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Введение. При инвазивной стрептококковой ин-

фекции в крови накапливаются как продукты, секретиру-
емые живыми клетками, так и продукты их деградации. 
Лейкоциты крови становятся мишенями для этих продук-
тов. 

В качестве модели моноцитов крови используют 
перевиваемую линию клеток ТНР-1. Эти клетки по своим 
генотипическим и фенотипическим характеристикам 
близки к моноцитам периферической крови человека. Од-
нако клетки THP-1, как и клетки других перевиваемых ли-
ний, несут черты злокачественно трансформированных 
клеток. Это может оказывать влияние на различия харак-
тера ответа клеток THP-1 и моноцитов крови человека на 
действие продуктов разрушения бактерий. 

Цель данного исследования состояла в сравнении 
чувствительности моноцитов крови человека и клеток пе-
ревиваемой линии ТНР-1 к продуктам деградации S. 
pyogenes.  

Материалы и методы. EA.hy 926 – линия эндоте-
лиальных клеток (ЭК) человека; получена путем гибриди-
зации первичной линии клеток HUVEC с клетками карци-
номы легкого А-549, предоставлена Dr. Cora-Jean C. 
Edgell (Университет Северной Каролины, США). По ос-
новным фенотипическим, морфологическим и функцио-
нальным характеристикам клетки линии EA.hy 926 схожи 
с эндотелиальными клетками макрососудов человека. 

Мононуклеарные лейкоциты выделяли из перифе-
рической крови условно здоровых доноров. Разделение 
фракций гранулоцитов и мононуклеарных лейкоцитов 
проводили с помощью осаждения клеток на градиенте 
плотности фиколл-верографина. 

Клетки инкубировали при 370C во влажной атмо-
сфере с 5% CO2. Во всех экспериментах жизнеспособ-
ность составляла не менее 95%. 

Супернатант разрушенных стрептококков (СРС) 
был приготовлен из Streptococcus pyogenes серологиче-
ской группы А (тип М22, штамм AL168). Данный штамм 
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был предоставлен Dr. Lindahl (Отдел лабораторной меди-
цины Лундского Универcитета, Лунд, Швеция). Исполь-
зовали СРС в разведениях 1:50-1:2000. Все исследуемые 
концентрации были нетоксичны для клеток.  

Для оценки адгезионной активности моноцитов 
крови суспензию мононуклеарных лейкоцитов вносили в 
лунки, содержащие монослой ЭК. Одновременно вносили 
СРС и инкубировали в течение 1 часа. В качестве кон-
троля использовали полную культуральную среду (ПКС) 
с 10% сыворотки. Оценку количества адгезировавших мо-
ноцитов проводили с помощью проточного цитофлуори-
метра Epics Altra («Beckman Coulter», США) с использо-
ванием моноклональных антител (мАт) против 
поверхностной молекулы CD14, меченых FITC (для выде-
ления популяции моноцитов крови). Результаты выра-
жали в процентах от числа спонтанно адгезировавших 
клеток.  

В отдельных экспериментах проводили предвари-
тельную 24-часовую инкубацию ЭК с СРС. 

Для изучения миграции и трансэндотелиальной ми-
грации (ТЭМ) моноцитов крови и клеток линии ТНР-1 ис-
пользовали модифицированные камеры Бойдена (транс-
веллы) с диаметром пор 8 мкм; трансвеллы помещали в 
лунки 24-луночного планшета. В верхние камеры транс-
велл вносили суспензию мононуклеарных лейкоцитов. В 
нижние камеры вносили культуральную среду (контроль) 
или среду с исследуемыми веществами и инкубировали 2 
часа. Для оценки ТЭМ суспензию мононуклеарных лей-
коцитов вносили в верхние камеры трансвелл, содержа-
щие монослой ЭК. Время инкубации составляло 2,5 часа. 
Оценку количества мигрировавших клеток проводили с 
помощью проточного цитофлуориметра Navios 
(«Beckman Coulter», США) с использованием мАт против 
CD14, меченых FITC (для выделения популяции моноци-
тов крови) и коммерческих наборов Flow-count 

Fluorospheres («Beckman Coulter», США). Результаты вы-
ражали в процентах от числа спонтанно мигрировавших 
клеток. 

В отдельных экспериментах по изучению миграции 
моноцитов в верхние камеры трансвелл вносили токсин 
коклюша (100 нг/мл). 

Оценку достоверности различий между средними 
значениями в контрольных и опытных выборках прово-
дили с использованием t-критерия Стьюдента с помощью 
пакета программ Microsoft Office Excel 2010 и 
STATISTICA 6.0. 

Результаты и обсуждение. Свойства клеток пере-
виваемой моноцитоподобной линии THP-1 подробно изу-
чены и во многом близки к моноцитам крови человека [3, 
6]. Однако в наших исследованиях выявились существен-
ные различия в характере ответа клеток THP-1 и моноци-
тов крови человека на действие продуктов разрушения 
пиогенного стрептококка. 

Ранее нами было показано, что в присутствии СРС 
адгезия клеток линии ТНР-1 к эндотелию усиливалась [1]. 
СРС так же повышал миграцию и трансэндотелиальную 
миграцию этих клеток [2]. Стимулирующий эффект СРС 
на эти процессы был связан с хемоаттрактным действием 
продуктов разрушения стрептококков и не связан с изме-
нением свойств эндотелиальных клеток.  

Как и адгезия клеток линии ТНР-1, адгезия моноци-
тов крови усиливалась в присутствии СРС (рис. 1). Для 
оценки вклада эндотелиальных клеток и моноцитов в этот 
процесс изучали интенсивность их адгезии в тех же усло-
виях, но после предварительной инкубации эндотелиаль-
ных клеток с СРС. Результаты экспериментов показали, 
что преинкубация эндотелиальных клеток с СРС не ока-
зывала влияния на интенсивность адгезии моноцитов 
(рис. 1).  
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супернатант разрушенных S.pyogenes (1:50) 
Рисунок 1. Влияние супернатанта разрушенных стрептококков на адгезию моноцитов крови к монослою эндо-

телиальных клеток. 
 
Полученные данные позволяют предположить, что 

усиление адгезии моноцитов, вызванное СРС, не было 
связано с изменением свойств эндотелиальных клеток. 

Влияние СРС на миграцию моноцитов крови было 
разнонаправленным и зависело от концентрации СРС и 
индивидуальной чувствительности доноров к продуктам 
деградации S. pyogenes (рис. 2). Согласно литературным 
данным, одно и то же вещество, в зависимости от концен-
трации, может оказывать разнонаправленное действие на 

миграцию лейкоцитов: в низких концентрациях может вы-
ступать в качестве хемоаттрактанта, а при высоких кон-
центрациях – действовать как хеморепеллент [4]. Таким 
образом, можно предположить, что разнонаправленный 
эффект СРС на миграцию моноцитов крови в разных кон-
центрациях связан с наличием в его составе подобного 
фактора. 
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супернатант разрушенных S. pyogenes  
Рисунок 2. Влияние супернатанта разрушенных стрептококков на интенсивность миграции моноцитов крови 

человека. 
 
В регуляции хемотаксиса и трансэндотелиальной ми-

грации клеток участвуют сигналы от рецепторов, связан-
ных с G-белками (GPCR). Их лигандами являются хемоат-
трактные белки – хемокины, компоненты комплемента, 
компоненты бактерий [7]. На этапе роллинга и адгезии 
сигналинг от GPCR приводит к изменению конформации 
интегринов и повышению их афинности и авидности. 
Кроме того сигналы от GPCR опосредуют направленную 
миграцию лейкоцитов к базальной поверхности ЭК и да-
лее во внеклеточном матриксе [5, 7]. Одним из ингибито-
ров сигнала от GPCR является токсин коклюша. 

Предположив, что СРС проявляет свойства хемоат-
трактанта в отношении моноцитов, мы провели ингиби-
торный анализ с токсином коклюша (рис. 3). 

Токсин коклюша снижал индуцированную СРС ми-
грацию моноцитов крови до спонтанного уровня. Чув-
ствительность к токсину доказывает, что влияние СРС на 
миграцию моноцитов было опосредовано взаимодей-
ствием GPCR на моноцитах с хемоаттрактантом в составе 
СРС.  
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Рисунок 3. Влияние супернатанта разрушенных стрептококков на интенсивность миграции моноцитов (ин-

тактных и преинкубированных с токсином коклюша). 
 
Несмотря на то, что влияние СРС в некоторых кон-

центрациях на адгезию и миграцию моноцитов и клеток 
ТНР-1 было сходным, влияние СРС на трансэндотелиаль-
ную миграцию этих клеток было противоположным (рис. 
4).  

В отличие от трансмиграции ТНР-1, трансэндоте-
лиальная миграция моноцитов снижалась в присутствии 

СРС. Это можно объяснить тем, что в используемой мо-
дели взаимодействия моноцитов и эндотелиальных кле-
ток, в присутствии СРС секретируются факторы, ингиби-
рующие трансмиграцию моноцитов. 

Различная чувствительность моноцитов и клеток 
ТНР-1 к хемоаттрактанту в составе СРС может быть свя-
зана с разной концентрацией соответствующих рецепто-
ров на этих клетках. 

 

Интактные моноциты  

Моноциты крови,  
преинкубированные  
с токсином коклюша  
(100 нг/мл) 
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супернатант разрушенных S. pyogenes  
Рисунок 4. Влияние супернатанта разрушенных стрептококков на трансэндотелиальную миграцию моноцитов 

крови человека. 
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«Я пригласил вас, господа, с тем, чтобы сообщить 
 вам пренеприятное известие: к нам едет ревизор». 

(Н.В. Гоголь, «Ревизор») 
 
Каждое предприятие в своей жизни переживает 

напряженный период, когда получает уведомление о про-

ведении проверки на предмет соблюдения природоохран-
ного законодательства. Что будут проверять? Какая доку-
ментация должна быть у предприятия? Какова возможная 
сумма штрафов? За какие нарушения предусмотрены мак-
симальные штрафы? Эти и многие другие вопросы сразу 
возникают у руководителя организации.

Проверки проводятся не только в крупных градооб-
разующих компаниях и государственных учреждениях, но 
и у индивидуальных предпринимателей и в небольших ор-
ганизациях. У любого предпринимателя образуются от-
ходы производства и потребления, а значит, существуют 
и экологические обязательства. 

В настоящее время усилился контроль за выполне-
нием требований природоохранного законодательства, и 

увеличились суммы возможных штрафов. Например, 
2 июля 2013 года Президент Российской Федерации Вла-
димир Путин подписал Федеральный Закон N 173-ФЗ «О 
внесении изменений в статьи 8.14 и 8.21 Кодекса Россий-
ской Федерации об административных правонаруше-
ниях». А Федеральным законом от 21 октября 2013 г. 
N 282-ФЗ глава 8 КоАП дополнена статьей 8.45.  
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