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Резюме
Цель. Изучить взаимосвязи между количе-

ством нейтрофильных внеклеточных ловушек, 
формируемых циркулирующими нейтрофила-
ми, и эхогенностью атеросклеротических бля-
шек в сонных артериях. 

Материалы и методы. В исследование 
включали пациентов в возрасте 40-64 лет без 
установленных атеросклеротических сер-
дечно-сосудистых заболеваний, прошед-
ших дуплексное ультразвуковое сканирова-
ние артерий каротидного бассейна. В слу-
чае выявления атеросклеротических бляшек 
в продольной проекции достигали наилуч-
шей визуализации атеромы с последующим 
сохранением изображения и его экспортом. 
GSM-анализ (GSM – gray scale median, меди-
ана серой шкалы) полученных изображений 
проводили с использованием программного 
обеспечения Adobe Photoshop CS6. Для имму-
нологического исследования использовали ве-
нозную кровь, которую забирали в пробирку с 
литий-гепарином объемом 6 мл. Окрашивание 
нейтрофилов проводили по описанной ранее 
методике. Учёт реакции проводили с исполь-
зованием световой микроскопии. Производи-
ли количественный подсчёт сегментоядерных 
нейтрофилов и нейтрофильных внеклеточных 
ловушек на 100 клеток. 

Результаты. В исследование были включены 
72 пациента без установленных атеросклеротиче-
ских сердечно-сосудистых заболеваний. Атеро-
склеротические бляшки в сонных артериях были 
выявлены у 69,4% пациентов. GSM атеросклеро-
тических бляшек обратно коррелировала с коли-
чеством нейтрофильных внеклеточных ловушек 
(r=-0,310; p=0,029). Количество нейтрофильных 
внеклеточных ловушек у пациентов, имеющих 
атеросклеротические бляшки с GSM менее 60, 
было статистически значимо больше в сравнении 
с пациентами с атеросклеротическими бляшка-
ми, имеющими GSM более 60 (р=0,042). 

Заключение. У пациентов с каротидным 
атеросклерозом эхогенность атеросклеротиче-
ских бляшек, оцениваемая с помощью GSM-
анализа, обратно коррелировала с количеством 
нейтрофильных внеклеточных ловушек, фор-
мируемых циркулирующими нейтрофилами.

Ключевые слова: атеросклеротические 
бляшки, GSM-анализ (GSM – gray scale median, 
медиана серой шкалы), нейтрофильные внекле-
точные ловушки.
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Abstract
Aim. To study the association between the num-

ber of neutrophil extracellular traps (NETs) formed 
by circulating neutrophils and echogenicity of ca-
rotid atherosclerotic plaques. 

Materials and Methods. We enrolled 72 pa-
tients (40-64 years of age) without the clinical 
signs of atherosclerotic vascular disease, who then 
underwent ultrasound duplex scanning of carotid 
arteries. Grayscale median analysis of the images 
was performed using Adobe Photoshop CS6 soft-
ware. Neutrophils were stained and examined by 
means of light microscopy to count NETs.

Results. Carotid atherosclerotic plaques were 
found in 69.4% of asymptomatic patients. Echo-

genicity of atherosclerotic plaques inversely cor-
related with the number of NETs (r = - 0.310; p = 
0.029). The number of NETs in patients with echo-
lucent plaques (GSM < 60) was significantly high-
er in comparison with echogenic plaques (GSM ≥ 
60, p = 0.042). 

Conclusion. Echogenicity of carotid athero-
sclerotic plaques inversely correlates with the 
number of NETs. 

Keywords: atherosclerotic plaques, grayscale 
median analysis, neutrophil extracellular traps.
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Введение
Структурные особенности атеросклеротиче-

ских бляшек (АСБ) в сонных артериях являют-
ся фактором, определяющим риск развития не-
благоприятных сердечно-сосудистых событий 
в различных группах пациентов [1]. Различные 
неинвазивные методы прижизненной визуа-
лизации позволяют идентифицировать разные 
признаки «нестабильности» атеромы: обшир-
ное липидно-некротическое ядро, тонкая по-
крышка, неоваскуляризация и т.д. [2]. Эхоген-
ность АСБ, оцениваемая при ультразвуковом 
исследовании, может рассматриваться как ин-
тегральный маркер «нестабильности» АСБ [3].

Врожденный иммунитет играет важнейшую 
роль в эволюции АСБ и ее дестабилизации [4].  
В последние несколько лет было установлено, 
что нейтрофилы могут способствовать деграда-

ции коллагена в атероме, лизису гладкомышеч-
ных клеток, истончению покрышки АСБ и эро-
зии или разрыву атеромы [5,6]. Одним из ключе-
вых механизмов опосредованной нейтрофилами 
дестабилизации АСБ является формирование 
нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ) 
[7]. Предполагается, что НВЛ осуществляют 
коммуникацию нейтрофилов и макрофагов, вы-
полняя роль активатора инфламмасом и стиму-
лируя рекрутирование в сосудистую стенку цир-
кулирующих моноцитов [8]. 

В настоящее время обсуждается возможность 
использования НВЛ в качестве маркера атеро-
склероза и предиктора развития кардиоваску-
лярных катастроф. Вместе с тем данные о взаи-
мосвязях между способностью циркулирующих 
нейтрофилов продуцировать НВЛ и эхогенно-
стью АСБ на сегодняшний день отсутствуют.

For citation: 
Ilya I. Dolgushin, Vadim V Genkel, Albina Y. Savochkina, Irina V Samuseva, Irina L. Baturina, Maria A. Zotova, Ilya V. Emelyanov, Alla 
S. Kuznetsova. Neutrophil extracellular traps and echogenicity of carotid atherosclerotic plaques. Fundamental and Clinical Medicine. 
2020;5(4): 57-64. https://doi.org/10.23946/2500-0764-2020-5-4-57-64

ORIGINAL RESEARCH

English



ТОМ 5, № 4, 2020

59

ФУНДАМЕНТАЛЬНАЯ 
И КЛИНИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА

®

Цель исследования 
Изучить взаимосвязи между количеством 

НВЛ, формируемых циркулирующими нейтро-
филами, и эхогенностью АСБ в сонных артериях.

Материалы и методы
В исследование включали пациентов в воз-

расте 40–64 лет без установленных атероскле-
ротических ССЗ, прошедших дуплексное уль-
тразвуковое сканирование (ДУС) артерий ка-
ротидного бассейна по направлению лечащего 
врача с целью уточнения кардиоваскулярного 
риска (КВР). Необходимым условием включе-
ния пациентов в исследование было подписан-
ное информированное согласие. Протокол ис-
следования был одобрен этическим комитетом 
ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава России (про-
токол №10 от 27.10.2018).

Критериями невключения в исследование и/
или исключения из исследования являлись сле-
дующие клинические состояния: установлен-
ные ранее АССЗ (цереброваскулярная болезнь 
в анамнезе; ишемическая болезнь сердца; забо-
левание периферических артерий; реваскуля-
ризация коронарных или периферических ар-
терий); тяжелые нарушения функции печени и 
почек (снижение скорости клубочковой филь-
трации (СКФ) менее 30 мл/мин/1,73 м2); зло-
качественные новообразования; установлен-
ные хронические воспалительные заболевания; 
острые воспалительные или инфекционные за-
болевания в предшествующие 28 дней.

Ультразвуковое исследование
Всем пациентам проводили дуплексное ска-

нирование артерий каротидного бассейна. Осма-
тривали с обеих сторон в продольном и попереч-
ном сечении на всем протяжении следующие со-
суды: общие сонные артерии (ОСА) с бифурка-
цией ОСА, внутренние сонные артерии (ВСА), 
наружные сонные артерии (НСА) из передне-
го, латерального и заднего доступов. Исследо-
вание проводили в B-режиме, режиме цветово-
го картирования, импульсной допплерографии, 
энергетической допплерографии. Исследование 
проводили линейным датчиком с частотой 10 
MHz на цифровом ультразвуковом многофунк-
циональном диагностическом сканере «Samsung 
Medison EKO7» (Республика Корея).

АСБ считали фокальное утолщение ком-
плекса интима-медиа более 1,5 мм или на 0,5 
мм больше окружающей ТКИМ, либо на 50% 
больше ТКИМ прилежащих участков ОСА [9]. 
Процент стенозирования измеряли планиме-

трически в B-режиме по диаметру в попереч-
ном сечении сосуда согласно методу ECST (The 
European Carotid Surgery Trial), определяя мак-
симальный процент стеноза у конкретного па-
циента (МаксСтСА) [10].

В случае выявления АСБ в продольной про-
екции достигали наилучшей визуализации ате-
ромы с последующим сохранением изображе-
ния и его экспортом. GSM-анализ (GSM – gray 
scale median, медиана серой шкалы) получен-
ных изображений проводили с использовани-
ем программного обеспечения Adobe Photo-
shop CS6 (Adobe System Incorporated, USA) по 
стандартной методике [11–13]. Для этого про-
водили нормализацию импортированного изо-
бражения, принимая за референсные значения 
черного цвета просвет сосуда, белого цвета – 
адвентиции сосуда [14]. После этого определя-
ли модифицированную GSM в зоне интереса, 
соответствующей АСБ. Этапы GSM-анализа 
представлены на рисунке 1. 

Лабораторное исследование
Определяли следующие лабораторные пока-

затели: общий холестерин (ОХС), холестерин 
липопротеинов низкой плотности (ХС ЛНП), 
холестерин липопротеинов высокой плотности 
(ХС ЛВП), триглицериды (ТГ), гликированный 
гемоглобин, креатинин с последующим расче-
том скорости клубочковой фильтрации (СКФ) 
по формуле CKD-EPI.

Для иммунологического исследования ис-
пользовали венозную кровь, которую забира-
ли в пробирку с литий-гепарином объемом 6 
мл. Окрашивание нейтрофилов проводили по 
описанной ранее методике [15]. Учёт реакции 
проводили с использованием световой микро-
скопии. Производили количественный подсчёт 
сегментоядерных нейтрофилов и НВЛ на 100 
клеток. 

Статистический анализ
Анализ полученных данных проводили с ис-

пользованием пакета статистического анализа 
данных IBM SPSS Statistics, версия 18. Каче-
ственные переменные описывали абсолютны-
ми и относительными частотами (процентами). 
Количественные переменные описывали меди-
аной (Ме) c указанием интерквартильного ин-
тервала [25-й процентиль; 75-й процентиль] в 
случае несоответствия распределения величи-
ны нормальному, средним (M) и стандартным 
отклонением (SD) – в случае нормального рас-
пределения величины. В целях определения 
взаимосвязей показателей использовали корре-
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Рисунок 1. 

GSM-анализ АСБ: а) 
экспортированное 
нативное изображе-
ние; б) нормализо-
ванное изображение 
АСБ; в) выделение 
зоны интереса, соот-
ветствующей конту-
рам АСБ, и определе-
ние медианы серой 
шкалы.

Figure 1. 

Grayscale median 
analysis of (A) raw 
image; (B) normalised 
plaque image; (C) 
demarcation of 
the plaque and 
calculation of the 
grayscale median.

ляционный анализ Спирмена. Для оценки зна-
чимости различий между двумя группами ис-
пользовали критерий Манна-Уитни. Различия 
считали статистически значимыми при крити-
ческом уровне значимости 0,05.

Результаты 
В исследование были включены 72 пациента 

без установленных атеросклеротических ССЗ. 
Клиническая характеристика пациентов пред-
ставлена в таблице 1.

Результаты ДУС артерий каротидного бас-
сейна представлены в таблице 2.

Таким образом, АСБ в сонных артериях были 
выявлены у 69,4% пациентов. У пациентов, име-
ющих АСБ в сонных артериях, количество НВЛ 
статистически значимо не отличалось от пациен-
тов без АСБ (p=0,969). С целью выявления взаи-
мосвязей между способностью нейтрофилов про-
дуцировать НВЛ и эхогенностью АСБ в сонных 
артериях был проведен корреляционный анализ. 
Было установлено, что GSM АСБ обратно корре-
лировала с количеством НВЛ (r=-0,310; p=0,029). 
Как видно из таблицы 2, медиана значений GSM 
в исследуемой когорте пациентов составляла 60. 
Количество НВЛ у пациентов, имеющих АСБ 
с GSM менее 60, было статистически значимо 
больше в сравнении с пациентами с АСБ, имею-
щими GSM АСБ более 60 – 3,00 (1,50; 4,00) про-

Рисунок 2. 

Количество НВЛ в 
зависимости от эхо-
генности АСБ в сон-
ных артериях.

Figure 2. 

Number of neutrophil 
extracellular traps 
(NETs) depending 
on carotid plaque 
echogenicity.
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Таблица 1. 
Сравнительная 
характеристика 
полиморфизма 
UGT1A1 у 
европеоидных 
этносов с 
учетом половой 
принадлежности. 

Table 1. 
Allele and genotype 
frequencies of 
the rs8175347 
polymorphism within 
the UGT1A1 gene.

Таблица 2. 
Результаты ДУС 
каротидных артерий.

Table 2. 

Ultrasound duplex 
scanning of carotid 
arteries in asymptom-
atic patients.

Примечания: ИМТ – индекс массы тела; СД – сахарный диабет; РААС – ренин-ангиотензин-альдостероновая система; 
ОХС – общий холестерин; ХС ЛНП – холестерин липопротеинов низкой плотности; ХС ЛВП – холестерин липопротеи-
нов высокой плотности; ТГ – триглицериды; СКФ – скорость клубочковой фильтрации; НВЛ – нейтрофильные внекле-
точные ловушки.

Примечания: СА – сонные артерии; АСБ – атеросклеротические бляшки; МаксСтСА – максимальный стеноз сонных ар-
терий; GSM – grayscale median. 

Показатели 
Features 

Пациенты 
Patients 
(n = 72) 

Возраст, лет, Ме (ИИ) 
Age, years, Me 51,5 (44,5; 56,0) 

ИМТ, кг/м2, Ме (ИИ) 
Body mass index, kg/m2, Me 27,5 (24,8; 30,9) 

Ожирение, n (%) 
Obesity, n (%) 20 (27,7) 

Абдоминальное ожирение, n (%) 
Abdominal obesity, n (%) 43 (61,4) 

Курение, n (%) 
Smoking, n (%) 17 (23,6) 

СД 2 типа, n (%) 
Type 2 diabetes mellitus, n (%) 6 (8,33) 

Артериальная гипертензия (АГ), n (%) 
Arterial hypertension, n (%) 36 (50,0) 

Дезагреганты, n (%) 
Antiplatelet drugs, n (%) 9 (12,5) 

Бета-адреноблокаторы, n (%) 
Beta-blockers, n (%) 17 (23,6) 

Ингибиторы РААС, n (%) 
Angiotensin-converting enzyme inhibitors, n (%) 17 (23,6) 

Диуретики, n (%) 
Diuretics, n (%) 6 (8,33) 

Статины, n (%) 
Statins, n (%) 20 (27,7) 

Пероральные сахароснижающие препараты, n (%) 
Glucose-lowering drugs, n (%) 5 (6,94) 

ОХС, ммоль/л, Ме (ИИ) 
Total cholesterol, mmol/L, Me 5,98 (5,18; 6,72) 

ХС ЛНП, ммоль/л, Ме (ИИ) 
High-density lipoprotein cholesterol, mmol/L, Me 3,73 (2,96; 4,38) 

ХС ЛВП, ммоль/л, Ме (ИИ) 
Low-density lipoprotein cholesterol, mmol/L, Me 1,38 (1,19; 1,61) 

ТГ, ммоль/л, Ме (ИИ) 
Triglycerides, mmol/L, Me 1,40 (1,00; 1,86) 

Гликированный гемоглобин, %, Ме (ИИ) 
Glycated haemoglobin, %, Ме 5,66 (5,23; 6,05) 

СКФ, мл/мин/1,73 м2, Ме (ИИ) 
Glomerular filtration rate, mL/min/1.73 m2, Me 71,0 (60,0; 89,5) 

НВЛ, n, Ме (ИИ) 
Neutrophil extracellular traps, n, Me 2,00 (0,00; 4,00) 

Показатели 
Features 

Пациенты 
Patients 
(n = 72) 

АСБ в сонных артериях, n (%) 
Carotid atherosclerotic plaques, n (%) 50 (69,4) 

МаксСтСА, %, Ме (ИИ) 
Maximum stenosis, %, Me 25,0 (0,00; 34,0) 

Стенозы СА ≥ 50%, n (%) 
> 50% stenosis, n, % 5 (6,94) 

GSM, Ме (ИИ) 
Grayscale median, Me 60,0 (46,0; 77,5) 

тив 1,00 (0,00; 2,50) (рисунок 2).

Обсуждение
На сегодняшний день НВЛ рассматриваются 

как одно из связующих звеньев между воспале-

нием, атеросклерозом и атеротромбозом [16]. Ре-
зультаты экспериментальных и клинических ис-
следований свидетельствуют о том, что нейтро-
филы и их способность к формированию НВЛ 
играют важную роль в дестабилизации АСБ и 
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развитии атеротромботических сердечно-сосу-
дистых событий. Так, например, по данным им-
муногистохимического анализа коронарных ате-
ром было продемонстрировано, что нейтрофи-
лы и НВЛ в большом количестве содержатся во 
всех типах осложненных АСБ, но не в стабиль-
ных бляшках [17]. Кроме того, было обнаруже-
но увеличение содержания нейтрофилов и НВЛ 
в кластерах апоптоза гладкомышечных и эндоте-
лиальных клеток в АСБ [18,19]. Предполагается, 
что одним из основных механизмов НВЛ-опосре-
дованной дестабилизации АСБ является актива-
ция тканевых провоспалительных М1-макрофа-
гов и дендритных клеток, что приводит к продук-
ции большого количества воспалительных цито-
кинов, активных форм кислорода и матриксных 
металлопротеиназ [20,21]. Это, в свою очередь, 
ведет к увеличению размера липидно-некротиче-
ского ядра бляшки и уменьшению толщины по-
крышки атеромы, что существенно увеличивает 
вероятность ее разрыва или эрозии. 

В проведенном исследовании, по имеющимся 
у нас данным, впервые продемонстрированы об-
ратные корреляционные взаимосвязи между эхо-
генностью каротидных АСБ и количеством НВЛ, 
формируемых циркулирующими нейтрофилами. 
Ранее в исследовании J. Borisoff et al., включав-
шем 282 пациента с подозрением на стабильную 
ИБС, увеличение количества циркулирующих 
маркеров НВЛ (нуклеосомы) являлось незави-
симым предиктором наличия значимых стено-
зов коронарных артерий [22]. M.S. Langseth et al. 
установили, что увеличение содержания двухце-
почечной ДНК (маркер НВЛ) в сыворотке крови 
пациентов со стабильной ИБС независимо ассо-
циировалось с риском развития неблагоприятных 
сердечно-сосудистых событий в течение двух лет 

наблюдения [23]. Также была зарегистрирова-
на прогностическая значимость повышенной ге-
нерации НВЛ циркулирующими нейтрофилами 
у пациентов с острым коронарным синдромом 
[24]. С другой стороны, в представленном иссле-
довании количество НВЛ, формируемых цирку-
лирующими нейтрофилами, у пациентов с каро-
тидным атеросклерозом значимо не отличалось 
от пациентов с интактными сонными артериями. 
Полученные результаты, по нашему мнению, мо-
гут подтверждать точку зрения, что НВЛ в боль-
шей степени репрезентируют распространенный 
атеросклероз и наличие осложненных АСБ, угро-
жаемых по развитию атеротромбоза, а не атеро-
склероз per se [25,26]. 

Дальнейшее изучение данного вопроса име-
ет важное практическое значение. Во-первых, 
НВЛ являются одним из перспективных мар-
керов воспалительного резидуального риска 
сердечно-сосудистых осложнений. Во-вто-
рых, НВЛ также могут представлять собой ми-
шень новых терапевтических агентов для лече-
ния атеросклеротических ССЗ. Так, например, 
в экспериментальных исследованиях установ-
лено уменьшение объема атеросклеротическо-
го поражения при использовании ингибитора 
пептидиларгинин деаминазы (peptidylarginine 
deiminase, PAD) хлорамидина [27]. 

Представленное исследование имеет ряд огра-
ничений: 1) небольшой объем выборки; 2) отсут-
ствие определения сывороточных маркеров НВЛ. 

Заключение 
У пациентов с каротидным атеросклерозом 

эхогенность АСБ, оцениваемая по GSM, обрат-
но коррелировала с количеством НВЛ, форми-
руемых циркулирующими нейтрофилами.
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