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Обоснование. Попадающие в  респираторный тракт патогены, в  том числе вирусные частицы, выводятся 
из организма при помощи мукоцилиарного клиренса и  фагоцитирующих клеток иммунной системы. Све-
дения о  том, какие именно фагоциты отвечают за интернализацию вирусных частиц в  слизистой оболочке 
главного бронха, необходимы как для понимания механизмов противовирусного иммунного ответа, так и для 
разработки стратегии регуляции противовирусного иммунитета.

Цель  — определить роль рецептор-связывающего домена SARS-CoV-2 в  активации нейтрофил-опосре-
дованного ответа, формирующегося в  слизистой оболочке главного бронха мышей после введения частиц 
размером 100  нм.

Материалы и методы. Мыши линии C57BL/6 получали орофарингеально флуоресцентные частицы раз-
мером 100 нм в растворе рецептор-связывающего домена вируса SARS-CoV-2. Через 24 ч главный бронх мыши 
окрашивали при помощи флуоресцентно меченных антител. Трехмерные изображения слизистой оболочки 
главного бронха получали с использованием конфокального микроскопа. При помощи количественного ана-
лиза изображений оценивали фагоцитарную активность нейтрофилов в слизистой оболочке главного бронха.

Результаты. Миграцию нейтрофилов в  слизистую главного бронха обнаружили только при введении 
частиц в растворе рецептор-связывающего домена вируса SARS-CoV-2, но не в фосфатном буфере или в рас-
творе бычьего сывороточного альбумина. Раствор рецептор-связывающего домена вируса SARS-CoV-2 сам по 
себе также вызывал приток нейтрофилов в слизистую оболочку главного бронха. Мигрировавшие в слизистую 
оболочку главного бронха в  ответ на введение частиц в  растворе рецептор-связывающего домена вируса 
SARS-CoV-2 нейтрофилы принимали активное участие в  интернализации частиц.

Заключение. Раствор рецептор-связывающего домена вируса SARS-CoV-2 обладает способностью акти-
вировать нейтрофил-опосредованный ответ в  слизистой оболочке главного бронха.

Ключевые слова: нейтрофилы; рецептор-связывающий домен SARS-CoV-2; наночастицы; слизистая обо-
лочка главного бронха.
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BACKGROUND: Airborne pathogens such as virus particles undergo elimination from the respiratory tract by 
mucociliary clearance and phagocytosis by immune cells. The data about phagocytic cell type infiltration and stimuli 
that attract phagocytic cells to conducting airway are required for the anti-virus immune response mechanism un-
derstanding and the treatment strategy development.

AIM: To detect the role of the receptor-binding domain of SARS-CoV-2 in neutrophil immune response activa-
tion in conducting airway mucosa after 100 nm particles application.
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MATERIALS AND METHODS: C57BL/6 mice received an oropharyngeal application of fluorescent 100 nm 
particles suspended in the receptor-binding domain of SARS-CoV-2 solution. 24 hours after, conducting airways of 
mice were dissected and subjected for immunohistochemistry as whole-mounts. Three-dimensional images of conduct-
ing airway regions were obtained using confocal microscopy. Quantitative image analysis was performed to estimate 
the ingestion activity of neutrophils in conducting airway mucosa.

RESULTS: Neutrophil migration to conducting airway mucosa was detected in case of the application of particles 
in receptor-binding domain solution, but not in phosphate buffer or bovine serum albumin solution. Receptor-binding 
domain solution alone also induced neutrophil migration to conducting airway mucosa. Infiltrating conducting airway 
wall mucosa neutrophils contributed to particles internalization.

CONCLUSIONS: The receptor-binding domain of SARS-CoV-2 can activate the neutrophil-mediated response 
in conducting airway mucosa.

Keywords: neutrophils; receptor-binding domain SARS-CoV-2; nanoparticles; conducting airway mucosa.

Обоснование

Нейтрофилы обеспечивают защиту орга-
низма от патогенов, в  том числе вирусной 
природы  [1]. В отсутствие патологии нейтро-
фил-опосредованный ответ завершается раз-
решением воспаления, но в  случае ощутимого 
повреждения тканей при осложнениях вирус-
ных инфекций разрешение может не насту-
пать  [2]. Известно, что нейтрофилы способны 
инфильтрировать легкие, повреждая эндотелий 
сосудов и  эпителий альвеол, нарушая про-
цесс газообмена [3]. Острый воспалительный 
нейтрофил-опосредованный ответ обусловли-
вает закупорку легочных сосудов при леталь-
ном сепсисе, и  иногда причиной образования 
тромба становятся образуемые нейтрофилами 
внеклеточные сети [4, 5]. Нейтрофилы крови 
пациентов с  тяжелым течением коронавирус-
ной инфекции в большей степени подвержены 
нетозу in vitro, кроме того, нетоз наблюдают 
в  гистологических срезах тканей легких та-
ких пациентов [6]. Механизмы, запускаемые 

SARS-CoV-2 и  приводящие к  неконтроли-
руемому нейтрофил-опосредованному ответу, 
не  ясны.

Цель настоящей работы — определить роль 
рецептор-связывающего домена вируса SARS-
CoV-2 (RBD) в  активации нейтрофил-опосре-
дованного ответа, формирующегося в  слизи-
стой оболочке главного бронха мышей после 
введения частиц размером 100  нм.

Материалы и методы

В исследовании использовали мышей 
C57BL/6 (самок) в  возрасте 8–20  нед. из пи-
томника лабораторных животных «Пущино». 
Мышей обездвиживали в атмосфере изофлура-
на и  вводили орофарингеально флуоресцент-
ные частицы размером 100  нм (Fluospheres, 
Thermofisher) в  дозе 10 млн частиц на мышь. 
Предварительно частицы обрабатывали ультра-
звуком (для предотвращения агломерации) 
и  разводили в  0,1 % растворе RBD (Хайтест) 

Рис. 1. Инертные частицы 100  нм, подверженные поглощению актин-богатыми клетками в  слизистой оболоч-
ке главного бронха: а  — окрашивание фаллоидином (светло-голубой), визуализация эпителия главного бронха 
и  богатых актином клеток округлой формы на обращенной в  просвет поверхности эпителия; b  — частицы 
(красный) как в  свободном виде, так и  в виде скоплений (стрелки); с  — суммарное изображение скопления 
частиц, находящихся внутри богатых актином клеток округлой формы. Масштаб  — 50  мкм

Fig. 1. Inert 100 nm particles are subjected to internalization by actin-rich cells in conducting airway mucosa: a — phalloidin 
(cyan) allows visualizing conducting airway epithelium and actin-rich round-shape cells in the luminal side of conducting 
airway epithelium; b  — particles (red) were observed in a free state and as agglomerates (arrows); c  — merged image 
shows that particles agglomerates were inside actin-rich round-shape cells. Scale bar 50  µm

a b c

50 µm 50 µm 50 µm
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в фосфатном буфере. Контрольные группы мы-
шей получали частицы в  фосфатном буфере, 
в 0,1 % растворе бычьего сывороточного альбу-
мина (Serva) и 0,1 % раствор RBD (без частиц). 
Через 24 ч легкие мышей извлекали и выдержи-
вали ночь при 4 °C в 2 % растворе параформаль-
дегида (Sigma-Aldrich). Главный бронх выреза-
ли и  окрашивали флуоресцентно меченными  
антителами: Alexa647-Ly6G или APC-CD11b 
(BioLegend). Филаменты актина окрашива-
ли Atto425-меченым фаллоидином (Sigma-
Aldrich),  ядра  — Hoechst 33342 (Thermofisher). 
Препараты покрывали монтирующей сре-
дой Prolong Gold (Thermofisher). Трехмерные 
изображения получали при помощи конфо-
кального микроскопа Zeiss LSM  780 (Zeiss). 
Количественный анализ изображений прово-
дили в  программе Imaris (Oxford Instruments).

Результаты

Разведенные в  фосфатном буфере флуорес-
центные частицы детектировали в  слизистой 
оболочке главного бронха через 24  ч после 
введения. Частицы находились на обра щенной 
в  просвет стороне эпителиального барьера 
и  преимущественно были поглощены клетка-
ми-фагоцитами, экспрессирующими актин на 
уровне эпителиальных клеток (рис. 1, а, с). При 
окрашивании против Ly6G  — антигена ней-
трофилов мыши  — не выявлено нейтрофилов 
в  слизистой оболочке главного бронха через 
24  ч после введения частиц. Было проведено 
окрашивание при помощи антител к CD11b — 
общему маркеру фагоцитов, экспрессия кото-
рого характерна на высоком уровне для зрелых 
и  незрелых нейтрофилов, а  также для других 

Рис. 2. Приток нейтрофилов в  слизистую оболочку главного бронха, стимулируемый RBD: а  —репрезентатив-
ное изображение фрагмента главного бронха мыши через 24  ч после введения частиц 100  нм в  растворе RBD; 
b  — регион главного бронха мыши, получившей только раствор RBD (без частиц); с  — регион главного бронха 
мыши через 24 ч после введения частиц в растворе бычьего сывороточного альбумина. Шкала — 50 мкм; d–f — 
увеличенное изображение региона, показанного на рис.  а, представляет частицы, в  том числе поглощенные 
нейтрофилами (стрелки). Шкала  — 30 мкм. Фаллоидин (светло-голубой) окрашивает эпителиальные клетки 
и  богатые актином клетки-фагоциты, CD11b (зеленый) позволяет определить нейтрофилы, частицы (красный)

Fig. 2. RBD stimulates neutrophil infiltration to conducting airway mucosa: а  — representative image of the conducting 
airway region 24 hours after the application of 100 nm particles in RBD solution; b — the region of conducting airway of 
mouse that received RBD solution alone (without particles); c — the region of conducting airway of mouse that received 
particles in bovine serum albumin solution. Scale bar 50 µm; d–f  — enlarged images of the region indicated in a shows 
particles, some of them are internalized by neutrophils (arrows). Scale bar 30  µm. Phalloidin (cyan) allows to visualize 
epithelium and actin-rich phagocytic cells, CD11b (green) permit to observe neutrophils, particles (red)
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типов фагоцитирующих клеток. Богатые акти-
ном клетки, поглощавшие частицы, экспресси-
ровали CD11b на очень низком уровне, других 
CD11b+-клеток в слизистой оболочке главного 
бронха обнаружено не было. 

Флуоресцентные частицы в  растворе RBD, 
в  отличие от частиц в  фосфатном буфере, вы-
зывали приток нейтрофилов в  слизистую обо-
лочку главного бронха, что детектировали как 
при помощи антител к  Ly6G, так и  при по-
мощи антител к  CD11b (рис. 2, a). У мышей, 
получавших орофарингеально раствор RBD 
без частиц, также были обнаружены нейтро-
филы, но в  значительно меньшем количестве 
(рис. 2, b). Введение частиц в растворе бычьего 
сывороточного альбумина не вызывало прито-
ка нейтрофилов в слизистую оболочку главно-
го бронха (рис.  2,  c). Приходящие в  ответ на 
введение частиц в  растворе RBD нейтрофилы 
поглощали частицы наряду с  высокоэкспрес-
сирующими актин фагоцитами, задействован-
ными в  захвате частиц даже в  отсутствие RBD 
(рис. 2, d–f).

Обсуждение результатов

Известно, что наночастицы способны инду-
цировать нейтрофил-опосредованный ответ  [7]. 
Однако в данной работе при орофарингеальном 
введении частиц размером 100 нм мышам мы не 
обнаружили нейтрофилов в слизистой оболоч-
ке главного бронха. Для определения нейтро-
филов применяли маркер Ly6G. Такой подход 
был использован нами ранее, при визуализа-
ции нейтрофилов в  слизистой оболочке глав-
ного бронха в ответ на введение спор грибов [8]. 
Однако в  ответ на частицы размером 100  нм 
данный подход не позволил выявить нейтро-
филы. Было показано, что в  крови пациентов 
с  осложненным течением COVID-19 увеличи-
валось количество незрелых нейтрофилов  [9]. 
Незрелые нейтрофилы мыши слабо экспресси-
руют Ly6G  [10]. Для обнаружения нейтрофи-
лов независимо от степени их созревания нами 
были использованы антитела против CD11b. 
С помощью антител к CD11b также не был вы-
явлен приток нейтрофилов в  ответ на инертные 
частицы. Таким образом, показано, что инерт-
ные частицы размером 100  нм не акти вируют 
нейтрофил-опосредованный ответ в  слизистой 
оболочке главного бронха. Частицы, вводимые 
в  растворе RBD, стимулировали приток ней-
трофилов в слизистую оболочку главного брон-
ха мыши, более того, даже в отсутствие частиц 
RBD вызывал слабый приток нейтрофилов. 
Мигрировавшие нейтрофилы поглощали ча-
стицы на обращенной в  просвет дыхательного 
пути стороне эпителия главного бронха. Таким 

образом, RBD вызывал приток нейтрофилов 
в  слизистую оболочку главного бронха и  сти-
мулировал фагоцитоз частиц нейтрофилами.
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