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Аннотация
Введение. В настоящее время актуальным является изучение взаимодействия Staphylococcus аureus с 
клетками врождённого иммунитета человека в условиях моделирования бактериемии ex vivo, а не только 
в опытах с предварительно выделенными из крови фагоцитами.
Цель: сравнительная оценка изменений фенотипа, интенсивности аэурофильной дегрануляции, гибели 
и лизиса нейтрофилов в образцах цельной крови от условно здоровых доноров при добавлении живых и 
убитых микробных клеток S. aureus АТСС 6538 (209-P). 
Материалы и методы. Бактериемию моделировали добавлением микробов в цельную кровь (с гепари-
ном) в дозах 108–101 м.к./мл. Бактерицидный эффект определяли в различные сроки инкубации крови при 
37оС (в течение 6 ч) микробиологическим методом. С помощью проточной цитометрии в крови проводи-
ли по протоколу Lyse/No-Wash иммунофенотипирование лейкоцитов для определения на поверхности 
нейтрофильных гранулоцитов (НГ) экспрессии маркеров азурофильной дегрануляции (СD63), раннего 
апоптоза (CD95) и клеточной адгезии (CD62L), а также для оценки плотности поверхностной экспрессии 
молекулярного триггера нетоза FcᵧRIIIb (СD16) и тирозиновой протеинфосфатазы (СD45), являющейся ре-
гулятором FcR-опосредованной передачи клеточных сигналов при фагоцитозе и нетозе. Наличие дегене-
ративных изменений в НГ подтверждали с помощью микроскопии при анализе мазков крови, окрашенных 
по Романовскому–Гимзе. 
Результаты. Выявлены выраженные различия в реакции НГ крови человека на живые и убитые клетки  
S. aureus по исследуемым фенотипическим показателям. Только живые микробы запускали в НГ азуро-
фильную дегрануляцию и стимулировали, начиная с 2 ч, появление в крови большого числа НГ с феноти-
пом СD95+. Кроме того, живые бактерии вызывали в фагоцитах вдвое более интенсивную функциональ-
ную перестройку по экспрессии СD45. Они индуцировали быстрое снижение плотности экспрессии СD16 
на НГ и активировали в крови лизис НГ с интенсивностью, зависящей от исходной микробной концентра-
ции. При концентрациях более 105 м.к./мл с помощью технологии проточной цитометрии регистрировали 
через 6 ч присутствие в крови характерной для сепсиса популяции нейтрофилов низкой плотности (с 
фенотипом CD63+СD16low), склонных к спонтанному аутолизису (нетозу). 
Заключение. В условиях моделирования бактериемии ex vivo оценены различные стратегии нейтрофи-
лов крови человека в реализации механизмов защиты макроорганизма от инфекции и определена пер-
спектива применения полученных сведений для выявления лиц с высоким риском развития стафилокок-
кового сепсиса.

Ключевые слова: Staphylococcus aureus, модель бактериемии ex vivo, фагоцитоз, азурофильная де-
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Abstract
Introduction. At present, it is important to study the interaction of Staphylococcus aureus with human innate 
immunity cells under conditions of ex vivo bacteremia modeling, but not only in experiments with phagocytes 
previously isolated from the blood. 
Purpose: comparative assessment of changes in the phenotype, intensity of aurophilic degranulation, death and 
lysis of neutrophils in whole blood samples from apparently healthy donors following the addition of live and killed 
microbial cells of S. aureus ATCC 6538 (209-P). 
Materials and methods. Bacteremia was modeled by adding microbes to whole blood (with heparin) at doses 
ranging from 108 to 101 mc/ml. The bactericidal effect was determined at different time points of blood incubation 
at 37°C (for 6 hours) by the microbiological method. The blood leukocyte immunophenotyping was performed us-
ing flow cytometry according to the Lyse/No-Wash protocol to determine the expression of markers of azurophilic 
degranulation (CD63), early apoptosis (CD95) on the surface of neutrophilic granulocytes (NG) and cell adhesion 
(CD62L), as well as to assess the surface expression density of the molecular trigger of netosis FcᵧRIIIb (CD16) 
and tyrosine protein phosphatase (CD45), which is a regulator of FcR-mediated cell signaling during phagocy-
tosis and netosis. The presence of degenerative changes in NG was confirmed by microscopy in the analysis of 
blood smears stained according to Romanovsky–Giemsa. 
Results. Significant differences were revealed in the response of human blood NG to live and killed S. aureus 
cells according to the studied phenotypic parameters. Only live microbes triggered azurophilic degranulation in 
NCs and stimulated, starting from 2 h incubation, the appearance of a large number of NG with the CD95+ phe-
notype in the blood. In addition, live bacteria induced in phagocytes twice as much functional rearrangement in 
terms of CD45 expression. They induced a rapid decrease in the density of CD16 expression on NG and activat-
ed NG lysis in the blood with an intensity depending on the initial microbial concentration. Following 6 h incubation 
at concentrations of more than 105 mc/ml, flow cytometry detected the presence in the blood of a population of 
low density neutrophils characteristic of sepsis (Low Density Neutrophils — with the CD63+CD16low phenotype), 
whose cells are prone to spontaneous autolysis (netosis). 
Conclusion. Under the conditions of ex vivo modeling of bacteremia, various strategies of human blood neutro-
phils in the implementation of the mechanisms of protection of the macroorganism from infection were evaluated, 
and the prospects of using the obtained information to identify individuals at high risk of developing staphylococ-
cal sepsis were determined. 
Keywords: Staphylococcus aureus, ex vivo model of bacteremia, phagocytosis, azurophilic degranulation of 
neutrophils, apoptosis, netosis, secondary necrosis, leukocyte immunophenotyping, flow cytometry
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Введение
Актуальной проблемой медицины по-прежне-

му является сепсис — тяжёлое патологическое со-
стояние, сопровождающееся нахождением различ-
ного рода патогенов (бактерии, вирусы или грибы) 
в крови. При критически тяжёлой форме проявле-
ния сепсиса (септический шок) диссеминирован-
ное внутрисосудистое свёртывание крови приводит 
к смерти каждого второго пациента в результате 
формирования полиорганной недостаточности на 
фоне прогрессирующих нарушений в системе ге-
мостаза [1]. Однако единой патофизиологической 
концепции септического шока не существует, что 
объясняют недостаточной изученностью сложных 
молекулярных механизмов развития синдрома си-
стемного воспалительного ответа [2, 3], в том числе 
различных механизмов программируемой клеточ-
ной гибели (апоптоз, нетоз, некроптоз и др.), ис-
пользуемых нейтрофильными гранулоцитами (НГ) 
периферической крови для защиты от патогенных 
микроорганизмов и имеющих первостепенное зна-
чение для разрешения воспаления [4]. 

Моделировать синдром системного воспали-
тельного ответа можно «в стерильных условиях» пу-
тём введения животным гепарансульфата, который 
является мощным эндогенным триггером воспале-
ния, высвобождаемым из внеклеточного матрикса 
эндотелия сосудов под влиянием протеолитическо-
го эффекта лейкоцитарной эластазы, или непосред-
ственно лейкоцитарной эластазы [5]. С другой сто-
роны, синдром системного воспалительного ответа 
индуцируют патогенные микроорганизмы и/или 
их структурные компоненты, способные запускать 
в организме процессы массивной секреторной де-
грануляции, гибели и лизиса нейтрофилов перифе-
рической крови с высвобождением из первичных 
гранул этих клеток огромного количества молекул 
лейкоцитарной эластазы в плазму [6, 7], что при ин-
фекциях может играть решающую роль в развитии 
синдрома диссеминированного внутрисосудистого 
свёртывания крови и септического шока [8, 9]. 

Циркуляция бактерий в кровяном русле без 
клинических симптомов обозначается как бакте-
риемия, которая является вероятным, но не обяза-
тельным диагностическим признаком сепсиса [10, 
11]. Однако в крови больных сепсисом обязательно 
отмечается специфическая реакция НГ в виде появ-
ления особой популяции НГ низкой плотности (low 
density neutrophils — LDNs) [12], клетки которой ха-
рактеризуются сниженной степенью гранулярности 
цитоплазмы в результате развития в них интенсив-
ной азурофильной дегрануляции, имеют провоспа-
лительный (пронетотический) фенотип и склонны 
к спонтанному аутолизису (нетозу) [13, 14]. При-
сутствие LDNs, большого числа нейтрофильных 
внеклеточных ловушек (neutrophil extracellular 
traps — NETs) и молекул лейкоцитарной эластазы 

в периферической крови пациентов коррелирует с 
гиперкоагуляцией и развитием тяжёлых форм бак-
териального или вирусного сепсиса [7, 9, 12, 15]. 

Для прогнозирования инфекционных ослож-
нений по появлению и увеличению количества в 
крови клеток популяции LDNs с изменёнными фе-
нотипическими свойствами (экспрессия СD63 и как 
минимум вдвое сниженный уровень экспрессии 
CD16) в последние годы применяется технология 
импульсной проточной цитометрии [13, 14]. По на-
шим данным, при иммунофенотипировании лейко-
цитов по протоколу Lyse/No Wash цитометрический 
анализ позволяет не только количественно оцени-
вать в микрообъёмах цельной крови пациентов из-
менения фенотипа и дегрануляцию нейтрофилов, 
но и контролировать интенсивность процесса лей-
коцитолиза [16]. Однако на модели бактериемии ex 
vivo с использованием живых инфекционных аген-
тов, являющихся наиболее эффективными индукто-
рами нетоза и защитной воспалительной реакции, 
такие исследования не проводились. 

Целью настоящей работы явилась сравнитель-
ная оценка изменений фенотипа, а также интенсив-
ности азурофильной дегрануляции, гибели и лизиса 
нейтрофилов, в образцах цельной крови от условно 
здоровых доноров при добавлении живых и уби-
тых микробных клеток Staphylococcus aureus АТСС 
6538 (209-P). 

Материалы и методы
В исследованиях использовали тест-штамм  

S. aureus АТСС 6538 (209-P) из Государственной 
коллекции патогенных бактерий (Российский про-
тивочумный институт «Микроб»). Суточные куль-
туры S. aureus выращивали на агаре Хоттингера  
(рН 7,2) и в стерильном фосфатно-солевом буфере 
(рН 7,4) с 0,9% NaCl готовили по стандартному об-
разцу мутности ОСО 42-28-59-85П взвеси живых 
бактерий с концентрацией 109 м.к./мл, из которых 
путём последовательного разведения 0,9% NaCl 
получали микробные взвеси более низкой кон-
центрации 108–102 м.к./мл. Для получения взвесей 
убитых бактерий живые микробы обеззараживали  
в течение 80 мин нагреванием на водяной бане при 
60оС [17]. 

Для опытов ex vivo кровь получали из локтевой 
вены 10 условно здоровых добровольцев мужского 
и женского пола в возрасте 23–30 лет на основании 
оформленного добровольного информированного 
согласия. Кровь забирали в объёме 5–9 мл в про-
бирки с антикоагулянтом (гепарином) и использова-
ли в течение 1–2 ч. Исследование проводилось при 
добровольном информированном согласии паци-
ентов. Протокол исследования одобрен Этическим 
комитетом Российского научно-исследовательского 
противочумного института «Микроб» (протокол  
№ 15 от 10.11.2021).
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Для моделирования бактериемии на 1 мл кро-
ви, содержащий в среднем около 2 × 106 фагоцитов, 
добавляли 100 мкл исследуемой взвеси бактерий. 
Для взвесей с концентрацией от 109–102 м.к./мл  
0,9% NaCl это соответствовало концентрациям 
108–101 м.к./мл крови или исходным микробным на-
грузкам (числу бактерий : фагоцит), равным в сред-
нем около 50 : 1, 5 : 1, 1 : 2, 1 : 20, 1 : 200, 1 : 2000, 
1 : 20 000, 1 : 200 000. 

Сравнительную оценку исследуемых в рабо-
те показателей проводили в условиях добавления 
в кровь живых или убитых бактерий в основном 
при микробной нагрузке 50 : 1, обычно использу-
емой для оценки in vitro фагоцитарной активно-
сти гранулоцитов крови человека по отношению 
к S. aureus [17]. Кровь с бактериями помещали в 
термостат с температурой 37оС и инкубировали 
при перемешивании на шуттель-аппарате в течение  
6 ч. Контролем служили образцы, инкубируемые в 
течение 6 ч без бактерий, в которые добавляли по  
100 мкл стерильного 0,9% NaCl на 1 мл крови [18].

Иммунофенотипирование лейкоцитов в иссле-
дуемых образцах крови для проточно-цитофлуо-
риметрического анализа осуществляли по прото-
колу Lyse/No-Wash1 с использованием меченых 
мышиных моноклональных антител к антигенам 
лейкоцитов крови человека («Backman Coulter»): 
СD45-FITC, CD63-PE, CD62L-ECD, CD45-PC5, 
CD16-FITC, CD95-PE, CD38-APC. Гранулоциты 
идентифицировали по степени их внутриклеточной 
гранулярности (интенсивности бокового светорас-
сеяния) и по экспрессии общего лейкоцитарного 
антигена (СD45). В гейте гранулоцитов НГ подсчи-
тывали как фагоциты с высокой экспрессией FcᵧR 
IIIb (CD16) на клеточной поверхности [14]. Изме-
нения в плотности экспрессии СD45 и CD16 на 
клетку регистрировали в неоднородных популяци-
ях нейтрофилов крови как повышение (или сниже-
ние) среднего значения интенсивности клеточной 
флуоресценции (mean fluorescence intensity — MFI), 
количественно измеряемой в условных единицах 
(каналах цитометра) [16]. Кроме того, в крови опре-
деляли относительное содержание НГ, положитель-
ных по экспрессии поверхностных маркеров азуро-
фильной дегрануляции (CD63+), раннего апоптоза 
(СD95+) и клеточной адгезии (СD62L+) [19]. Ре-
зультаты иммунофенотипирования учитывали для 
каждого опытного и контрольного образца крови 
в динамике: через 30 мин, 1, 2, 4, 6 ч инкубации.  
В гейте лимфоцитов через 6 ч определяли долю ак-
тивированных иммунокомпетентных клеток, имею-
щих фенотип CD38+.

1 BD Bioscience Resources and Tools. Stain Lyse No Wash. Direct 
Immunofluorescence Staining of Whole Blood using a Lyse/No-
Wash Procedure. Available at: https://www.bdbiosciences.com/
en-no/resources/protocols/stain-lyse-no-wash

Количество в крови живых клеток S. aureus 
устанавливали на каждый срок микробиологиче-
ским методом [17], основанным на смешивании 
10 мкл крови с 1 мл дистиллированной воды для 
осмотического лизиса в течение 30 с лейкоцитов 
и эритроцитов. Из смеси готовили через 30 с по-
следовательные десятикратные разведения в 0,9% 
NaCl клеточных лизатов, содержащих бактерии и 
разведённую водой плазму, для высева на чашки с 
агаром Хоттингера (рН 7,2) и подсчёта через сутки 
в каждом из этих высевов числа выросших колоний 
стафилококка (КОЕ). Определяли долю выживших 
в крови бактерий в различные сроки инкубации для 
оценки интенсивности и динамики развития ex vivo 
бактерицидного эффекта. Способность стафило-
кокка выживать в крови в зависимости от исходной 
микробной концентрации оценивали по наличию 
(или отсутствию) КОЕ через 6 ч инкубации. 

Активацию внутриклеточного кислородзави-
симого метаболизма в НГ регистрировали с исполь-
зованием изначально нефлуоресцирующего кра-
сителя дихлорофлуоресцеина диацетата, который, 
пассивно проникая в клетки, превращается в нака-
пливающееся в цитоплазме флуоресцирующее со-
единение под влиянием образующейся при «кисло-
родном взрыве» перекиси водорода. Реакцию стави-
ли в опытах с кровью, обсеменённой S. aureus, путём 
смешивания её с рабочим раствором дихлорофлуо-
ресцеина диацетата (10 мкМ). Образцы инкубирова-
ли 30 мин при 37оС. По окончании инкубации про-
водили лизис эритроцитов и фиксацию лейкоцитов 
в FACS Lysing Solution («BD Biosciences»). Результат 
учитывали, измеряя методом проточной цитометрии 
в гейте гранулоцитов MFI в зелёной области спектра. 
Степень стимуляции фагоцитов по уровню генерации 
активных форм кислорода выражали в сравнении с 
контролем в виде коэффициента стимуляции [20].  
Функциональную неоднородность популяции гра-
нулоцитов по исследуемому показателю характери-
зовали значением коэффициента вариации (%). 

Дегрануляцию нейтрофилов оценивали по по-
верхностной экспрессии клетками фенотипическо-
го маркера азурофильной дегрануляции CD63 [13] 
и по снижению показателя внутриклеточной гра-
нулярности (бокового светорассеяния) [16]. Кроме 
того, с 30-минутным интервалом контролировали в 
течение 6 ч состояние мембран лизосомальных гра-
нул фагоцитов с помощью суправитальной окраски 
клеток в образцах цельной крови флуорохромом 
акридиновым оранжевым [21]. Нарушение стабиль-
ности в НГ первичных (бактерицидных) гранул, 
несущих активность ферментов эластазы и миело-
пероксидазы, регистрировали методом проточной 
цитофлуориметрии как утрату способности этих 
гранул аккумулировать в цитоплазме большое ко-
личество молекул акридинового оранжевого, флуо-
ресцирующих в красной области спектра [22, 23]. 
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Интенсивность лизиса нейтрофилов количе-
ственно оценивали методом проточной цитометрии 
по снижению относительного количества грануло-
цитов в образцах цельной периферической крови, а 
также по сопутствующему ему увеличению доли в 
суммарной лейкоцитарной популяции разрушенных 
фагоцитов, регистрируемых цитометром в обла-
сти клеточного дебриса [16]. Данные об интенсив-
ности лейкоцитолиза и содержании в крови через  
6 ч инкубации LDNs с пронетотическим фенотипом 
(CD16low [13, 14]) сопоставляли при различных ис-
ходных микробных нагрузках с результатами ми-
кробиологического анализа. 

Наличие в клетках дегенеративных измене-
ний подтверждали путём исследования фикси-
рованных 96% этанолом и окрашенных по Ро-
мановскому–Гимзе мазков крови на микроскопе 
«Olympus CX41» («Olympus») с цифровой камерой 
 «VZ-C31S» («VideoZavr») в программе «VideoZavr 
v. 1.5». Индексы дегенерации нейтрофилов оцени-
вали как долю НГ с морфологическими признака-
ми нетоза и/или некроптоза при микроскопическом 
анализе около 200 отдельных лейкоцитов. Детек-
цию эритроцитов с изменённой клеточной мор-
фологией проводили в 5 полях зрения, где учиты-
вали результаты анализа не менее 600 клеточных  
элементов [24]. 

Для оценки показателей светорассеяния и MFI 
меченных CD-маркерами лейкоцитов крови в рабо-
те использовали проточный цитометр «Dako Cyto-
mation» с программным обеспечением «Summit 
v.4.3 Built 2445» [16]. Эксперименты с лейкоцитами, 
окрашенными в крови флуорохромом акридиновым 
оранжевым, проводили на двухканальном ламповом 
проточном цитофлуориметре «ICP22 PHYWE», не 
имеющем каналов светорассея ния [23]. 

Полученные экспериментальные данные ста-
тистически обрабатывали с использованием стан-
дартного пакета программ «Microsoft Office Excel 
2016», «Statistica 10.0» («StatSoft Inc.»). Их пред-

ставляли в виде медианы (Me) и квартильных от-
клонений (Q25–Q75) с расчётом достоверности раз-
личий в исследуемых группах с использованием 
U-критерия Манна–Уитни. Связи между показате-
лями оценивали с помощью коэффициента ранго-
вой корреляции Спирмена. Значение р < 0,05 счита-
ли статистически значимым. 

Результаты
При отсутствии в крови бактерий в среднем 

около 10% гранулоцитов спонтанно генерировало 
активные формы кислорода в системе НАДФН-ок-
сидазы. Живые и убитые клетки исследуемого 
штамма S. aureus, попадая в кровь, стимулировали 
через 30 мин кислородзависимый метаболизм око-
ло 70 и 90% гранулоцитов соответственно. Вариа-
ция интенсивности функциональной активации от-
дельных фагоцитов по уровню продукции активных 
форм кислорода была при этом вдвое выше в ответ 
на живые, чем на убитые клетки S. aureus (табл. 1).

При контакте в крови с живыми бактериями 
на поверхности НГ уже через 30 мин в 4,3 раза по-
вышалась и сохранялась повышенной в течение 6 ч 
плотность экспрессии тирозиновой протеинфосфа-
тазы (общего лейкоцитарного антигена СD45), в то 
время как убитые микробы индуцировали повыше-
ние поверхностной экспрессии CD45 только в 2,2 
раза (табл. 2). Функциональная активация клеток 
врождённого иммунитета в опытных образцах кро-
ви по данному параметру выглядела в сравнении с 
контролем как смещение популяции гранулоцитов 
(региона R8 на цитограмме б; рис. 1) вправо по 
оси абсцисс — в область более высоких значений 
плотности экспрессии антигена CD45, характерных 
для лимфоцитов периферической крови. Кроме то-
го, через 30 мин в крови, обсеменённой живыми и 
убитыми клетками S. aureus, увеличивалась на 15% 
плотность экспрессии FcᵧR IIIb (CD16) на НГ и сни-
жалась доля нейтрофилов с фенотипом CD62L+ в 
среднем на 22% (табл. 2). 

Таблица 1. Показатели индуцированного бактериями кислородзависимого метаболизма НГ в крови, обсеменённой 
живыми и убитыми клетками S. aureus, в сравнении с показателями спонтанной реакции в контроле, Ме (Q25–Q75)
Table 1. Indicators of neutrophilic granulocyte bacteria-induced oxygen-dependent metabolism in blood contaminated with live 
and dead Staphylococcus aureus cells in comparison with indicators of spontaneous reaction in control, Ме (Q25–Q75)

Группа
Group

Тип реакции
Type of reaction

Активность, %
Activity, %

Интенсивность,  
усл. ед.

Intensity, rel. units

Коэффициент  
вариации, %

Сoefficient  
of variation, %

Индекс стимуляции,  
усл. ед.

Index of stimulation,  
rel. units

Контроль
Control

Спонтанная
Spontaneous

9,8 (6–13) 23 (18–26 ) 19 (17–23) –

Живые клетки
Live cells

Индуцированная
Induced

68 (61–75)*# 97 (90–110)* 47 (39–50)*# 6,8

Убитые клетки
Dead cells

Индуцированная
Induced

91 (85–94)* 88 (83–102)* 24 (18–30) 9,1

Примечание. *р < 0,05 по сравнению с контролем; #р < 0,05 по сравнению с убитыми клетками. 
Note. *р < 0.05 in comparison with the control; #р < 0.05 in comparison with dead cells.
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Рис. 1. Функциональная активация по экспрессии тирозиновой протеинфосфатазы (CD45), дегрануляция и лизис НГ  
в крови, обсеменённой живыми клетками S. aureus.

Цитограммы распределений лейкоцитов крови по степени гранулярности (боковому светорассеянию, SS) и уровню поверхностной 
экспрессии СD45 получены через 30 мин после добавления в кровь 0,9% NaCl — контроль (а), а также после добавления живых 

клеток S. aureus в дозе 108 м.к./мл — через 30 мин (б), 2 ч (в) и 4 ч (г). 
В области R1 локализуются неповреждённые лимфоциты, моноциты и гранулоциты. В регионе R8 — гранулоциты, которые через  
30 мин активированы по экспрессии CD45 (на цитограмме б), а затем переходят в состояния различной степени дегрануляции и 

аутолизиса (на цитограммах в и г). За пределами области R1 на каждой цитограмме учитываются сигналы от клеточного  
дебриса — лизированных нейтрофилов. Доля неповреждённых нейтрофилов снижалась в крови (в регионе R8) к 4 ч до 13%  

с исходного значения 61,3% в контроле. 
Fig. 1. Functional activation by expression of tyrosine protein phosphatase (CD45), degranulation and lysis of neutrophilic 

granulocytes in blood contaminated with live S. aureus
Cytograms of distributions of blood leukocytes according to the degree of granularity (side light scattering, SS) and the level of surface 

expression of CD45 were obtained 30 minutes after the addition of PBS-control (a) to the blood, and also after addition of live S. aureus cells 
at a dose of 108 mc/ml: 30 minutes (b), 2 hours (c) and 4 hours (d). 

In the R1 region, intact lymphocytes, monocytes and granulocytes are localized. In the R8 region, granulocytes are activated after 30 min 
by CD45 expression (on cytogram b), and then go into states with varying degrees of their degranulation and autolysis (on cytograms c and 
d). Outside the R1 region, each cytogram takes into account signals from cellular debris — lysed neutrophils. The proportion of neutrophils 

decreased in the blood (in R8 region) by 4 hours to 13% from the initial value of 61.3% in the control.

a | a

в | с

б | b

г | d
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Таблица 2. Результаты оценки изменений фенотипа нейтрофилов при моделировании стафилококковой бактериемии 
в зависимости от срока инкубации крови и жизнеспособности бактерий, Ме (Q25–Q75)
Table 2. The results of neutrophils phenotype changes estimation in the modeling of staphylococcal bacteremia, depending 
on the duration of blood incubation and the bacterial viability, Ме (Q25–Q75)

Показатель 
Parameter

Группа
Group

Значения в различные сроки инкубации (мин)
Values at different time points of incubation (min)

30 60 120 240 360

Экспрессия | Expression

СD45, MFI Контроль | Control 11,6 (10,2–13,4) 12,4 (10,6–5,0) 17,1 (14,5 –18,8) 22 (20,2–24,4) 23,4 (20,6–25)

Живые клетки | Live cells 50,4 (46–55,5)*# 56 (52,4–8,7)*# 48,3 (46,2–1,8)*# 66 (61,2–71,4)*# 67 (63,4–70)*#

Убитые клетки | Dead cells 27 (21,3–32,0)* 34 (30,3–37,4)* 36 (32,5–40,2)* 39  (37,8–41,6)* 38 (36,8–40,3)*

CD16, MFI Контроль | Control 286 (263–296) 292 (288–300) 304 (286–318) 324 (306–340) 335 (322–350)

Живые клетки | Live cells 330 (316–344)* 228 (201–67)*# 148 (144–152)*# 46 (41–50)*# 37 (35–48)*#

Убитые клетки | Dead cells 336 (323–342)* 299 (288–315) 296 (283–314) 310 (292–326) 300 (286–338)

Доля | Share

CD62L+, % Контроль | Control 41 (40,4–41,5) 41 (40,2–41,6) 45 (43,7–46,6) 34 (31,3–37,1) 32 (30,2–34,6)

Живые клетки | Live cells 32 (30,8–33,6)* 32 (31,1–33,4)* 33 (31,3–33,8)* 31 (30,2–32,4) 32 (31,3–31,9)

Убитые клетки | Dead cells 34 (33,4–34,5)* 27 (26,6–27,7)* 26 (24,2–27,3)* 27 (26,3–27,8)* 23  (21,5–26,6)*

CD63+, % Контроль | Control 10 (8,8–11,6) 10 (9,2–13,8) 14 (11,4– 16,3) 17 (15,5–19,7) 18 (16,3–21,4)

Живые клетки | Live cells 18 (17,2–19,0)*# 35 (34,5–5,7)*# 70 (67–72,4)*# 83 (74,5–93)*# 79 (68,4–90,2)*#

Убитые клетки | Dead cells 12 (10,3–14,3) 13 (10,6–14,1) 15 (14,4–15,7) 19 (18,3–19,8) 19 (18,5–20,7)

CD95+, % Контроль | Control 4 (2,7–8,4) 6 (5,5–6,6) 29 (24,2–33,7) 54 (48,4–60,4) 57 (51,2–63,3)

Живые клетки | Live cells 18 (17,4–19,5)*# 46 (43,4–1,1)*# 80 (78,2–82,8)*# 65 (63,3–66,5)*# 66 (62–70)*#

Убитые клетки | Dead cells 6 (4,3–9,7) 10 (8,8–11,7)* 32 (28,2–35,5) 70 (68–72,2)* 80 (78,5–81,7)

Примечание. *р < 0,05 по сравнению с контролем; #р < 0,05 по сравнению с убитыми клетками. 
Note. *р < 0.05 in comparison with the control; #р < 0.05 in comparison with dead cells.

Рис. 2. Динамика нарушения стабильности мембран бактерицидных гранул в НГ, осуществляющих киллинг  
в крови S. aureus. 

На каждой из 6 гистограмм представлено частотное распределение 30 000 лейкоцитов цельной крови человека по интенсивности 
красной флуоресценции цитоплазматических лизосомальных гранул в условных единицах (каналах цитометра от 10 до 256 по оси 

абсцисс) после суправитальной окраски акридиновым оранжевым. По оси ординат — количество клеток на канал от 0 до 1000. 
Два пика соответствуют лимфоцитам (слева) и гранулоцитам (справа). Краситель в большом количестве аккумулировался и удержи-
вался гранулами фагоцитов в своей заряженной флуоресцирующей форме (АОН+) за счёт непрерывного перекачивания протонов Н+ 

через неповреждённые мембраны лизосом живых клеток, что позволяло дифференцировать гранулоциты (около 60% лейкоцитов 
крови) по их интенсивной красной флуоресценции от лимфоцитов [21]. К 4 ч в гранулоцитах крови, взаимодействующих только с 

живым стафилококком, нарушалась стабильность мембран бактерицидных гранул, и клетки утрачивали свою интенсивную  
флуоресценцию в красной области спектра. 

Fig. 2. Dynamics of bactericidal granules membrane stability disturbance in neutrophilic granulocytes that carry out the killing 
of S. aureus in the blood.

Each of 6 histograms shows the frequency distribution of 30,000 human whole blood leukocytes according to the intensity of red fluorescence 
of cytoplasmic lysosomal granules after supravital staining with acridine orange in arbitrary units (cytometer channels from 10 to 256 along 

the abscissa axis). The y-axis shows the number of cells per channel from 0 to 1000. Two peaks correspond to lymphocytes (left) and 
granulocytes (right). The dye was accumulated in large quantities and retained in phagocyte granules in its charged fluorescent form (AOH+) 

due to the continuous pumping of H+ protons through intact lysosome membranes of living cells, which made it possible to differentiate 
granulocytes (about 60% of blood leukocytes) by their intense red fluorescence from lymphocytes [21]. By 4 h, in blood granulocytes 

interacting only with live staphylococcus, the stability of bactericidal granule membranes was disturbed, and these cells lost their intense 
fluorescence in the red region of the spectrum.

30 мин | min 60 мин | min 90 мин | min 120 мин | min 180 мин | min 240 мин | min
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Рис. 3. Дегенеративные изменения в нейтрофилах и эритроцитах, индуцированные в крови человека живыми  
клетками S. aureus.

Мазки крови (× 400), окрашенные по Романовскому–Гимзе, через 6 ч инкубации с убитыми (а) и живыми (б) клетками S. aureus.
а — сегментоядерный (1) и палочкоядерный (2) нейтрофилы с неповреждённой цитоплазматической мембраной  

и имеющие нормальную форму эритроциты (дискоциты);  
б: 1 — нейтрофил на стадии нетоза; 2 — трансформированные эритроциты (эхиноцит и овалоцит).

Fig. 3. Degenerative changes in neutrophils and erythrocytes induced in human blood by live S. aureus.
Blood smears (× 400), stained according to Romanovsky–Giemsa, after 6 hours of incubation with killed (а) and live (b) S. aureus.
a — segmented (1) and stab (2) neutrophils with an intact cytoplasmic membrane and normal shaped erythrocytes (discocytes);  

b: 1 — neutrophil at the stage of netosis; 2 — transformed erythrocytes (echinocyte and ovalocyte).

a | a

1

12

2

б | b

Убитый стафилококк не индуцировал в те-
чение 6 ч развития азурофильной дегрануляции в 
нейтрофилах цельной крови человека, в то время 
как в крови тех же доноров, обсеменённой живыми 
микробами, доля функционально активированных 
НГ с фенотипом CD63+ увеличивалась в 1,8 раза че-
рез 30 мин, в 3 раза через 1 ч (до 35%) и достигала 
максимума к 4 ч инкубации (табл. 2), когда в 80% 
гранулоцитов полностью нарушалась стабильность 
мембран бактерицидных гранул с активностью 
эластазы и миелопероксидазы (рис. 2 и рис. 1, г). 

На фоне отсутствия реакции со стороны бак-
терицидных гранул нейтрофилов в крови, обсеме-
нённой убитыми бактериями, плотность экспрессии 
CD16 на поверхности фагоцитов после 15% повыше-
ния через 30 мин фактически не менялась вплоть до  
6 ч инкубации. При взаимодействии с живыми клет-
ками S. aureus экспрессия FcᵧR IIIb (CD16) на НГ 
существенно снижались: на 30% через 1 ч, вдвое — 
через 2 ч, в 9 раз — к 6 ч инкубации. На поверхности 
около 80% нейтрофилов живой стафилококк инду-
цировал к 2 ч экспрессию фенотипического маркера 
раннего апоптоза, в то время как доля НГ с феноти-
пом CD95+ в контроле и пробах с убитыми бактери-
ями была в этот срок около 30%. При дальнейшей 
инкубации крови, обсеменённой живыми микроба-
ми, доля НГ с фенотипом CD95+ снижалась (табл. 2).  

В интервале времени от 4 до 6 ч, когда в подавляющем 
числе НГ полностью завершался процесс азурофиль-
ной дегрануляции, активировался лизис этих клеток 
в условиях моделирования ex vivo стафилококковой 
бактериемии, что проявлялось в максимальном сни-
жении относительного количества гранулоцитов и 
повышении содержания клеточного дебриса в образ-
цах крови с живыми бактериями (рис. 1, г). В присут-
ствии убитых клеток S. aureus лизиса НГ в крови не 
регистрировали с помощью как микроскопии, так и 
проточной цитометрии (табл. 3). 

По данным микроскопии, в крови c живыми 
бактериями присутствовали не только НГ с дегене-
ративными изменениями в ядрах и цитоплазме, но и 
морфологически изменённые эритроциты (рис. 3). 
Причём с момента активации процесса лейкоцито-
лиза образцы крови с живыми бактериями изменя-
ли свой алый красный цвет на цвет, характерный 
для гемолиза, но в контроле и в крови с убитыми 
микробами такие изменения отсутствовали. При 
морфологическом исследовании выявляли различ-
ную интенсивность дегенеративных изменений в 
НГ при двух самых высоких исходных микробных 
концентрациях, при которых живых бактерий в кро-
ви было больше, чем фагоцитов (50 м.к. и 5 м.к. на 
фагоцит). Однако адекватной количественной оцен-
ки степени различий в образцах при визуальном 
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исследовании мазков крови получено не было, т.к. 
невозможно было учесть число полностью разру-
шенных в условиях ex vivo клеточных элементов. 
Проточная цитометрия с точки зрения детекции 
дегенеративных изменений в НГ обладала более 
высокой чувствительностью и информативностью. 
Представленные в табл. 3 экспериментальные дан-
ные свидетельствуют, что при её использовании 
обеспечивается возможность количественной оцен-
ки интенсивности лейкоцитолиза при моделирова-
нии ex vivo стафилококковой бактериемии и под-
счёта числа LDNs c пронетотическими (провоспа-
лительными) свойствами.

Выявлена сильная обратная корреляционная 
связь между интенсивностью азурофильной дегра-
нуляции нейтрофилов, развивающейся в течение 
первых 2 ч при моделировании ex vivo стафило-
кокковой бактериемии, и выживаемостью в крови 
человека клеток исследуемого штамма S. aureus  
(r = –0,96; p = 0,00001). В этот период времени 
число КОЕ снижалось в среднем на 70%, но за-
тем, в интервале с 2 до 4 ч, рост S. aureus в кро-
ви активировался. После 4 ч число КОЕ в крови 
снова начинало снижаться и достигало через 6 ч 
уровня, соответствующего в среднем около 10% 
от исходного числа КОЕ (рис. 4). При концентра-
циях S. aureus выше 102 м.к./мл рост бактерий по-
давлялся в крови исследуемой группы лиц с 90% 
эффективностью, но полностью не прекращался. 
Основная масса микробов погибала в крови к 6 ч, 
не вызывая при нагрузках менее 1 м.к. на фагоцит 

видимых дегенеративных изменений в НГ услов-
но здоровых доноров. Проточная цитометрия на 
модели бактериемии ex vivo регистрировала рост 
относительного содержания LDNs в суммарной 
популяции гранулоцитов только при увеличении 
исходной концентрации живых бактерий в крови 
до 105 м.к./мл и выше (табл. 3). 

Таблица 3. Интенсивность фенотипических и дегенеративных изменений в гранулоцитах крови человека при модели-
ровании ex vivo стафилококковой бактериемии в зависимости от исходной микробной концентрации
Table 3. The intensity of phenotype end degenerative changes in human blood granulocytes depending on the initial microbial 
concentration in ex vivo modeling of staphylococcal bacteremia

Число, 
м.к./мл
Number, 

mc/ml

Наличие (+) или  
отсутствие (–) роста 

Presence (+) or 
absence (–) of growth

Микроскопия
Microscopy Проточная цитометрия | Flow cytometry

индекс  
дегенерации, % 

degeneration 
index, %

LDNs с фенотипом 
CD16low, %

LDNs with СD16low 
phenotype, %

CD63+-НГ, %
CD63+-NG, %

интенсивность 
лизиса НГ, %

NG lysis intensity, %

клеточный  
дебрис, %

cellular debris, %

108 + > 50 92,2 (88–96)* 78,8 (68–90)* 82 (77–85)* 33 (28–40)*

107 + < 50 36,4 (31–42)* 40,6 (35–44)* 37 (31–44)* 21 (15–25)*

106 + – 21,4 (19–23)* 28,2 (23–33)* 24 (18–31)* 12 (9–16)*

105 + – 9,1 (7,5–10,2)* 20,4 (17–25) 15 (11–21) 9,3 (6–10)

104 + – 6,3 (5,5–7,8) 18,3 (16–22) 16 (12–20) 7,7 (4–9)

103 + – 6,8 (4,4–8,6) 19,4 (18–21) 13 (9 –19) 7,2 (5–10)

102 – – 5,9 (3,6–7,6) 17,7 (15–24) 15 (8–22) 6,0 (3–11)

10 – – 5,6 (3,2–7,3) 18,6 (16–23) 12 (10–15) 5,6 (2–11)

Контроль
Сontrol

– – 5,4 (3,3–6,7) 19 (18,5–20,7) 13  (8,3–16) 8,5 (5–12)

Примечание. СD16low — снижение плотности экспрессии FcᵧR IIIb на НГ до уровня, который более чем вдвое ниже исходного уровня 
экспрессии в контроле; *р < 0,05 по сравнению с контролем (показатели в крови через 6 ч инкубации без бактерий).
Note. CD16low — a decrease in the expression density of FcᵧR IIIb on NG to a level that is more than two times lower than the initial level  
of expression in the control. *р < 0.05 in comparison with control (indicators in the blood after 6 hours of incubation without bacteria).

Рис. 4. Выживаемость S. aureus 209P в крови человека  
в зависимости от срока инкубации, Ме (Q25–Q75). 

Fig. 4. Survival of S. aureus 209P in human blood  
as a function of incubation time, Ме (Q25–Q75). 
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Проявляя на модели бактериемии ex vivo свой 
выраженный активирующий и цитотоксический 
эффект по отношению к НГ периферической крови, 
живой стафилококк не оказывал повреждающего 
воздействия на лимфоциты в исследуемый период 
времени. Относительное содержание активирован-
ных лимфоцитов с фенотипом СD38+ через 6 ч не 
отличалось в крови, обсеменённой живыми микро-
бами, от аналогичного показателя на этот срок в кон-
троле. Однако оно было ниже, чем в образцах крови 
с убитыми клетками S. aureus — 19,6% (18,7–21,5%) 
и 23,3% (22,2–24,2%) соответственно (p < 0,05). 

Обсуждение 
В России ежегодно регистрируется 25–30 тыс. 

случаев инфекций кровотока, связанных с оказани-
ем медицинской помощи, в которых этиологиче-
ским агентом выступает Staphylococcus spp. При-
чём условно-патогенный микроорганизм S. aureus 
является лидером среди приоритетных патогенов 
инфекций кровотока (15% из общего числа случаев 
в мире) [11]. Размножаясь в крови пожилых людей, 
новорождённых, а также лиц с различными имму-
нодепрессивными состояниями, S. aureus может ин-
дуцировать развитие тяжёлой формы бактериально-
го сепсиса с гектической температурой и гнойными 
проявлениями [24]. 

Подходы к лечению бактериемии/сепсиса, 
вызванного S. aureus, имеют низкую доказатель-
ность и требуют оптимизации [25]. Недостаточно 
изучены факторы, влияющие на исход инфекцион-
ного процесса при стафилококковой бактериемии  
[26, 27]. Поскольку S. aureus в организме челове-
ка продуцирует ряд специфических факторов ви-
рулентности, понимание, как этот микроорганизм 
манипулирует иммунной системой организма хо-
зяина, требует детального изучения его взаимодей-
ствия с клетками врождённого иммунитета, причём 
на модели бактериемии ex vivo, а не только в опы-
тах in vitro c предварительно выделенными из крови 
фагоцитами [18, 28]. 

Экспериментальные данные, полученные при 
выполнении настоящей работы, согласуются с вы-
водами исследований Е.Е. Zwack и соавт. [18], в 
которых путём секвенирования РНК нейтрофилов 
были обнаружены на модели стафилококковой бак-
териемии ex vivo выраженные различия в способно-
сти живого и убитого нагреванием S. aureus влиять 
в крови человека на транскрипцию генов, связан-
ных с врождённым иммунным ответом и передачей 
сигналов от цитокинов и хемокинов. Важно, что 
транскрипционная сигнатура нейтрофилов, харак-
терная ex vivo для живых клеток S. aureus, полностью 
отсутствовала в крови с убитым S. aureus, а также 
при моделировании бактериемии живыми клетками 
штаммов S. epidermis, которые для человека являют-
ся значительно менее вирулентными. Наши иссле-

дования на модели стафилококковой бактериемии  
ex vivo впервые выявили выраженные различия в 
способности живых и убитых клеток S. aureus изме-
нять экспрессию на поверхности НГ крови человека 
тирозиновой протеинфосфатазы (CD45), регулиру-
ющей FcR-опосредованную передачу сигналов при 
иммунном фагоцитозе, а также при антителозави-
симой цитотоксичности нейтрофилов, реализуемой 
этими клетками при нетозе (аутолизисе НГ) [29]. 

Только живые клетки S. aureus запускали ex 
vivo, по данным проведённого нами цитофлуори-
метрического анализа, секреторную азурофильную 
дегрануляцию НГ, необходимую для реализации 
бактерицидного эффекта по отношению к S. aureus 
и развития защитной воспалительной реакции на 
месте внедрения этого вида бактерий [30, 31], сти-
мулировали снижение на НГ плотности экспрессии 
молекулярного триггера нетоза FcᵧRIIIb (CD16) [32], 
являющееся маркером IgG-зависимой анафилаксии 
[33], а также индуцировали в крови лизис НГ с ин-
тенсивностью, зависящей от исходной микробной 
концентрации и, как следствие, от микробной на-
грузки на фагоцит в образцах цельной перифери-
ческой крови. Всё это согласуется с выводами ис-
следований В. МcDonald и соавт., в которых in vivo 
на модели бактериемии/сепсиса у лабораторных 
животных было экспериментально доказано, что 
решающую роль в предотвращении диссеминации 
бактерий (S. aureus и Escherichia coli) и развития 
инфекционных осложнений играет процесс захвата 
и обезвреживания микробных клеток в сосудистом 
русле с помощью ДНК-сетей NETs [27]. Нейтрофи-
лы в большом количестве аккумулировались при 
бактериемии/сепсисе в микрокапиллярах печени, 
где кровь с высокой эффективностью очищалась 
от живых бактерий нейтрофилами и макрофагами 
(клетками Купфера). В интервале времени 4–6 ч 
после внутривенного введения животным живых 
бактерий в периферической крови активировался 
аутолизис НГ (нетоз), что в 4 раза повышало эффек-
тивность их захвата и киллинга в сосудистом русле 
в сравнении с базовым уровнем, обеспечиваемым 
только макрофагальным фагоцитозом. Бактерии, 
полностью или частично обезвреженные в NETs, бы-
стро поглощались и переваривались макрофагами. 

Динамика киллинга клеток S. aureus в наших 
исследованиях ex vivo и установленная в работе кор-
реляционная связь между выживаемостью бактерий 
в крови и интенсивностью процесса дегрануляции 
подтверждают, что для обезвреживания этого вида 
бактерий в крови человека нейтрофилы используют 
не только фагоцитоз, но и другие антибактериаль-
ные стратегии (секреторную дегрануляцию и не-
тоз). В течение первых 2 ч в крови погибали, види-
мо, только те бактерии, которые подвергались дей-
ствию продуктов секреторной дегрануляции НГ и 
поглощались активными фагоцитами. Устойчивые 
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к фагоцитозу и внутриклеточному киллингу микро-
бы (или микробные агломераты) обезвреживались 
после 4 ч инкубации, когда в фагоцитах заверша-
лась азурофильная дегрануляция и активировался 
лизис НГ. Поскольку секреторная дегрануляция 
НГ и нетоз играют ключевую роль в повреждении 
тканей, обеспечивая цитотоксические функции [4], 
задержка этих процессов в условиях in vivo, cвя-
занная с нарушением фагоцитарной функции НГ 
при различных иммунодепрессивных состояниях, 
может приводить к генерализации воспалительно-
го процесса с развитием характерных для сепсиса 
инфекционных осложнений [8, 15]. 

По результатам оценки стимуляции в грануло-
цитах крови кислородного метаболизма эти клетки 
в отношении живых бактерий проявляли ex vivo бо-
лее низкую фагоцитарную активность, чем по от-
ношению к убитому стафилококку. Это можно объ-
яснить агглютинацией коагулазоположительных 
штаммов S. aureus в образцах цельной перифериче-
ской крови. Препятствуя фагоцитозу, агглютинация 
способствует развитию у пациентов c бактериемией 
тяжёлых инфекционных осложнений, характерных 
для стафилококкового сепсиса [26]. По данным  
L. Thomer и соавт., через 60 мин после добавления 
в кровь живых клеток S. aureus агглютинации под-
вергалось около 36% бактерий, и только около 64% 
из них поглощалось фагоцитами [34]. Для обезвре-
живания в крови устойчивых к фагоцитозу агломе-
ратов клеток S. aureus требовалось «включение» 
через FcR на клеточной поверхности не связанного 
с фагоцитозом механизма внеклеточной бактери-
цидности НГ присутствующими в плазме специфи-
ческими антителами к вызывающим агглютинацию 
продуктам секреции S. aureus. 

«Выбирать» механизм бактерицидности для 
киллинга патогенных микроорганизмов (фагоцитоз 
или нетоз) позволяет наличие на поверхности НГ 
сенсоров, дифференцирующих по размеру отдель-
ные мелкие бактерии от их крупных агломератов, 
образующихся в плазме в процессе агглютина-
ции [35]. Живой S. aureus считается самым эффек-
тивным индуктором нетоза при взаимодействии с 
НГ крови человека, но убитые нагреванием клет-
ки S. aureus такой способностью, как известно, не 
обладают. Ключевую роль в формировании NETs 
играет белок А, продуцируемый S. aureus во вне-
клеточное пространство, который препятствует 
фагоцитозу, связываясь с FcR клеток врождённого 
иммунитета [36]. Поскольку используемый нами 
штамм S. aureus имеет ген, кодирующий продукцию 
белка А [37], выраженные изменения в экспрессии 
CD16 на клеточной поверхности, зарегистрирован-
ные в наших исследованиях на модели бактериемии 
ex vivo, могут быть связаны с действием этого белка 
на FcᵧRIIIb клеток первой линии врождённой анти-
бактериальной защиты. 

Исследования, проведённые на НГ, предва-
рительно выделенных из периферической крови с 
помощью градиентного центрифугирования, сви-
детельствуют, что при фагоцитозе S. aureus в этих 
клетках запускается механизм индуцируемой бак-
териями апоптотической гибели, и апоптотические 
клетки, поглотившие живые микробы, подвергают-
ся к 6 ч инкубации в системе in vitro неизбежному 
аутолизису (вторичному постапоптотическому не-
крозу — некроптозу) [19] вследствие отсутствия 
in vitro макрофагов, необходимых для реализации 
функции эффероцитоза [8]. По данным, получен-
ным нами на модели стафилококковой бактерие-
мии ex vivo, в крови с живыми клетками S. aureus 
появлялись НГ с фенотипом CD95+, которые впо-
следствии подвергались аутолизису. Интенсивный 
лизис НГ в крови с живыми бактериями, вероятно, 
был связан как с нетозом, так и с вторичным некро-
зом активных фагоцитов. 

Высокую степень тяжести заболевания и се-
рьёзный прогноз при сепсисе клиницисты предпо-
лагают в случаях, когда индексы дегенерации ней-
трофилов в крови пациентов более 50% [24]. Наши 
экспериментальные данные подтверждают вывод 
R. Sun и соавт. о том, что субъективный микроско-
пический метод не пригоден для раннего обнару-
жения и адекватного изучения LDNs в образцах 
цельной периферической крови человека [12].  
В случаях, когда нейтрофилы выделяются из крови 
методом градиентного центрифугирования, попу-
ляция LDNs фактически теряется и, как следствие, 
не учитывается, поскольку клетки этой популяции 
аккумулируются в основном во фракции более низ-
кой плотности вместе с лимфоцитами и моноцита-
ми [13, 14]. Использование проточной цитометрии 
может повысить эффективность изучения популя-
ции LDNs в крови не только на модели стафилокок-
ковой бактериемии ex vivo, но и бактериемии, мо-
делируемой с использованием грамотрицательных 
бактерий. Для нас особый интерес представляют 
возбудители особо опасных бактериальных инфек-
ций, которые, являясь факультативными внутри-
клеточными паразитами, могут длительно размно-
жаться в периферической крови (микрокапиллярах 
печени и других органов), не вызывая развития в 
организме защитной воспалительной реакции [8].  
В исследованиях с такими бактериями данные, 
полученные в опытах с клетками S. aureus, могут 
быть использованы в качестве положительного 
контроля высокой эффективности антибактери-
ального реагирования нейтрофилов перифериче-
ской крови человека. 

Заключение 
Таким образом, благодаря использованию 

проточной цитометрии и процедуры иммунофе-
нотипирования лейкоцитов крови по прото колу  
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ORIGINAL RESEARCHES

Lyse/No-Wash, в работе получены эксперименталь-
ные данные, дополняющие современную инфор-
мацию о различном воздействии живого и убитого 
S. aureus на функциональную активность НГ кро-
ви человека. В образцах крови условно здоровых 
доноров выявлены различия в реакции по феноти-
пическим маркерам CD45, CD63, CD62L, CD16, 
СD95 и способности стимулировать ex vivo лизис 
этих клеток. Полученные результаты могут быть 
перспективной основой для дальнейшего уточне-
ния особенностей реакции НГ в условиях ex vivo с 
целью выявления лиц с высоким риском развития 
стафилококкового сепсиса. 
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