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Нейтрофильные внеклеточные ловушки (NET, Neutrophil Extracellular Traps) представ-
ляют собой деконденсированный ядерный хроматин, «декорированный» бактерицидны-
ми белками различных органелл клетки и выполняющий эффекторную функцию, на-
правленную на борьбу с патогенами в очаге воспаления. Вместе с тем, NET играют 
важную роль в патогенезе многих аутоиммунных и воспалительных заболеваний, а также 
злокачественных новообразований. Кролики являются одним из наиболее часто исполь-
зуемых видов лабораторных животных в медицинских и биологических исследованиях. 
На кроликах разработано большое количество моделей различных заболеваний сердеч-
но-сосудистой, иммунной и других систем человека. Однако в научной литературе от-
сутствуют сведения о способности нейтрофилов кролика подвергаться NETозу (про-
граммируемой гибели клеток в процессе образования NET) в ответ на известные 
фармакологические стимулы. Целью представленной работы было изучение в системе 
in  vitro способности нейтрофилов кролика породы Советская шиншилла образовывать 
NET в ответ на миметик диацилглицерола форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА) 
и кальциевый ионофор А23187. Для выделения нейтрофилов кролика использовали ме-
тод центрифугирования в одноступенчатом градиенте плотности Ficoll-Hypaque с моди-
фикациями. Окислительный взрыв оценивали методом регистрации люминол-зависи-
мой хемилюминесценции, а образование NET – с помощью иммунофлуоресцентного 
анализа. В работе впервые показано, что нейтрофилы кролика Советская шиншилла не 
образуют NET в ответ на ФМА, но формируют ловушки в ответ на А23187, а также обла-
дают низким уровнем окислительного взрыва в ответ на ФМА, А23187 и хемоаттрактант 
N-формил-метионил-лейцил-фенилаланин.
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Открытие Артуро Циклински [1] в 2004 г. ней-
трофильных внеклеточных ловушек (NET, 
Neutrophil Extracellular Traps) привлекло внима-
ние большого числа исследователей и стимулиро-
вало огромное количество научных публикаций. 
Подавляющее большинство этих работ было про-
ведено на нейтрофилах человека или грызунов 
(мышей и крыс). Показано, что NET состоят из 
остова хроматина, деконденсированного до ну-
клеосомного уровня упаковки ДНК и «декориро-
ванного» несколькими десятками типов белков 
гранул (миелопероксидаза, МПО; эластаза), ядра 
(гистоны) и цитоплазмы [2]. Индукторами образо-
вания NET являются разнообразные физиологи-
ческие стимулы, такие как бактерии, грибы, виру-

сы и простейшие [1], а также химические 
стимулы, антитела, иммунные комплексы, хемо-
кины, цитокины и хемоаттрактанты. Наиболее 
широко используемыми фармакологическими 
стимулами образования NET являются форбол-
12-миристат-13-ацетат (ФМА) и кальциевые ио-
нофоры (иономицин, А23187). Высвобождение 
хроматина было постулировано как новая эффек-
торная функция нейтрофилов для борьбы с пато-
генами, дополняющая фагоцитоз, дегрануляцию и 
генерацию активных форм кислорода (АФК). 
Впоследствии выяснилось, что хроматин могут 
выделять и другие гранулоциты, например, эози-
нофилы, базофилы и тучные клетки, а также мо-
ноциты, макрофаги и В-лимфоциты [3]. Вскоре 
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стало ясно, что нейтрофилы многих млекопитаю-
щих, включая кошек, собак, крупный рогатый 
скот, овец, коз и свиней, выделяют хроматин для 
защиты хозяина от патогенов [4]. Сообщалось, что 
специфические клетки птиц и рыб [4], некоторых 
представителей беспозвоночных [5] и растений [6] 
также способны высвобождать ядерный хроматин. 
Таким образом, выделение хроматина, направлен-
ное на защиту хозяина от патогенов, является эво-
люционно консервативным механизмом.

Однако впоследствии оказалось, что, помимо 
защитной функции, NET играют важную роль 
в  патогенезе таких аутоиммунных и воспалитель-
ных заболеваний, как системная красная волчан-
ка, ревматоидный артрит, васкулит мелких сосу-
дов и псориаз [7–11], а также злокачественных 
новообразований [12]. Таким образом, существует 
тонкий баланс между высвобождением NET и их 
своевременным устранением, что обеспечивает 
защитные или повреждающие последствия их об-
разования.

Кролики являются одним из наиболее часто 
используемых видов лабораторных животных 
в  медицинских и биологических исследованиях. 
На них разработано большое количество моделей 
различных болезней человека, в частности, забо-
леваний сердечно-сосудистой и иммунной си-
стем. Поскольку кролики имеют больше общих 
офтальмологических характеристик с людьми по 
сравнению с мелкими грызунами, это делает их 
удобной моделью для исследований в области оф-
тальмологии и изучения таких заболеваний чело-
века, как синдром сухого глаза, глаукома, ката-
ракта и увеит [13–15]. Хотя в научной литературе 
отсутствуют данные о способности нейтрофилов 
кроликов развивать NETоз в ответ на фармаколо-
гические стимулы в  системе in vitro, образование 
NET недавно было обнаружено в легких и печени 
кроликов, инфицированных возбудителем туля-
ремии Francisella tularensis [16].

Ввиду широкого использования кроликов 
для разработки моделей ряда заболеваний чело-
века, важно также учитывать способность их 
нейтрофилов образовывать NET как фактор па-
тогенеза воспалительных и аутоиммунных про-
цессов. В связи с этим целью работы было изуче-
ние способности нейтрофилов кроликов породы 
Советская шиншилла образовывать NET в ответ 
на классические активаторы NETоза, ФМА 
и А23187, в системе in vitro.

Материалы и методы
Реагенты. ФМА, A23187, N-формил-метионил-

лейцил-фенилаланин (fMLP, N-formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanine), диметилсульфоксид, Тритон 
Х-100 были приобретены в компании Sigma-Aldrich 
(США). SYBR Green, DAPI (4′,6-diamidino-2-
phenylindole), смола ProLong Gold и моноклональ-
ные FITC-меченные антитела к МПО были заку-

плены в Thermo Fisher Scientific (Invitrogen, США), 
декстран Т-500 – в Pharmacosmos (Дания). 

Выделение первичных нейтрофилов из крови 
кроликов породы Советская шиншилла. Все иссле-
дования с кровью проводились в соответствии 
с  биоэтическими нормами Европейского Союза 
и РФ. Нейтрофилы кролика выделяли с использо-
ванием одноступенчатого градиента Ficoll-
Hypaque, ранее разработанного для выделения 
нейтрофилов человека [17], однако с небольшими 
модификациями. Периферическую кровь кроли-
ков отбирали из ушной вены в полипропиленовые 
пробирки с гепарином (20 МЕ × мл-1 крови). 
Цельную кровь разводили средой 199 в соотноше-
нии 1:1 и наслаивали на Ficoll-Hypaque с плотно-
стью 1,077 г/см3. Центрифугирование проводили 
при 478 g в течение 30 мин и комнатной темпера-
туре. Эритроцитарную массу доводили до перво-
начального объема крови, добавляли декстран 
Т-500 (конечная концентрация – 1%) и оставляли 
на 15 мин для осаждения основной массы эритро-
цитов. Верхний прозрачный слой отбирали, дово-
дили средой 199 до 10 мл и проводили центрифу-
гирование при 400 g в течение 10 мин. Оставшиеся 
эритроциты лизировали в гипотоническом рас-
творе хлорида натрия (0,2%-ный NaCl) в течение 
30 с и далее восстанавливали изотоничность путем 
добавления гипертонического раствора хлорида 
натрия (1,6%-ный NaCl). Осаждали клетки при 
400 g в течение 10 мин и разводили осадок в пол-
ной культуральной среде, содержащей RPMI 1640, 
10 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамин и 1%-ную инак-
тивированную эмбриональную телячью сыворот-
ку, для последующего исследования NETоза. Для 
исследования окислительного взрыва осадок су-
спендировали в фосфатном буфере Кребса-Ринге-
ра (120 мM NaCl, 5 мM KCl, 1,7 мM KH2PO4, 
8,3  мM Na2HPO4, 10 мM глюкоза, 1 мM CaCl2, 
1,5  мM MgCl2, рН – 7,3). Полученные клетки 
были представлены на 92% нейтрофилами, а их 
жизнеспособность составляла не менее 99%, что 
определяли по исключению 0,1%-ного трипано-
вого синего. Изменение условий центрифугирова-
ния в градиенте плотности позволило выделять 
нейтрофилы кролика в количестве 1,5–2,0 × 106 
на 1 мл цельной крови, что коррелирует с данны-
ми литературы [18]. Нейтрофилы инкубировали 
в  течение 1 ч при 4°С перед экспериментом для 
достижения состояния покоя.

Оценка люминол-зависимой хемилюминесценции 
(ЛЗХЛ). ЛЗХЛ использовали для оценки суммар-
ных АФК (внутри- и внеклеточных), как описано 
ранее [17]. В лунки 96-луночного планшета добав-
ляли нейтрофилы кролика в количестве 2,5  × 105 

клеток в фосфатном буфере Кребса-Рингера, лю-
минол (80 мкМ – конечная концентрация) и один 
из активаторов окислительного взрыва – А23187 
(2,5 мкМ), ФМА (35 нМ) или fMLP (800 нМ). 
Планшет немедленно помещали в хемилюмино-
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метр Lucy 1 (Anthos Labtec, Австрия) для регистра-
ции ЛЗХЛ. По окончании ЛЗХЛ оценивали пло-
щадь, занимаемую кривыми хемилюминесценции 
(суммарная эмиссия света), и степень окислитель-
ного взрыва выражали в виде гистограмм.

Индукция и иммунофлуоресцентное окрашива-
ние NET. Свежевыделенные нейтрофилы кролика 
(2 × 105 кл/мл в 500 мкл полной культуральной 
среды), адгезированные на круглых покровных 
стеклах, находящихся в лунках 24-луночного 
планшета, стимулировали ФМА (35, 50, 100 нМ) 
или 2,5 мкМ А23187 в течение 3 ч и 4 ч соответ-
ственно. После стимуляции NETоза клетки фик-
сировали в лунках в 200 мкл 4%-ного раствора па-
раформальдегида в течение 15 мин. Препараты 
окрашивали проникающим через мембраны кле-
ток красителем SYBR Green, разведенным в фос-
фатно-солевом буфере (PBS, phosphate-buffered 

saline) в соотношении 1:10000 в соответствии с ре-
комендацией производителя, в течение 7 мин 
в  темноте. Для иммунофлуоресцентного окраши-
вания фиксированные нейтрофилы промывали 
в  PBS и пермеабилизировали с Тритоном Х-100 
в течение 1 мин при комнатной температуре. Не-
специфическое связывание уменьшали путем ин-
кубации клеток в блокирующем буфере (иммуно-
глобулины человека) в течение 20 мин. 
Иммунофлуоресцентное окрашивание проводили 
с использованием FITC-меченных моноклональ-
ных антител против МПО. Хроматин окашивали 
флуоресцентным красителем DAPI в течение 
10  мин. Стекла промывали 2 раза в PBS и 1 раз 
в дистиллированной воде, далее погружали в смо-
лу ProLong Gold. Клетки анализировали с исполь-
зованием флуоресцентного микроскопа Leica DM 
LB (Leica Microsystems, Германия), а фотографи-

Рис. 1. Оценка NETоза, индуцированного в нейтрофилах кролика породы Советская шиншилла ФМА и А23187. Свежевыделен-
ные нейтрофилы кролика, адгезированные на покровных стеклах, инкубировали в присутствии растворителя (А), ФМА (35 нМ) 
(Б) или А23187 (2,5 мкМ) (В) в течение 3 ч (ФМА) или 4 ч (А23187). Клетки фиксировали в 4%-ном параформальдегиде и окра-
шивали флуоресцентными красителями. (А) Для оценки чистоты выделения нейтрофилы кролика окрашивали DAPI (тест на 
хроматин, голубое свечение) и меченными FITC моноклональными антителами против МПО (зеленое свечение). Белые стрелки 
указывают на нейтрофилы, красные – на мононуклеары. Для оценки NETоза нейтрофилы кролика окрашивали меченными 
FITC моноклональными антителами против МПО и DAPI (Б) или SYBR Green (В). Масштаб – 25 мкм. (Г) Гистограмма, отра-
жающая процент NETоза, индуцированного различными стимулами, n = 5, *** p < 0,001
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рование проводили с помощью камеры Leica 
DC300F (Leica Microsystems, Германия). Подсчи-
тывали общее количество клеток и количество не-
тотических клеток в каждом поле зрения, оцени-
вали процент NETоза в нескольких полях зрения 
(не менее 500 клеток). 

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку результатов проводили с помощью про-
граммы GraphPad InStat 3.06 (GraphPad Software, 
США). Данные в тексте и на рисунках представле-
ны как среднее ± стандартная ошибка среднего. 
Статистический анализ осуществляли с использо-
ванием параметрических методов, статистически 
значимыми считали различия при p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Использование метода одноступенчатого гра-

диента плотности Ficoll-Hypaque, ранее разрабо-
танного для выделения нейтрофилов человека [17], 
не позволило получить чистую фракцию нейтро-
филов кролика – по-видимому, из-за плотностных 
особенностей этих клеток. В связи с этим в работе 
пришлось изменить ряд параметров выделения, что 
позволило нам получить чистую фракцию нейтро-
филов. Чистоту выделения нейтрофилов оценива-
ли в предварительных экспериментах с использова-
нием меченных FITC моноклональных антител 
против МПО. МПО является компонентом азуро-
фильных гранул нейтрофилов, которые отсутству-
ют в мононуклеарных клетках (моноциты, лимфо-
циты). В покоящихся нейтрофилах, как правило, 
можно наблюдать характерное распределение 
МПО в составе гранул, заполняющих цитозоль 
клетки, тогда как в  нетотических нейтрофилах 
МПО колокализуется с деконденсированным хро-
матином. На рис. 1А можно видеть неактивирован-
ные нейтрофилы кролика, маркированные зеленой 
меткой (МПО, белые стрелки), в то время как от-
дельные мононуклеары такой маркировкой не об-
ладают (красные стрелки).

Поскольку в научной литературе практически 
отсутствует информация о способности нейтрофи-
лов кролика к NETозу [16], нам было интересно 
выяснить, будут ли эти клетки образовывать NET 
в ответ на классические активаторы этого процес-
са, ФМА и кальциевый ионофор А23187 в системе 
in vitro. Для этого клетки инкубировали в присут-
ствии ФМА в возрастающих концентрациях (от 
35 нМ до 100 нМ) или 2,5 мкМ А23187 в течение 3 ч 
и 4 ч соответственно. Результаты показали (рис. 1, 
Б и Г), что стимуляция нейтрофилов ФМА не при-
водит к заметной деконденсации хроматина, харак-
терной для NETоза человека, хотя ядерные сегмен-
ты слегка увеличивались в  размерах. Увеличение 
дозы ФМА до 100 нМ не способствовало каким-ли-
бо изменениям в сторону NETоза. В то же время 
инкубация нейтрофилов с А23187 в течение 4 ч 
приводила к практически 100%-ной деконденса-
ции ядерного хроматина (рис. 1, В и Г). 

Поскольку ФMA является миметиком диа-
цилглицерола, который при активации связывает-
ся с протеинкиназой C, отсутствие ответа на ФМА 
можно бы было объяснить недостатком этого фер-
мента или особенностями клеточной мембраны 
нейтрофилов кроликов, препятствующими сво-
бодному проникновению ФМА в клетки. Другим 
возможным объяснением может быть низкий уро-
вень активации НАДФН-оксидазы и связанный 
с  этим дефицит АФК, которые необходимы для 
индукции ФМА-индуцированного NETоза. Для 
проверки этой гипотезы мы провели оценку  
люминол-амплифицированного окислительного 
взрыва, индуцированного ФМА, А23187 и fMLP. 
На рис. 2 можно видеть, что все три классических 
активатора окислительного взрыва вызывали 
крайне низкую стимуляцию образования АФК 
у  нейтрофилов кролика по сравнению с нейтро-
филами человека, что может объяснить отсутствие 
у них NETоза в ответ на ФМА. Как нами было об-
наружено ранее, NETоз в ответ на кальциевые ио-

Рис. 2. Оценка окислительного взрыва нейтрофилов кролика, 
индуцированного различными стимулами. Нейтрофилы кроли-
ка стимулировали ФМА (35 нМ), A23187 (2,5 мкМ) или fMLP 
(800 нМ) в присутствии 80 мкМ люминола. Люминол-зависи-
мую хемилюминесценцию (ЛЗХЛ) оценивали сразу после до-
бавления стимулов в планшетном хемилюминометре Lucy 1. 
(А) Представлены типичные кинетические кривые ЛЗХЛ, инду-
цированной в нейтрофилах кролика активаторами окислитель-
ного взрыва. Для сравнения приведены типичные кинетические 
кривые ЛЗХЛ, полученные для нейтрофилов человека [17]. По 
оси абсцисс: время, мин. По оси ординат: интенсивность хеми-
люминесценции, мВ/мин. (Б) Представлена эмиссия света, ин-
дуцированная активаторами окислительного взрыва и выражен-
ная в виде площади под кривыми ЛЗХЛ, n = 5.
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нофоры может происходить и без стимуляции 
НАДФН-оксидазы и в основном зависит от мито-
хондриальных АФК [19]. В этой связи, низкий 
уровень окислительного взрыва под влиянием 
А23187 не играет существенной роли в этом про-
цессе. Что касается fMLP, то этот хемоаттрактант 
не является активатором образования NET [19].

В научной базе данных PubMed практически 
отсутствуют публикации, касающиеся способно-
сти нейтрофилов кроликов осуществлять NETоз. 
Только в единственной статье Пулавендран и со-
авт. [16] было показано в системе in vivo, что ней-
трофилы кроликов выбрасывают NET в тканях 
легких и печени после инфицирования животных 
возбудителем туляремии. При этом NET не ока-
зывали защитного действия от патогена. Отсут-
ствие информации о NETозе у кроликов может 
быть связано, по нашему мнению, с превалирова-
нием у нейтрофилов этих животных иных эффек-
торных функций, например, фагоцитоза и дегра-
нуляции. Вместе с тем, в связи с широким 
использованием кроликов в качестве лаборатор-
ных животных и тестированием на них большого 
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количества химических препаратов, необходимо 
учитывать возможную активацию NETоза и его 
цитопатологическое действие на органы и ткани, 
а также его роль в патогенезе многих аутоиммун-
ных и воспалительных заболеваний.

Таким образом, в представленной работе пока-
зано, что нейтрофилы кроликов породы Советская 
шиншилла не образуют NET в ответ на ФМА в ши-
роком диапазоне концентраций, однако с высокой 
интенсивностью выбрасывают NET в ответ кальци-
евый ионофор А23187. Отсутствие ответа на ФМА 
может быть обусловлено низким уровнем образова-
ния АФК как важного медиатора этого процесса.
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ОСОБЕННОСТИ ОБРАЗОВАНИЯ NET У КРОЛИКОВ ПОРОДЫ ШИНШИЛЛА

RESEARCH ARTICLE

Peculiarities of neutrophil extracellular traps formation  
in chinchilla rabbits
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Neutrophil extracellular traps (NETs) are decondensed nuclear chromatin, decorated with 
bactericidal proteins of various cell organelles and performing an effector function aimed to 
combat pathogens at the site of inflammation. At the same time, NETs play an important role in 
the pathogenesis of many autoimmune and inflammatory diseases as well as malignancies. 
Rabbits are one of the most commonly used species of laboratory animals in medical and 
biological research. A large number of models of various diseases of the cardiovascular, immune 
and other human systems have been developed in rabbits. However, there is no information in 
the scientific literature about the ability of rabbit neutrophils to undergo NETosis in response to 
well-known pharmacological stimuli. The purpose of the present work was to study in in vitro 
system the ability of neutrophils of Soviet chinchilla rabbit to form NETs in response to mimetic 
of diacylglycerol phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and calcium ionophore A23187. To 
isolate rabbit neutrophils, the one-step density gradient centrifugation on Ficoll-Hypaque 
method with modifications was used. Oxidative burst was assessed with luminol-amplified 
chemiluminescence method, and NET formation was assessed with immunofluorescence 
analysis. The work shows for the first time that neutrophils of Soviet chinchilla rabbit do not 
form NETs in response to PMA, but form traps in response to A23187, as well as have a low level 
of oxidative burst in response to PMA, A23187 and chemoattractant N-formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanine.

Keywords: rabbit neutrophils, neutrophil extracellular traps, NETs, oxidative burst, phorbol 
12-myristate 13-acetate, A23187
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