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Резюме
Введение. В последние годы большое внимание уделяется изучению внеклеточных микрочастиц – микровезикул 

и экзосом – и их роли в патогенезе заболеваний человека. 

Цель – проанализировать количество и размеры внеклеточных микрочастиц плазмы крови (ВМЧПК) у паци-
ентов с COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого течения и сопоставить эти параметры с лабораторными маркерами 
активации гемостаза, воспаления и повреждения тканей.

Методы и материалы. В исследование были включены 29 пациентов с COVID-19 тяжелого и крайне тяжело-
го течения. Концентрацию и размеры ВМЧПК определяли методом анализа траекторий наночастиц (nanoparticle 
trajectory analysis, NTA). Пациентам выполняли общий клинический анализ крови и тромбоэластометрию (ТЭМ), а 
также оценивали в крови коагулологические, биохимические и иммунологические показатели, включая фибрино-
ген, протромбиновое время, активированное частичное тромбопластиновое время, D-димер, С-реактивный белок, 
лактатдегидрогеназу, прокальцитонин, антиген фактора Виллебранда, интерлейкины-6 и -18.

Результаты. Были выписаны из отделения реанимации и интенсивной терапии с улучшением 14 (48,3 %) пациентов 
(группа 1 – выжившие), а 15 (51,7 %) пациентов умерли (группа 2 – летальный исход); концентрация ВМЧПК между 
этими группами не различалась. В группе 2 была выявлена гетерогенность размера ВМЧПК, а также тенденция к 
увеличению размера ВМЧПК (р=0,074). Среди всех обследованных пациентов концентрация ВМЧПК обратно кор-
релировала с протромбиновым временем и числом крупных тромбоцитов, а размер ВМЧПК обратно коррелировал 
с уровнем антигена фактора Виллебранда и имел прямую корреляцию с фибриногеном. В группе 1 концентрация 
ВМЧПК имела прямую корреляцию с интерлейкином-18 и максимальным лизисом тромба при ТЭМ, а размер ВМЧПК 
прямо коррелировал с максимальным лизисом тромба при ТЭМ и обратно коррелировал с прокальцитонином и 
максимальной плотностью сгустка при ТЭМ. 

Заключение. Проведенное исследование подтверждает важность процесса образования внеклеточных микро-
частиц в патогенезе новой коронавирусной инфекции (COVID-19) и согласуется с гипотезой о том, что параметры 
пула ВМЧПК могут являться прогностическими биомаркерами степени тяжести COVID-19.

Ключевые слова: COVID-19, новая коронавирусная инфекция, внеклеточные микрочастицы, экзосомы, система 
свертывания крови, система гемостаза
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Введение
В последние годы большое внимание уделяет-

ся изучению внеклеточных микрочастиц – ми-
кровезикул и экзосом – и их роли в патогене-
зе различных заболеваний человека, таких как 
сердечно-сосудистая патология, нейродегенера-
тивные процессы, онкопатология, гематологиче-
ские синдромы, воспалительные заболевания [1]. 
Многие исследования посвящены анализу вне-
клеточных микрочастиц у пациентов c инфек-
ционными заболеваниями, в том числе вызывае-
мыми вирусом иммунодефицита человека (HIV-1), 
герпесвирусами (EBV, HSV-1, CMV), вирусом 
гепатита С (HCV), коронавирусами (MERS-CoV, 
SARC-CoV, SARS-CoV-2) [2, 3]. С начала пандемии 
новой коронавирусной инфекции внеклеточные 
микрочастицы плазмы крови (ВМЧПК) у пациен-
тов с COVID-19 обсуждаются как с точки зрения 

их инфекционной опасности, промотирования за-
ражения и распространения коронавирусной ин-
фекции [2], так и как потенциальные терапевтиче-
ские агенты [4–6]. Ранее мы показали увеличение 
количества ВМЧПК тромбоцитарного и лейкоци-
тарного происхождения у пациентов с COVID-19, 
госпитализированных в состоянии средней тяже-
сти [7, 8]. Одним из патогенетических механизмов 
развития осложнений при COVID-19 выступает 
активация системы свертывания крови. Коагуло-
патия при коронавирусной инфекции включает в 
себя активацию клеток крови вследствие цитоки-
нового шторма, образование экстрацеллюлярных 
нейтрофильных ловушек (neutrophil extracellular 
traps, NETs), высвобождение тканевого фактора 
и активацию гемостаза [9]. В настоящее вре-
мя доказано, что активированные лейкоциты, 
тромбоциты, эритроциты и эндотелиоциты могут 
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Summary
Introduction. In recent years, much attention has been paid to the study of extracellular microparticles (microvesicles 

and exosomes) and their role in the pathogenesis of human diseases.

The objective of this study was to determine the number and size of plasma extracellular microparticles (PEMP) in patients 
with severe and extremely severe COVID-19 and correlate these data with the markers of hemostasis activation, inflamma-
tion, and tissue damage.

Methods and Materials. The study included 29 patients with severe and extremely severe COVID-19. Concentration 
and size of PEMP were determined by nanoparticle trajectory analysis (NTA). All patients underwent the complete blood 
count and the thromboelastometry (TEM). Hemostatic, biochemical, and immunological parameters were assessed including 
fibrinogen, prothrombin time, activated partial thromboplastin time, D-dimer, C-reactive protein, lactate dehydrogenase, 
procalcitonin, von Willebrand factor antigen, interleukin 6, and interleukin 18. 

Results. There were 14 patients (48.3 %) discharged from the ICU with improvement (group 1– survived patients), and 
15 patients (51.7 %) with lethal outcomes (group 2 – lethal outcome); the PEMP concentration did not differ between these 
groups. In group 2, there were heterogeneity of PEMP population, and a tendency to the larger PEMP size (p=0.074). In 
all patients, the PEMP concentration correlated negatively with both prothrombin time and the number of large platelets; 
the size of PEMP correlated negatively with the level of von Willebrand factor antigen, and positively with the fibrinogen. 
In group 1, the PEMP concentration had a direct correlation with both the level of interleukin 18 and maximum clot lysis in 
TEM; the PEMP size had a direct correlation with the maximum clot lysis in TEM and an inverse correlation with both the 
level of procalcitonin and maximum clot density in TEM.

Conclusion. Our study confirms the importance of the process of extracellular microparticles formation in the COVID-19 
pathogenesis. Our findings are consistent with the hypothesis that the parameters of PEMP population can be predictive 
biomarkers of the COVID-19 severity.
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hemostatic system
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формировать пул ВМЧПК, участвующих в переда-
че сигнальных молекул от клетки к клетке [10, 11]; 
при этом обсуждается, что маркерами тяжести 
течения COVID-19 могут выступать показатели 
гемостаза (протромбиновое время (ПВ), между-
народное нормализованное отношение (МНО), 
активированное частичное тромбопластиновое 
время (АЧТВ), D-димер, фибриноген, количество 
тромбоцитов) и провоспалительные белки (С-ре-
активный белок, интерлейкин-6 (ИЛ-6), интерлей-
кин-18 (ИЛ-18), прокальцитонин, лактатдегироге-
наза) [12]. 

Принимая во внимание все вышеизложенное, 
мы выполнили данную работу с целью анализа 
количества и размеров ВМЧПК у пациентов с 
COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого течения и 
сопоставления этих параметров с лабораторными 
маркерами активации гемостаза, воспаления и по-
вреждения тканей.

Методы и материалы
В исследование были включены 29 пациентов 

с COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого течения, 
находившихся на лечении в отделении реанима-
ции и интенсивной терапии (ОРИТ) ПСПбГМУ 
им. И. П. Павлова в период с ноября по декабрь 
2020 г., из них 22 (75,9 %) мужчины и 7 (24,1 %) жен-
щин в возрасте от 38 до 75 лет (средний возраст – 
(59,6±10,0) года). Участникам исследования при 
поступлении в ОРИТ выполняли общий клиниче-
ский анализ крови и тромбоэластометрию (ТЭМ), 
а также оценивали в крови коагулологические, 
биохимические и иммунологические показатели, 
включая фибриноген, С-реактивный белок, лак-
татдегидрогеназу, прокальцитонин, ПВ, АЧТВ, 
D-димер, антиген фактора Виллебранда, ИЛ-6, 
ИЛ-18. 

Концентрацию и размеры ВМЧПК определя-
ли при поступлении пациента в ОРИТ методом 

анализа траекторий наночастиц (nanoparticle 
trajectory analysis, NTA). Для этого плазму пе-
риферической крови, полученную путем цент-
рифугирования 4 мл цельной венозной крови в 
течение 20 мин при 2000 g при комнатной тем-
пературе, подвергали последовательному ультра-
центрифугированию по протоколу, описанному 
ранее [13]: центрифугировали 1 ч при 4 оС при 
16 000 g для удаления клеточного дебриса, далее 
супернатант смешивали с фосфатным буферным 
солевым раствором (PBS) в соотношении 1:1 и 
центрифугировали 2 ч при 4 оС при 100 000 g. 
Параметры ВМЧПК в полученных препаратах 
оценивали на приборе для NTA NanoSight® 
LM10 (Malvern Instruments, Великобритания), 
оснащенном синим лазером (45 мВт при 488 нм) 
и камерой C11440-5B (Hamamatsu Photonics, Япо-
ния). Результаты записывали и анализировали с 
помощью программного обеспечения «NTA 2.3». 
При анализе записей длительностью 60 с оцени-
вали следующие параметры ВМЧПК: средний ги-
дродинамический диаметр (нм) и концентрация 
ВМЧПК в суспензии (частиц/мл).

Статистическую обработку результатов 
выполняли с помощью программного пакета 
«Statistica 10 for Windows» (StatSoft, США). Ко-
личественные переменные проверяли на нор-
мальность распределения с помощью критерия 
Шапиро – Уилка. Нормально распределенные 
переменные представляли в виде (M±m), где 
М  – среднее арифметическое, m  – стандарт-
ное отклонение; прочие количественные пере-
менные представляли в виде «Ме [Q25; Q75]», где 
Ме – медиана, Q – квартили. Использовали не-
параметрические методы статистики: критерий 
Манна–Уитни для сравнения двух независимых 
выборок, коэффициент корреляции Спирмена. 
Различия считали статистически значимыми при 
p<0,05.

Т а б л и ц а  1

Общая характеристика обследованных пациентов с COVID-19

T a b l e  1

General characteristic of the examined patients with COVID-19

Параметр Группа 1, 
выжившие (n=14)

Группа 2,  
летальный исход (n=15) р

Мужчины/женщины 10/4 12/3 0,682

Возраст, лет (59,6±8,8) (59,5±11,4) 0,977

Шкала SOFA при поступлении, баллы 3 [2; 3] 3 [2; 4] 0,482

Степень поражения легких на момент начала 
госпитализации, по данным компьютерной томографии 

3 [3; 4] 3 [2; 4] 0,983

Искусственная вентиляция легких, ч 0 [0; 30] 145 [107; 289] <0,001

Длительность госпитализации, дни 20 [14; 25] 15 [11; 29] 0,533

Концентрация ВМЧПК, ·1013/мл 6,1 [4,9; 9,1] 6,4 [1,6; 9,0] 0,683

Размер ВМЧПК, нм 94,0 [85,0; 99,7] 100,0 [96,0; 104,3] 0,074

П р и м е ч а н и е: SOFA – sequential organ failure assessment.
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Результаты  исследования  
и  их  обсуждение 
Длительность госпитализации пациентов в 

ОРИТ составила от 2 до 75 дней, в среднем – 18 [14; 
25] дней. Были выписаны из отделения реанимации 
и интенсивной терапии с улучшением 14 (48,3 %) 
пациентов (группа 1 – выжившие), а 15 (51,7 %) 
пациентов умерли (группа 2 – летальный исход). 
Общая характеристика обследованных пациентов 
с COVID-19 приведена в табл. 1.

Концентрация ВМЧПК в группах 1 и 2 не раз-
личалась. Была отмечена тенденция к увеличению 
размера ВМЧПК в группе 2, однако различия не 
достигли уровня статистической значимости 
(р=0,074). При анализе первичных данных NTA 
была выявлена гетерогенность пула ВМЧПК в 
группе 2 по сравнению с группой 1: на гистограмме 
распределения ВМЧПК по размеру у выживших 
пациентов, как правило, наблюдался один пик, 
тогда как у пациентов с летальным исходом – не-
сколько пиков, свидетельствовавших о наличии 
ВМЧПК разного размера (рисунок).

Параметры общего клинического анализа крови 
и состояния системы гемостаза, а также молеку-
лярные маркеры воспаления и повреждения тка-
ней у обследованных пациентов, оцененные на 
момент поступления в ОРИТ, приведены в табл. 2. 

Уровни фибриногена, D-димера, антигена фак-
тора Виллебранда, лактатдегидрогеназы, С-реак-
тивного белка, прокальцитонина, ИЛ-6 и ИЛ-18 
существенно превышали верхнюю границу ре-
ферентного интервала у всех обследованных па-
циентов с COVID-19 независимо от исхода забо-
левания; при этом только уровни лактатдегидро-
геназы и прокальцитонина были статистически 
значимо выше в группе 2 по сравнению с группой 
1 (р=0,018 и р=0,026 соответственно).

В общем клиническом анализе крови среди всех 
обследованных лиц наблюдались изменения, ха-
рактерные для коронавирусной инфекции: повы-
шение уровней лейкоцитов и нейтрофилов при 

одновременном снижении уровня лимфоцитов; 
при этом в группе 2 уровни лейкоцитов и лимфо-
цитов были статистически значимо ниже, чем в 
группе 1 (р=0,033 и р=0,010 соответственно).

Параметры ТЭМ в группах 1 и 2 не различались.
Среди всех обследованных пациентов концент-

рация ВМЧПК имела обратную корреляцию с ПВ 
и числом крупных тромбоцитов, %: R=–0,378 
(р=0,043) и R=–0,373 (р=0,047) соответствен-
но; размер ВМЧПК обратно коррелировал с уров-
нем антигена фактора Виллебранда – R=–0,505 
(p=0,020) и имел прямую корреляцию с уровнем 
фибриногена  – R=0,534 (p=0,003). При этом 
положительная корреляция размера ВМЧПК с 
уровнем фибриногена сохранялась в группе 2 – 
R=0,551 (p=0,033), но не наблюдалась в группе 1.

У выживших пациентов концентрация ВМЧПК 
имела прямую корреляцию с уровнем ИЛ-18 и мак-
симальным лизисом тромба при ТЭМ: R=0,714 
(р=0,004) и R=0,748 (р=0,020) соответственно; 
размер ВМЧПК также имел прямую корреляцию 
с максимальным лизисом тромба при ТЭМ  – 
R=0,706 (p=0,034) и обратную корреляцию с 
уровнем прокальцитонина и максимальной плот-
ностью сгустка при ТЭМ: R=–0,653 (р=0,011) и 
R=–0,689 (р=0,040) соответственно.

Выявленные нами изменения в общем клиниче-
ском анализе крови, а также высокие уровни мар-
керов воспаления и активации системы гемостаза 
у пациентов с COVID-19 согласуются с данными за-
рубежных авторов [12, 14–16], которые отмечали 
такие нарушения со стороны крови на фоне коро-
навирусной инфекции. Более того, есть основания 
рассматривать ряд показателей биохимического 
анализа крови, оцененных нами в рамках данной 
работы, как прогностические биомаркеры степе-
ни тяжести течения COVID-19. А именно: в нашем 
исследовании у пациентов группы 2, по сравнению 
с выжившими пациентами, был детектирован бо-
лее высокий уровень лактатдегидрогеназы – фер-
мента, повышенный уровень которого, по данным 
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Примеры типичных гистограмм распределения внеклеточных микрочастиц плазмы крови  
по размеру у пациентов с COVID-19: а – выживший пациент; б – пациент с летальным исходом 

Examples of typical size distribution histograms of plasma extracellular microparticles in COVID-19 
patients: a – survived patient; б – patient with lethal outcome
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метаанализа B. Henry et al. [17], в 6 раз увеличи-
вает вероятность тяжелого течения коронавирус-
ной инфекции и в 16 раз увеличивает вероятность 
смерти от нее. Оценка уровня лактатдегидрогена-
зы предложена как экспресс-тест для широкого 
применения в клинической практике, позволя
ющий выделить категорию пациентов с COVID-19, 
нуждающихся в повышенном внимании медицин-
ского персонала, и в итоге повысить эффектив-
ность и безопасность терапии, минимизировать 
риск летального исхода [18]. Также мы выявили у 
лиц с неблагоприятным исходом COVID-19 более 

высокий уровень прокальцитонина  – пептида, 
повышенный уровень которого, по данным мета-
анализа G. Lippi и M. Plebani [19], ассоциирован 
с тяжелым течением коронавирусной инфекции.

Размер большинства проанализированных нами 
ВМЧПК не превышал 100 нм, что может указывать 
на их принадлежность к экзосомам, биогенез ко-
торых активно обсуждается при инфекционных 
заболеваниях, в том числе при COVID-19 [20]. 
B. Krishnamachary et al. (2020) [21] наблюдали у па-
циентов с тяжелым течением COVID-19, по срав-
нению с бессимптомным протеканием болезни 

Т а б л и ц а  2

Лабораторные показатели у обследованных пациентов с COVID-19: параметры общего клинического 
анализа крови и системы гемостаза, маркеры воспаления и повреждения тканей

T a b l e  2

Laboratory parameters in the examined patients with COVID-19: parameters of complete blood count  
and hemostatic system, markers of inflammation and tissue damage

Параметр
Группа 1,  

выжившие  
(n=14)

Группа 2,  
летальный исход 

(n=15)

Референтный 
интервал

Лейкоциты, ·109/л 12,77 [7,28; 16,83]* 7,03 [5,78; 11,75]* 4,00–8,80

Нейтрофилы, % 88,1 [83,3; 91,0] 89,0 [85,7; 92,7] 46,0–72,0

Лимфоциты, % 7,3 [5,1; 10,3]* 5,9 [4,9; 10,6]* 18,0–40,0

Моноциты, % 4,4 [2,3; 6,1] 4,1 [2,0; 5,3] 0,0–9,0

Эозинофилы, % 0 0 0,0–5,0

Базофилы, % 0,2 [0,1; 0,4] 0,3 [0,2; 0,3] 0,0–1,0

Нейтрофилы, ·109/л 11,05 [6,62; 15,36] 6,16 [5,31; 10.33] 2,20–4,80

Лимфоциты, ·109/л 0,95 [0,60; 1,20]* 0,60 [0,30; 0,80]* 1,2–2,5

Моноциты, ·109/л 0,55 [0,28; 0,64] 0,29 [0,12; 0,44] 0,09–0,60

Эозинофилы, ·109/л 0 0 0,000–0,300

Базофилы, ·109/л 0,03 [0,02; 0,04] 0,02 [0,01; 0,03] 0,000–0,065

Эритроциты, ·1012/л 4,5 [4,30; 5,10] 4,7 [4,3; 5,1] 4,1–5,1

Гемоглобин, г/л 143 [135; 157 139 [126; 159] 132–164

Средний объем эритроцита, фл. 94,4 [87,4; 99,0] 92,6 [90,3; 95,5] 85,0–105,0

Среднее содержание гемоглобина в эритроците, пг 30,3 [28,5; 32,0] 30,5 [29,2; 31,2] 24,0–33,0

Средняя концентрация гемоглобина в эритроците, г/л 322 [317; 329] 325 [317; 328] 300–380

Индекс распределения эритроцитов по объему, фл. 46,3 [42,4; 47,1] 44,3 [41,4; 47,9] 33,4–49,2

Тромбоциты, ·109/л 273 [214; 316] 217 [147; 271] 150–400

Средний объем тромбоцита, фл. 10,0 [9,5; 10,7] 10,3 [9,3; 11,0] 7,4–10,4

Фибриноген, г/л 5,79 [5,05;6,95] 5,75 [5,22; 7,31] 1,80–3,50

Активированное частичное тромбопластиновое 
время, с

34,1 [29,8; 42,7] 33,5 [29,5; 40,2] 27,0–37,0

Протромбиновое время, с 10,9 [10,4; 11,5] 11,4 [10,9; 12,2] 11,5–14,5

D-димер, мкг/л 695 [357; 1178] 1141 [448; 2510] <500

Антиген фактора Виллебранда, ед./мл 2,65 [2,30; 3,12] 2,44 [2,25; 2,58] 0,50–1,50

Лактатдегидрогеназа, ед./л 350 [304; 536]* 573 [500; 751]* 0,0–248,0

С-реактивный белок, мг/л 142,6 [103,4; 191,5] 138,5 [79,5; 202,4] 0,01–5,00

Прокальцитонин, мкг/л 0,108 [0,097; 0,169]* 0,287 [0,125; 0,307]* <0,000

Интерлейкин-6, пг/мл 20,69 [9,53; 100,26] 27,80 [17,50; 55,64] <10,00

Интерлейкин-18, пг/мл 587,94 [496,65; 803,58] 663,87 [587,00; 1195,25] <270,00

* – p<0,05.
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или течением средней тяжести, преимущественно 
микрочастицы малого размера, т. е. экзосомы; ука-
занные авторы также показали, что крупные ча-
стицы у пациентов с тяжелым течением COVID-19 
несут на своей поверхности молекулы тканевого 
фактора и содержат такие провоспалительные ци-
токины, как TNF-α, IL-6, MCP-1, MCP-3, CXCL10, 
CXCL16. В нашей работе у пациентов группы 2 
размер ВМЧПК имел тенденцию к увеличению, 
а гетерогенный по размеру пул ВМЧПК в этой 
группе и прямая корреляция размера ВМЧПК с 
уровнем фибриногена, который не только является 
одним из ключевых факторов свертывания, но и 
выступает как «белок стресса», повышающийся 
при воспалении, подтверждают результаты зару-
бежных коллег и позволяют сделать предположе-
ние о различных путях активации клеток и фор-
мировании разных пулов ВМЧПК в зависимости 
от особенностей течения COVID-19. Следует отме-
тить, что гетерогенность пула ВМЧПК по размеру 
может быть отличительным признаком пациентов 
с COVID-19 [22].

Выявленные нами корреляции концентрации 
и размера ВМЧПК с параметрами, характеризу-
ющими состояние системы гемостаза, полностью 
согласуются с данными E. Barberis et al. (2021) 
[23], которые провели протеомный анализ экзо-
сом пациентов с COVID-19 разной степени тяже-
сти и здоровых добровольцев и показали высокое 
содержание биоактивных молекул, вовлеченных 
в регуляцию гемостаза при COVID-19; при этом 
и внешний, и внутренний пути коагуляционного 
каскада, и система свертывания крови в целом в 
бóльшей степени были активированы у пациентов 
в критическом состоянии. 

В настоящее время поиск ранних предикторов 
тяжелого течения COVID-19 с использованием 
анализа ВМЧПК является одним из ключевых на-
правлений исследований; в данном контексте ана-
лизируют и белки, ассоциированные с микроча-
стицами, и различные регуляторные РНК, которые 
могут участвовать в микровезикулярном транспор-
те [24]. Активно изучается целый ряд биомаркеров, 
которые могут выступать предикторами тяжелого 
течения COVID-19, в том числе γ-фибриноген, С-
реактивный белок, ассоциированные с экзосома-
ми белки (COPB2, KRAS, PRKCM, RHOC, CD147, 
CAPN2, ECM1, MFAP4), микроРНК (miR-122-5p, 
miR-21-5p, miR-140-3p) [24].

Выводы
1. Процесс микровезикуляции клеток играет 

важную роль в патогенезе новой коронавирусной 
инфекции.

2. Характеристики внеклеточных микрочастиц, 
а именно – увеличение их среднего гидродинами-
ческого диаметра и гетерогенность пула по диаме-
тру, могут являться неблагоприятными прогности-

ческими биомаркерами степени тяжести течения 
COVID-19.

3. Целесообразно проведение дальнейших ис-
следований внеклеточных микрочастиц плазмы 
крови для анализа их концентрации и размеров, а 
также сопоставления этих параметров с лаборатор-
ными маркерами активации гемостаза, воспаления 
и повреждения тканей в увеличенных выборках 
пациентов с COVID-19, стратифицированных по 
полу и возрасту.

4. Повышенные уровни лактатдегидрогеназы 
или (и) прокальцитонина в плазме крови могут 
являться прогностическими биомаркерами повы-
шенного риска летального исхода COVID-19.
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