой вакцинного штамма Y. pestis EV нииэг. заражали животных вирулентным штаммом Y. pestis 231 в 
дозе 20 LD50 (103 кое). для оценки вклада нейтрофильных внеклеточных ловушек (нвл) в антибактериальную 
защиту применяли экспериментальную модель, основанную на расщеплении нвл в брюшной полости мышей 
нуклеазой. для подсчета числа нвл в перитонеальном экссудате (пэ) использовали люминесцентную микроско-
пию. Фагоцитарную активность клеток пэ определяли с помощью проточной цитометрии. бактериологическим 
методом регистрировали бактерицидный эффект нвл. результаты и выводы. у предварительно иммунизиро-
ванных мышей процесс формирования нвл в ответ на повторное введение живых клеток чумного микроба был 
в 5 раз интенсивнее, чем у интактных животных и сопровождался существенным усилением киллинга клеток 
Y. pestis в пэ. применение в эксперименте для расщепления образующихся в организме иммунизированных жи-
вотных нвл микрококковой нуклеазы позволило получить доказательства участия нвл в обеспечении антиин-
фекционной защиты от чумной инфекции. таким образом, установленный факт формирования нвл при зараже-
нии Y. pestis мышей, иммунизированных вакцинным штаммом Y. pestis EV нииэг, и влияния этого процесса на 
эффективность защиты от чумы является основанием для дальнейшего уточнения иммунопатогенетической роли 
нейтрофильных гранулоцитов при чуме.

Ключевые слова: чумная инфекция, вакцинный штамм Yersinia pestis EV нииэг, нейтрофильные внеклеточ-
ные ловушки, бактерицидность.
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Abstract. The purpose of the study was to determine the effect of Yersinia pestis EV NIIEG on the process of 
neutrophil extracellular traps formation in vivo when modeling plague infection and assess their contribution to anti-
plague protection. Materials and methods. BALB/c mice, which were immunized subcutaneously with the Y. pestis 
EV NIIEG vaccine strain, were used in the study. Animals were infected with a virulent strain Y. pestis 231 at a dose of 
20 LD50 (103 CFU). To evaluate the contribution of neutrophil extracellular traps (NETs) to antibacterial protection, an 
experimental model was used based on fermenting NETs in the abdominal cavity of mice with nuclease. To calculate 
the number of NETs in peritoneal exudate (PE) fluorescent microscopy was applied. Phagocytic activity of PE cells was 
determined by flow cytometry. Bactericidal effect of NETs was recorded using bacteriological method. Results and 
discussion. In pre-immunized mice, the process of NETs formation in response to the reintroduction of plague microbe 
living cells was 5 times more intense than in intact animals and was accompanied by a significant increase in the killing 
of Y. pestis cells in PE. The use of micrococcus nuclease in the experiment for fermentation of the NETs, produced in 
the body of immunized animals, provided evidence of NET participation in conferring anti-infective protection against 
plague infection. Thus, the established fact of the NET formation in case of Y. pestis infection of mice immunized with 
Y. pestis EV NIIEG vaccine strain and the influence of this process on the effectiveness of protection against plague is the 
basis for further clarifying the immunopathogenetic role of neutrophil granulocytes in plague.
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проблема противоинфекционной защиты ор-
ганизма не теряет своей актуальности с момента 
открытия и.и. мечниковым в 1883 г. явления фа-
гоцитоза как основы клеточного иммунитета [1]. 
нейтрофильные гранулоциты (нг) в составе еди-
ной иммунофагоцитарной системы (моноцитарно-
фагоцитарная система – мФс) организма играют 
решающую роль в иммунопатогенезе широкого 
спектра заболеваний [1, 2, 3]. нг располагают це-
лым арсеналом антимикробных стратегий, направ-
ленных на обезвреживание бактерий не только по-
средством фагоцитоза и экзоцитоза (дегрануляции 
нейтрофилов), но и за счет формирования нейтро-
фильных внеклеточных ловушек (нвл) [2, 4, 5]. 
современные представления о нг как уникальной 
мультифункциональной популяции клеток, спо-
собствующей полноценной реализации иммунного 
ответа [2], обусловливают интерес к детализации 
представлений об иммунопатогенетической роли 
этих клеток при чуме. 

Формирование нвл – недавно открытый вы-
сокоэффективный противомикробный механизм 
нг, в основе которого лежит способность активи-
рованных клеток секретировать во внеклеточное 
пространство ядерный хроматин, декорированный 
лейкоцитарными протеазами и бактерицидными 
катионными белками цитоплазматических гранул – 
«выброс» экстрацеллюлярных днк-сетей для свя-
зывания и киллинга патогенных микроорганизмов 
[2, 4, 6]. этот альтернативный фагоцитозу фено-
мен внеклеточной бактерицидности нг реализует-
ся при инфекциях, отличающихся генерализацией 
и незавершенностью фагоцитоза их возбудителей. 
например, при псевдотуберкулезе, когда частич-
ное или полное предварительное обезвреживание 
клеток Yersinia pseudotuberculosis микробоцидны-
ми компонентами нг стимулирует поглотитель-
ную и переваривающую функцию макрофагов [1].  
при чуме альтернативный фагоцитозу механизм 
киллинга бактерий также функционирует [7], но 
остается нерешенным вопрос о его эффективно-
сти при этой инфекции. процесс образования экс-
трацеллюлярных днк-сетей (нетоз) запускается 
комплексами антиген-антитело [8] и стимулируется 
цитокинами [9], активируется при агглютинации  
бакте рий [10] и регистрируется при сепсисе, когда 
благодаря интенсивному формированию в крови 
нвл в 4–5 раз усиливается защитный бактерицид-
ный эффект нг in vivo [11]. замечено, что интенсив-
ное формирование нвл сопутствует более эффек-
тивному киллингу бактерий в толерантном к лпс 
(сенсибилизированном) организме с повышенной 
устойчивостью к инфекционному заражению [12]. 
однако о вкладе нвл в поствакцинальную противо-
чумную защиту нет информации. 

цель настоящей работы – определить влияние 
Yersinia pestis EV нииэг на процесс формирова-
ния нейтрофильных внеклеточных ловушек in vivo 
при моделировании чумной инфекции и оценить их 
вклад в противочумную защиту. 

материалы и методы

в работе использовали вакцинный штамм 
Y. pestis EV нииэг и вирулентный штамм Y. pestis 
231(708) основного подвида, полученные из 
государственной коллекции патогенных бактерий 
Фкуз роснипчи «микроб». культуры штаммов 
выращивали на агаре хоттингера рн 7,2±0,1 (про-
изводство Фкуз роснипчи «микроб») 48 ч при 
28 °с. из выросшей культуры по стандартному об-
разцу мутности осо 42-28-59-85п 10 единиц, экви-
валентному 1·109 м.к./мл, готовили взвесь чумного 
микроба в стерильном 0,9 % растворе натрия хлори-
да рн 7,2. методом серийных разведений конечную 
концентрацию клеток доводили до необходимой. 
эксперименты проводили на белых мышах линии 
BALB/с массой от (18,5±1,5) г. в работе использо-
вали здоровое поголовье, полученное из питомника 
Фкуз роснипчи «микроб». до начала экспери-
мента мышей выдерживали на стандартном рационе 
с достаточным количеством воды в течение 10 дней. 
дальнейшие эксперименты на животных выполняли 
в соответствии с директивой европейского парла-
мента и совета европейского союза от 22 сентября 
2010 г. № 2010/63/ес «о защите животных, исполь-
зующихся для научных целей». 

для изучения процесса формирования нвл у 
мышей на фоне иммунизации животным (18 осо-
бей) подкожно вводили вакцинный штамм Y. pestis 
EV нииэг в дозе 2,5·104 кое, в качестве контро-
ля использовали интактных мышей (18 особей). на 
21-е сутки иммунизированным и интактным мышам 
инокулировали в брюшную полость по 5,0·107 кое 
Y. pestis EV нииэг. оценку формирования нвл in 
vivo проводили по методу V. Landoni et al. [12]. для 
этого в группах иммунизированных и интактных 
животных выделяли по три подгруппы (по 6 особей 
в каждой). мышам в первой подгруппе за 10 мин до 
внутрибрюшинной инъекции Y. pestis EV нииэг 
вводили в брюшную полость стерильный раствор 
фосфатно-солевого буфера рн 7,2 (Фсб) в объеме 
0,2 мл; во второй подгруппе для разрушения экс-
трацеллюлярных днк-сетей в составе нвл анало-
гичным образом инокулировали микрококковую 
нуклеазу (мкн) (Thermo Scientific, литва) в дозе 
150U на мышь в 0,2 мл Фсб; в третьей подгруппе 
для нейтрализации активности мкн в условиях 
in vivo 150U препарата мкн вводили совместно 
с этилендиаминтетрауксусной кислотой (эдта) 
(Sigma-Aldrich, сШа) в дозе 10 мM на животное. 
через 4 ч умерщвляли мышей путем цервикальной 
дислокации. Фагоцитарную активность нейтрофи-
лов в перитонеальном экссудате (пэ) определяли 
по методу Miliukienë et al. [13]. для оценки эффек-
тивности киллинга бактерий в брюшной полости 
лабораторных животных по 1 мл перитонеального 
экссудата (пэ) высевали на агар хоттингера рн 7,2. 
посевы инкубировали 72 ч при температуре 28 °с 
и определяли число выросших колоний (кое/мл). 
для визуализации нвл по 1 капле пэ наносили 
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на стекла, обработанные поли-L-лизином (Sigma, 
япония), после высушивания капли стекла обеззара-
живали и фиксировали в 4 % водном растворе фор-
мальдегида («невареагент», россия) и окрашивали 
днк-связывающим флуоресцентным красителем – 
йодистым пропидием (Biomedicals LLC, германия) 
из расчета 50 мкг на 1 мл Фсб. с помощью лю-
минесцентного микроскопа AXIO LAB.A1 (Zeiss, 
Швейцария) при увеличении в 1000 раз определяли 
в препаратах нвл, из числа выявленных в 10 полях 
зрения нейтрофилов высчитывали долю клеток, об-
разовавших нвл. 

с помощью проточной цитофлуориметрии по 
параметрам светорассеяния регистрировали измене-
ния в клеточном составе пэ, а также оценивали ин-
тенсивность дегрануляции и лизиса фагоцитов [4], 
используя лазерный проточный цитофлуориметр с 
двумя источниками излучения (488 и 635 нм), двумя 
каналами светорассеяния (прямое и боковое) и се-
мью каналами флуоресценции. 

в следующем эксперименте животных опыт-
ной группы (20 особей) весом (18,5±1,5) г подкож-
но иммунизировали двухсуточной агаровой культу-
рой вакцинного штамма Y. pestis EV нииэг в дозе 
1,0·105 кое. в качестве контроля были взяты интакт-
ные мыши (10 особей). на 21-е сутки иммуногенеза 
мышам опытной и контрольной групп внутрибрю-
шинно вводили 1,0·103 кое (20 LD50) вирулентного 
штамма Y. pestis 231. части животных опытной груп-
пы (10 мышей) за 10 мин до заражения в брюшную 
полость вводили по 150U микрококковой нуклеазы 
(мкн) (Thermo Scientific, литва) в 0,2 мл фосфатно-
солевого буфера рн 7,2 (Фсб), применяемую для 
инактивации нвл in vivo [12]. остальным мышам 
опытной группы аналогичным образом вводили Фсб 
без нуклеазы. за зараженными животными наблюда-
ли в течение 20 суток, регистрируя гибель мышей с 
типичными проявлениями чумной инфекции.

статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили с использованием стандарт-
ного пакета программ Microsoft Office Excel 2010 и 
Statistica 10.0 (StatSoft Inc.). достоверность различий 
показателей в исследуемых группах оценивали по 
t-критерию стьюдента. различия считали достовер-
ными при уровне значимости p < 0,05. 

результаты и обсуждение

известно, что основными клеточными элемен-
тами в перитонеальном выпоте мышей BALB/c в 
норме являются лимфоциты (около 70 %), а доля фа-
гоцитов (перитонеальных макрофагов) в суммарной 
клеточной популяции не превышает 30 % [12]. при 
изучении процесса формирования нвл у мышей на 
фоне иммунизации Y. pestis EV нииэг установле-
но, что до внутрибрюшинного введения животным 
клеток чумного микроба, как в опытной, так и в кон-
трольной группах, в составе пэ нг фактически от-
сутствовали. через 4 ч после введения в брюшную 
полость живых клеток чумного микроба клеточный 
состав пэ существенно изменялся: доля фагоцитов 
увеличивалась до 60–70 % и основными клетками 
в нем были уже не макрофаги, а нг. достоверных 
различий в фагоцитарной активности клеток пэ ин-
тактных и предварительно иммунизированных жи-
вотных по отношению к клеткам Y. pestis через 4 ч 
в условиях in vivo не регистрировали. однако нг, 
осуществляющие киллинг микробных клеток в пэ 
предварительно иммунизированных мышей, были в 
состоянии более выраженной дегрануляции и под-
вергались более интенсивному аутолизису (нетозу). 
по данным люминесцентной микроскопии (рису-
нок), нг у предварительно иммунизированных жи-
вотных в большем количестве секретировали нвл в 
экстрацеллюлярное пространство.

как следует из табл. 1, в опытной группе в об-
разцах пэ, полученных от предварительно имму-
низированных животных, интенсивность форми-
рования нвл была в 5 раз выше, чем у интактных 
мышей. однако такого интенсивного формирования 
нвл в пэ предварительно иммунизированных жи-
вотных не наблюдали, если за 10 минут до инокуля-
ции бактерий Y. pestis в брюшную полость мышам 
вводили мкн. это обусловлено способностью мкн 
расщеплять днк-сети нвл. в случаях, когда мкн 
вводили совместно с эдта, нейтрализующей эф-
фект фермента, нвл только частично расщеплялись 
ферментом. эффективность киллинга чумного ми-
кроба в организме предварительно иммунизирован-
ных животных была в 10 раз выше, чем в организме 
интактных мышей. но на фоне введения в брюшную 

Формирование нейтрофильных внеклеточных ловушек (нвл) в перитонеальном экссудате интактных (A), подкожно иммунизиро-
ванных Y. pestis EV нииэг (B, C) мышей линии BALB/c на введение в брюшную полость 5,0·107 кое Y. pestis вакцинного штам-
ма; C – на фоне блокировки образования нвл микрококковой нуклеазой (мкн) до повторной инокуляции Y. pestis EV нииэг. 
люминесцентная микроскопия. ок. ×10, об. ×100 

Formation of neutrophil extracellular traps (NETs) in peritoneal exudate of intact (A), subcutaneously immunized with Y. pestis EV NIIEG 
BALB/c mice (B, C) in response to administration of 5.0·107 CFU of Y. pestis vaccine strain; C – against the background of NET formation 
blocking by micrococcus nuclease (MCN) before re-inoculation with Y. pestis EV NIIEG. Luminescence microscopy. Ocular lens ×10, objec-
tive lens ×100



Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2020; 4         Original articles

73

полость мкн перед инокуляцией Y. pestis этот пока-
затель также снижался, причем мкн оказывала су-
щественное влияние на процесс образования нвл и 
киллинг чумного микроба только в организме пред-
варительно иммунизированных животных.

установлено, что иммунизация Y. pestis EV 
нииэг стимулировала интенсивное формирование 
нвл в ответ на повторную инокуляцию живых кле-
ток чумного микроба и существенно повышала эф-
фективность их киллинга в условиях in vivo. причина 
более интенсивной функциональной активации нг у 
предварительно иммунизированных мышей, вероят-
но, обусловлена праймингом этих клеток медиато-
рами клеточного ответа (лпс, цитокины), выраба-
тываемыми в процессе иммуногенеза [9, 12]. кроме 
того, присутствующие в иммунном организме специ-
фические IgG к поверхностным антигенам чумного 
микроба не могут не стимулировать нетоз, который 
является антителозависимым процессом и запускает-
ся иммунными комплексами антиген-антитело через 
Fc-рецепторы на клеточной поверхности нг [2, 8], 

а также через рецептор, который, являясь сенсором 
размера микроорганизмов (дектин-1), реагирует на 
агглютинацию бактерий [10]. 

для подтверждения зависимости эффективно-
сти поствакцинальной противочумной защиты от 
формирования в организме нвл животных, предва-
рительно иммунизированных Y. pestis EV нииэг, на 
пике иммуногенеза (21-е сутки) заражали высокови-
рулентным штаммом Y. pestis 231. согласно данным, 
представленным в табл. 2, иммунизация мышей ока-
зывала существенное влияние на эффективность за-
щиты животных от чумной инфекции, но заражение 
Y. pestis 231 на фоне предварительной инокуляции в 
брюшную полость мкн, расщепляющей нвл, как 
значимо уменьшало количество выживших живот-
ных, так и в 2 раза сокращало среднюю продолжи-
тельность жизни погибших мышей. выявленные 
особенности реакции иммунизированных мышей на 
заражение вирулентной культурой Y. pestis 231 яв-
ляются доказательством вклада нвл в обеспечение 
антиинфекционной защиты при чуме. 

Таблица 1 / Table 1

результаты оценки формирования нейтрофильных внеклеточных ловушек (нВл) и эффективности киллинга клеток Y. pestis  
в перитонеальном экссудате (ПЭ) мышей линии BALB/c

Results of assessment of neutrophilic extracellular trap formation (NET) and effectiveness of Y. pestis cell killing in peritoneal exudates (PE)  
of BALB/c mice

группы животных
Groups of animals

обработка животных на 21-е сутки
Treatment of animals on Day 21

количество нвл, % 
The number of NET, %

количество кое/мл пэ
The number of CFU/ml of PE

мыши, иммунизированные Y. pestis EV 
нииэг в дозе 2,5·104 кое, n=18
Mice immunized with Y. pestis EV NIIEG  
at a doze of 2.5·104 CFU, n=18

Фсб + Y. pestis EV нииэг
Phosphate-buffer saline + Y. pestis EV NIIEG 41,5±2,3* 106,0±3,3*

мкн + Y. pestis EV нииэг
MCN + Y. pestis EV NIIEG 11,4±1,6 1442,0±21,0

мкн + эдта + Y. pestis EV нииэг
MCN + EDTA + Y. pestis EV NIIEG 26,4±2,0* 340,0±18,0*

интактные животные (контроль), n=18
Intact animals (control), n=18

Фсб + Y. pestis EV нииэг
Phosphate-buffer saline + Y. pestis EV NIIEG 8,3±0,9 1130,0±23,0

мкн + Y. pestis EV нииэг
MCN + Y. pestis EV NIIEG 5,9±0,7 1675,0±110,0

мкн + эдта + Y. pestis EV нииэг
MCN + EDTA + Y. pestis EV NIIEG 6,4±1,0 1080,0±65,0

примечание :  мкн – микрококковая нуклеаза; * – р < 0,05 достоверные различия по отношению к контролю.

No te :  MCN – micrococcus nuclease; * – p < 0,05 statistically significant differences in relation to the control.

Таблица 2 / Table 2

характеристика влияния инактивации формирования нейтрофильных внеклеточных ловушек (нВл) in vivo на выживаемость  
зараженных культурой вирулентного штамма Y. pestis 231 мышей линии BALB/c

Characteristics of effect of neutrophilic extracellular trap formation inactivation in vivo on survivability of BALB/c mice infected  
with the culture of virulent Y. pestis 231 strain

группы животных
Groups of animals

обработка мышей на 21-е сутки
Treatment of animals on Day 21

количество животных 
(павшие/общее)

Numbers of animals  
(non-surviving/total)

средняя продолжительность  
жизни павших животных (сутки), 

м±m
Average life span of non-surviving 

animals (Days), м±m

иммунизированные животные (Y. pestis 
EV нииэг в дозе 1,0·105 кое), n=20
Immunized animals (Y. pestis EV NIIEG  
at a doze of 1.0·105 CFU), n=20

Фсб + Y. pestis 231, 20 LD50
Phosphate-buffer saline + Y. pestis 231, 20 LD50

2/10 7,5±2,1

мкн + Y. pestis 231, 20 LD50
MCN + Y. pestis 231, 20 LD50

8/10 3,9±0,2

интактные животные (контроль), n=10
Intact animals (control), n=10

Фсб + Y. pestis 231, 20 LD50
Phosphate-buffer saline + Y. pestis 231, 20 LD50

10/10 4,0±0,0
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на основании данных литературы [2, 5] и ре-
зультатов представленного исследования можно 
предположить, что одним из ключевых механизмов 
первого этапа межклеточного взаимодействия при 
попадании возбудителя чумы в организм, защищен-
ный противочумной вакциной, является усиление 
поглотительной и переваривающей способности ма-
крофагов, стимулированных микробицидными ком-
понентами нг, образующимися в процессе реализа-
ции феномена их внеклеточной бактерицидности. 

изучение антимикробных стратегий нг откры-
вает новые возможности в аспекте поиска и оцен-
ки средств модуляции функциональной активности 
этих клеток для борьбы с чумной инфекцией. на 
основании полученных в работе экспериментальных 
данных можно сделать вывод о связи эффективно-
сти противочумной защиты, в том числе и с форми-
рованием и функционированием нвл в организме 
иммунизированных животных в ответ на повторный 
контакт с Y. pestis.

таким образом, установленный факт форми-
рования нвл при заражении Y. pestis мышей, им-
мунизированных вакцинным штаммом Y. pestis EV 
нииэг, и влияния этого процесса на эффективность 
защиты от чумы является основанием для дальней-
шего уточнения иммунопатогенетической роли нг 
при чуме.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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