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ЭФФЕКТ ТРОМБОЦИТОВ НА ФОРМИРОВАНИЕ 
НЕЙТРОФИЛАМИ ЭКСТРАЦЕЛЛЮЛЯРНЫХ СЕТЕЙ 
У ПАЦИЕНТОВ С СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКОЙ 
Новикова И.А., Зубкова Ж.В. 
УО «Гомельский государственный медицинский университет», г. Гомель, Республика Беларусь

Резюме. Тромбоциты являются центральным медиатором гемостаза, а также вносят вклад в вос-
паление и иммунные реакции организма. Известно, что тромбоциты оказывают непосредственное 
влияние на процесс формирования нейтрофилами экстрацеллюлярных сетей. При этом у пациен-
тов с системной красной волчанкой наблюдаются разнонаправленные нарушения в функциональной 
активности тромбоцитов и нейтрофилов. Изменения в воспалительных и тромботических событиях 
могут рассматриваться предикторами неблагоприятного течения при системной патологии. Целью 
исследования являлась оценка возможной роли тромбоцитов в поддержании повышенной нетоти-
ческой активности нейтрофилов у пациентов с системной красной волчанкой. Материалом для ис-
следования служили тромбоциты и лейкоциты крови 29 пациентов с системной красной волчанкой. 
Исследовали влияние тромбоцитов in vitro на формирование аутологичными нейтрофилами экстра-
целлюлярных сетей в условиях сокультивирования в течение 30 минут (витальный нетоз) и 150 минут 
(суицидальный нетоз), а также взаимосвязь между содержанием тромбоцитов в крови пациентов, их 
активностью и количеством сетей. Установлено, что выраженность и направление эффекта тромбо-
цитов на нетоз в культурах in vitro зависит от степени активности заболевания: при 1-й степени актив-
ности эффект тромбоцитов не отличается от здоровых лиц (интактные тромбоциты подавляют нетоз 
(р = 0,002), а индуцированные АДФ – эффекта не оказывают); при 2-й степени активности как ин-
тактные, так и активированные тромбоциты повышают нетотическую активность (р = 0,03 и р = 0,04 
для интактных и активированных тромбоцитов соответственно); при 3-й степени активности заболе-
вания тромбоциты не влияют на формирование NETs. У пациентов с системной красной волчанкой 
выявлена гиперактивация тромбоцитов, наиболее ярко выраженная при второй степени активности 
заболевания. Однако значимых взаимосвязей между количеством тромбоцитов в организме пациен-
тов, их функциональной активностью (по результатам теста агрегации с АДФ) и показателями нетоза 
не выявлено. В то же время количество нейтрофильных сетей в кровотоке зависело от концентрации 
С-реактивного белка (r = 0,58; р = 0,02), титра аутоантител (anti-SS-A и anti-SS-B) (r = 0,66; р = 0,04 
и r = 0,76; р = 0,02 соответственно), ревматоидного фактора (r = 0,73; р = 0,007) и циркулирующих 
иммунных комплексов (r = 0,68; р = 0,02). Полученные результаты указывают, что тромбоцитарно-
нейтрофильные взаимодействия не являются ведущей причиной повышения количества NETs при 
СКВ, значительно больший вклад вносят растворимые факторы аутоагрессии. 

Ключевые слова: тромбоциты, агрегация тромбоцитов, нейтрофильные внеклеточные ловушки, нейтрофилы, нетоз, 
системная красная волчанка
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EFFECTS OF PLATELETS ON EXTRACELLULAR TRAPS 
OF NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH SYSTEMIC LUPUS 
ERYTHEMATOSUS
Novikova I.A., Zubkova Zh.V.
Gomel State Medical University, Gomel, Republic of Belarus

Abstract. Platelets are central participants in hemostasis, and also contribute to the host inflammatory and 
immune responses. Platelets are known to have a direct effect on the formation of neutrophil extracellular 
traps. Moreover, the patients with systemic lupus erythematosus exhibit multidirectional disturbances in 
the functional activity of platelets and neutrophils. Changes in inflammatory and thrombotic events can be 
considered predictors for adverse clinical course in systemic pathology. The aim of present study was to evaluate 
the possible role of platelets in maintaining increased netosis in patients with systemic lupus erythematosus. 
Blood platelets and white blood cells from 29 patients with systemic lupus erythematosus (SLE) were subject to 
the study. We have registered the in vitro effects of platelets upon formation of extracellular traps by autologous 
neutrophils under the conditions of co-cultivation for 30 minutes (vital NETosis) and 150 minutes (suicidal 
NETosis), as well as the relationships between the platelet counts, their activity and the number of NETs 
observed. It was found that the severity and direction of the platelets effect upon NETosis in vitro cultures 
depends on the degree of activity of disease: in the 1st degree of SLE, the effect of platelets did not differ 
from healthy individuals, i.e., intact platelets suppress NETosis (p = 0.002), whereas ADP-induced patelets 
did not exert any effect); at the 2nd degree of activity, both intact and activated platelets increase NETotic 
activity (p = 0.03 and p = 0.04 for intact and activated platelets, respectively). In the patients with 3rd degree 
of the disease activity, platelets did not affect formation of NETs. Hyperactivation of platelets was detected 
in SLE patients, mostly pronounced in the cases with 2nd degree of activity. However, we have not revealed 
any significant relationships between the count of platelets, their functional activity (according to results of 
ADP-test aggregation), and the indexes of NETosis. At the same time, the counts of neutrophil extracellular 
traps in bloodstream depended on the concentration of C-reactive protein (r = 0.58; p = 0.02), the titer of 
autoantibodies (anti-SS-A and anti-SS-B) (r = 0.66; p = 0.04 and r = 0.76; p = 0.02, respectively), rheumatoid 
factor (r = 0.73; p  =  0.007) and circulating immune complexes (r = 0.68; p = 0.02). The obtained results 
indicate that the platelet/neutrophil interactions are not the leading cause for increased NETs numbers in SLE, 
compared to significantly higher effects of soluble autoagressive factors.

Keywords: platelets, aggregation, neutrophils, extracellular traps, netosis, systemic lupus erythematosus

Введение
В настоящее время доказана ведущая роль 

различных нарушений иммунной системы в раз-
витии и прогрессировании СКВ. Одним из важ-
нейших механизмов множественного поражения 
тканей и органов при данном заболевании явля-
ется индуцированное иммунными комплексами 
повреждение эндотелия сосудов, что приводит 
к активации тромбоцитов, их агрегации, разви-
тию васкулитов и, как следствие, нарушениям в 
системе микроциркуляции [5]. Эти процессы ре-
ализуются с участием нейтрофилов, выраженная 
дисфункция которых при СКВ продемонстриро-
вана рядом авторов [4]. 

Известно, что одна из функций нейтрофи-
лов – способность к образованию внеклеточных 
сетей (NETs) повышена у пациентов с СКВ, при-
чем степень повышения сопряжена с менее бла-
гоприятным течением заболевания [7]. В то же 
время описана способность тромбоцитов повы-

шать интенсивность нетоза посредством высво-
бождения широкого спектра биологически ак-
тивных веществ (RANTES, PF4, HMGB1 и др.), 
а также за счет прямых контактных взаимодей-
ствий с нейтрофилами через TLR4, либо CD18 ↔ 
GPIb рецепторы [3]. Активация процесса форми-
рования NETs создает предпосылки для развития 
неблагоприятных протромботических и провос-
палительных событий в сосудистом русле и мо-
жет рассматриваться как возможный предик тор 
развития осложнений при системных заболева-
ниях соединительной ткани.

Цель исследования – оценить возможную роль 
тромбоцитов в поддержании повышенной нето-
тической активности нейтрофилов у пациентов с 
СКВ.

Материалы и методы
В исследование включены 29 пациентов с 

системной красной волчанкой (28 женщин и 
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1 мужчина) в возрасте от 23 до 53 лет. Диагноз 
был установлен на основании классификаци-
онных диагностических критериев (ACR, 1997). 
Длительность анамнеза варьировала от 3 меся-
цев до 25 лет. Клиническая активность оценива-
лась в баллах по индексам SLEDAI2K (Systemic 
Lupus Erythematosus Disease Activity Index, 1992). 
Минимальная степень активности определена у 
12 (41%), умеренная – у 10 (34%) и высокая – у 
7 (25%) обследуемых. Всем пациентам проводи-
лось комплексное лабораторное обследование, 
включающее общеклинические, биохимические 
и специальные иммунологические тесты (анти-
тела к ядру, ДНК, рибонуклеопротеинам, рев-
матоидный фактор, циркулирующие иммунные 
комплексы и др.). 

Контрольную группу составили 50 клиниче-
ски здоровых доноров сопоставимых по полу и 
возрасту, которые на момент исследования не 
имели клинико-лабораторных признаков тяже-
лой сопутствующей патологии. 

Образование NETs лейкоцитами исследова-
лось по методу И.И. Долгушина и соавт. в нашей 
модификации [1]. Лейкоциты получали путем от-
стаивания гепаринизированной венозной крови 
(10 Ед/мл) в течение 45 минут при 37 °С. Готовили 
рабочую суспензию лейкоцитов, доводя до кон-
центрации 5  ×  106 клеток/мл путем разведения 
необходимым количеством фосфатно-солево-
го бу фера (рН = 7,4).

Изучение влияния тромбоцитов на NET-
образование осуществляли в аутологичных сме-
шанных культурах, которые готовили следующим 
образом: лейкоцитарную суспензию смешивали 
с равным объемом обогащенной тромбоцитами 
плазмы (ОТП) с концентрацией тромбоцитов 
200  ×  109 кл/л (LE + ОТП). Оптимальная кон-
центрация тромбоцитов подбиралась заранее 
в смешанных культурах с использованием кле-
ток периферической крови здоровых лиц [2]. 
В ряде исследований использованы тромбо-
циты, активированные АДФ (2,5 мкг/мл рас-
твор) (LE + ОТП/АДФ). Контролем служила 
лейкоцитарная суспензия, смешанная с равным 
объемом бедной тромбоцитами плазмы (БТП) 
(LE + БТП). Подготовленные культуры инкуби-
ровали в течение 30 или 150 минут при 37 °С. Да-
лее изготавливали мазки, окрашивали по Рома-
новскому–Гимзе и микроскопировали. Подсчет 
NET осуществляли на 200 сосчитанных нейтро-
филов, результат выражали в процентах.

Агрегационные свойства тромбоцитов оцени-
вали турбидиметрическим методом с помощью 
фотооптического агрегометра «СОЛАР» АР2110. 
В качестве индукторов агрегации тромбоци-
тов использовали раствор АДФ в концентрации 
2,5 мкг/мл. Определяли следующие показатели: 

Рисунок 1. Эффект активированных тромбоцитов на 
параметры NET-образования у здоровых лиц (n = 50)
Примечание. Данные представлены в виде Ме (Q0,25-Q0,75);  
* – различия значимы (р < 0,05) в сравнении с тестом 
LE + ОТП; ** – различия значимы (р < 0,05) в сравнении 
с тестом LE + БТП.
Figure 1. Effect of activated platelets on the parameters of NET-
education in healthy individuals (n = 50)
Note. Data are presented in the form of Me (Q0.25-Q0.75); *, the 
differences are significant (p < 0.05) in comparison with the LE + PRP 
test; **, the differences are significant (p < 0.05) in comparison with the 
LE + PPP test.

максимальная степень агрегации (%), время, со-
ответствующее максимальной степени агрегации 
(с), скорость агрегации за первые 60 секунд после 
добавления индуктора (%/мин).

Статистический анализ проводился при по-
мощи пакета прикладных программ Statistica 6.0 
(StatSoft Inc., США) с использованием непараме-
трических методов: критерий U Манна–Уитни, 
корреляционный анализ Спирмена. Результат 
выражали в виде медианы (Ме) и интерквартиль-
ного интервала (Q0,25-Q0,75). Различия считали 
значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты
Ранее нами была описана способность интакт-

ных аутологичных тромбоцитов оказывать угне-
тающее действие на образование нейтрофилами 
экстрацеллюлярных сетей в культурах in vitro у 
здоровых лиц и пациентов с СКВ [2]. В связи с 
этим мы проанализировали эффект активиро-
ванных тромбоцитов на данный процесс (рис. 1).

Как видно из рисунка 1, в аутологичных куль-
турах, инкубированных в течение 30 минут, не-
активированные тромбоциты подавляли нетоз 
(LE + ОТП vs LE + БТП р = 0,004), тогда как ак-
тивированные АДФ тромбоциты эффекта не ока-
зывали (LE + ОТП/АДФ vs LE + БТП р > 0,05, но 
LE + ОТП/АДФ vs LE + ОТП р = 0,02). В 150-ми-
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нутных культурах влияние тромбоцитов на нетоз 
вовсе не выявлялось. 

Известно, что процессы нетоза могут реали-
зоваться с участием различных механизмов, как 
зависимых от активных форм кислорода (через 
активацию NADPH-оксидазы, «суицидальный» 
нетоз), так и независимым (так называемый 
NADPH-независимый, «витальный» нетоз). По-
следний происходит в течение короткого проме-
жутка времени (5-60 минут) [8]. Это дает основа-
ние считать, что наши результаты демонстрируют 
эффект тромбоцитов прежде всего на витальный 
нетоз (культуры, инкубированные в течение 30 
минут). 

Учитывая возможность влияния присутствую-
щего в культуральной среде стимулятора (АДФ) 
на процессы нетоза, мы провели контрольные 
исследования. Для этого подготовленную, как 
описано выше, лейкоцитарную суспензию сме-
шивали с равными объемами питательной сре-
ды RPMI-1640 и раствором индуктора агрегации 
тромбоцитов АДФ (2,5 мкг/мл). В качестве кон-
троля использовали тест-культуру в среде. При 
этом различий по количеству NETs в сравнивае-

мых культурах не обнаруживалось, что свидетель-
ствует об отсутствии непосредственного влияния 
индуктора тромбоцитов (АДФ) на нетоз.

Таким образом, у здоровых лиц активация 
тромбоцитов отменяет их угнетающий эффект 
на кислород-независимый нетоз в аутологичных 
культурах in vitro. 

У пациентов с СКВ эффект тромбоцитов на 
образование NETs был сходным, но отмечалась 
выраженная вариабельность показателей, что по-
служило основанием для раздельной его оценки в 
зависимости от активности заболевания (табл. 1).

Выявлено, что эффект тромбоцитов, сходный 
с наблюдаемым в контрольной группе, отмечался 
у пациентов с первой степенью активности забо-
левания: интактные тромбоциты подавляли не-
тоз (LE + ОТП vs LE + БТП р = 0,002 и р = 0,002 
для 30 минут и 150 минут соответственно), тог-
да как при активации тромбоцитов эффект от-
менялся (LE + ОТП/АДФ vs LE + БТП р > 0,05, 
но LE + ОТП/АДФ vs LE + ОТП р = 0,03 и 
р = 0,007). У пациентов со второй степенью ак-
тивности тромбоциты оказывали не угнетающее, 
а, напротив, стимулирующее влияние на нетоз. 

ТАБЛИЦА 1. ЭФФЕКТ ТРОМБОЦИТОВ IN VITRO НА ОБРАЗОВАНИЕ NETs У ПАЦИЕНТОВ С СКВ, В ЗАВИСИМОСТИ ОТ 
СТЕПЕНИ АКТИВНОСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. EFFECT OF PLATELETS IN VITRO ON THE FORMATION OF NETs IN PATIENTS WITH SLE, DEPENDING ON THE 
DISEASE ACTIVITY, Ме (Q0.25-Q0.75)

Степень активности
Disease activity

Тест-культура
Test culture

1 
(n = 12)

2 
(n = 10)

3 
(n = 7)

Длительность культивирования 30 минут
Time of cultivation 30 minutes

LE + ОТП 
LE + PRP 2 (1-3)** 8 (3-9) 6 (3-7)

LE + ОТП/АДФ 
LE + PRP/ADP 6,5 (3,5-7,5)* 9 (6-11)** 5 (2-5)**

LE + БТП 
LE + PPP 5,5 (5,0-7,5) 6,5 (5-8) 7 (6-8)

Длительность культивирования 150 минут
Time of cultivation 150 minutes

LE + ОТП 
LE + PRP 4 (4,0-4,5)** 12 (11-16)** 8 (6-10)

LE + ОТП/АДФ 
LE + PRP/ADP 9 (6,0-9,5)* 16 (8-18)** 10 (7-10)

LE + БТП 
LE + PPP 7,7 (6,5-9,0) 9 (6;10) 10 (8-12)

Примечание. * – различия значимы (р < 0,05) в сравнении с тестом LE + ОТП; ** – различия значимы (р < 0,05) 
в сравнении с тестом LE + БТП. 

Note. *, differences are significant (p < 0.05) in comparison with the LE + PRP test; **, differences are significant (p < 0.05) 
in comparison with the LE + PPP test.
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NADPH-зависимый механизм NET-образования 
активировали как интактные, так и стимулиро-
ванные АДФ тромбоциты (р = 0,03 и р = 0,04 со-
ответственно), а на NADPH-независимый про-
цесс оказывали эффект только активированные 
тромбоциты (р = 0,04). У пациентов с третьей 
степенью активности тромбоциты в аутологич-
ной культуре не влияли на нетоз. Таким образом, 
выраженность и направление эффекта тромбо-
цитов на формирование нейтрофилами экстра-
целлюлярных сетей в культурах in vitro зависело 
от степени активности СКВ. Это может быть об-
условлено различиями в исходной степени акти-
вации тромбоцитов на уровне организма. Анализ 
агрегатограмм больных СКВ продемонстрировал 
выраженную гиперактивацию тромбоцитов у 
всех пациентов по сравнению со здоровыми ли-
цами (табл. 2).

При этом максимальное повышение показа-
телей агрегации отмечалось у пациентов со вто-
рой степенью активности заболевания (р = 0,005 
и р = 0,013 соответственно). Как указывалось 
выше, именно в этой подгруппе пациентов на-
блюдались стимулирующие эффекты тромбо-
цитов на нетоз в тесте in vitro. Однако статисти-
чески значимых корреляций между степенью 
активности тромбоцитов и их влиянием на нетоз 
в культуре in vitro выявить не удалось. Не было 
также выявлено сопряженности между количе-

ством тромбоцитов в периферической крови, их 
функциональной активностью, степенью тром-
боцитопении – с одной стороны и количеством 
NETs – с другой. Исходя из этого, мы предпо-
ложили, что тромбоцитарно-нейтрофильные 
взаимодействия не играют ведущей роли в повы-
шения NETs в организме пациентов с СКВ. По-
видимому, более существенным является вклад 
различных растворимых медиаторов, в изобилии 
присутствующих в крови больных (факторы вос-
паления, аутоантитела и другие) и являющихся 
триггерами нетоза [7]. Известно, что стимулято-
ром нетоза может являться С-реактивный белок 
(СРБ) [6]. У наших пациентов также обнаружи-
валась взаимосвязь между показателями нетоза и 
концентрацией СРБ (r = 0,51; р = 0,03 и r = 0,58; 
р = 0,02 для суицидального и витального нето-
за соответственно). Кроме того, были выявлены 
корреляции между титрами anti-SS-A, anti-SS-B 
и количеством NETs (r = 0,66; р = 0,04 и r = 0,76; 
р = 0,02 соответственно), а также содержанием 
циркулирующих иммунных комплексов в плазме 
и активностью нетоза (ЦИК ↔ NETs , r = 0,68; 
р = 0,02). У 16 (55%) больных в крови присутство-
вал ревматоидный фактор (РФ), концентрация 
которого оказалась взаимосвязанной с нетоти-
ческой активностью нейтрофилов (РФ ↔ NETs, 
r = 0,73; р = 0,007). 

ТАБЛИЦА 2. АГРЕГАЦИОННЫЕ СВОЙСТВА ТРОМБОЦИТОВ В ТЕСТЕ С АДФ У ПАЦИЕНТОВ С СКВ ПРИ РАЗНОЙ 
СТЕПЕНИ АКТИВНОСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. AGGREGATION PROPERTIES OF PLATELETS IN THE TEST WITH ADP IN PATIENTS WITH SLE WITH DIFFERENT 
ACTIVITY OF THE DISEASE, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели агрегации
Aggregation

indicators

Группа
обследуемых
Test group

Максимальная степень 
агрегации, %

Maximum degree of 
aggregation, %

Время агрегации, с
Aggregation time, s

Скорость агрегации,  
%/мин

Aggregation rate, %/min

СКВ 1 ст. акт. 
SLE 1 degree of activity
(n = 12)

56,1 (46,4-68,6) 353,5 (271,5-475,5)* 39,6 (23,9-72,6)

СКВ 2 ст. акт. 
SLE 2 degree of activity
(n = 10)

91,2 (63,4-98,4)* 530,0 (480,0-555,0)* 58,3 (36,8-61,1)

СКВ 3 ст. акт. 
SLE 3 degree of activity
(n = 7)

66,3 (53,4-93,5)* 495,5 (340,0-577,0)* 53,7 (38,4-80,0)

Контроль
Control group
(n = 50)

39,8 (32,8-63,7) 148,5 (72-239) 52,2 (37,2-60,4)

Примечание. * – различия значимы (р < 0,05) в сравнении с контрольными показателями (здоровые лица).

Note. *, the differences are significant (p < 0.05) in comparison with the control indicators (healthy faces).
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Таким образом, индукция NET-образования 
при СКВ происходит под воздействием множе-
ства факторов. Наши исследования продемон-
стрировали, что тромбоцитарно-нейтрофильные 
взаимодействия не являются ведущей причиной 
повышения количества NETs при СКВ. Основная 
роль в инициации нетоза при данной патологии, 
по-видимому, принадлежит другим активаторам.

Выводы
1. У здоровых лиц тромбоциты в культу-

ре in vitro снижают способность аутологичных 
лейкоцитов к NADPH-независимому нето-
зу (р = 0,004). Активация тромбоцитов АДФ 
(2,5 мкг/мл) отменяет их влияние на образование 
внеклеточных сетей.

2. У пациентов с СКВ выраженность и направ-
ление эффекта тромбоцитов на нетоз в культурах 
in vitro зависит от степени активности заболева-
ния: при 1-й степени активности эффект тромбо-
цитов не отличается от здоровых лиц (интактные 

тромбоциты подавляют нетоз (р = 0,002), ин-
дуцированные АДФ – эффекта не оказывают); 
при 2-й степени активности как интактные, так 
и активированные тромбоциты повышают не-
тотическую активность (р = 0,03 и р = 0,04 для 
интактных и активированных тромбоцитов соот-
ветственно); при 3-й степени активности тром-
боциты не влияют на формирование NETs.

3. Значимой сопряженности между количе-
ством тромбоцитов, их функциональной актив-
ностью (по результатам теста агрегации с АДФ) 
и показателями нетоза у пациентов с СКВ не вы-
явлено. 

4. Количество NETs в крови пациентов пря-
мо коррелирует с титром аутоантител к рибону-
клеопротеинам (anti-SS-A и anti-SS-B) (r = 0,66; 
р = 0,04 и r = 0,76; р = 0,02 соответственно), 
концентрацией С-реактивного белка (r = 0,58; 
р = 0,02), ревматоидного фактора (r = 0,73; 
р = 0,007) и циркулирующих иммунных комплек-
сов (r = 0,68; р = 0,02).
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