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Резюме. Введение. Воспаление сосудистой стенки является одним из ключевых механизмов атероге-
неза. Сосудистая стенка представлена в основном эндотелиальными, гладкомышечными и соедини-
тельнотканными клетками. При атерогенезе активированный эндотелий обеспечивает рекрутирование 
моноцитов в интиму, где они дифференцируются в макрофаги и пенистые клетки, что поддерживает 
локальное воспаление и формирование атеросклеротической бляшки. При этом относительный вклад 
отдельных клеточных типов в формирование воспалительного ответа остается недостаточно изучен. 
В условиях атерогенеза клетки подвергаются липидной нагрузке, окислительному стрессу и гипоксии, 
что может сопровождаться повреждением митохондрий. Если поврежденные митохондрии не удаля-
ются своевременно в ходе митофагии, их накопление может поддерживать воспаление. Целью данного 
исследования было сравнить способность различных клеточных моделей к ответу на стимуляцию 
липополисахаридом (LPS), а также оценить потенциал прижизненной визуализации митохондрий 
и лизосом в выбранных моделях, что необходимо для анализа митофагии. 
Материалы и методы. В рамках исследования использованы CD14+ моноциты человека, моноцитар-
ная линия THP-1, гладкомышечные клетки и фибробласты линии hTERT977. Клетки стимулировали 
LPS в концентрации 1 мкг/мл в течение 24 часов, после чего оценивали секрецию TNF, IL-1β, IL-6, 
IL-8, IL-10 и CCL2 в супернатанте методом ELISA. 
Результаты. Наиболее выраженный ответ на LPS был в моноцитах и макрофагах, тогда как глад-
комышечные клетки и фибробласты секретировали только IL-6, IL-8, CCL2. Также были получены 
изображения прижизненно окрашенных митохондрий и лизосом для дальнейшего изучения митофагии 
в них. При этом обработка форболовым эфиром сопровождалась устойчивым провоспалительным 
фоном, что усложняло интерпретацию LPS-индуцированного воспаления. 
Заключение. Показано, что выбранные модели подходят для количественной оценки секреции цитоки-
нов в ответ на стимуляцию LPS, анализа экспрессии генов провоспалительных цитокинов и изучения 
митофагии с использованием конфокальной микроскопии.
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Введение
Атеросклероз остается одной из ведущих причин 

сердечно-сосудистой заболеваемости и смертности [1, 
2]. Наиболее ранним центральным событием атероге-
неза считают накопление липопротеинов в интиме со-
суда, что сопровождается эндотелиальной активацией 
и инициацией воспаления, которое может переходить 
в хроническую форму [3]. По мере прогрессирования 
в интиме артерии формируется атеросклеротическая 
бляшка с липидным ядром, включающая иммунные 
клетки, гладкомышечные клетки и клетки соединитель-
ной ткани [4].

В исследованиях воспаления при атеросклерозе 
основное внимание чаще всего уделяют иммунным 
клеткам. Моноциты рекрутируются из кровотока в со-
судистую стенку, где дифференцируются в макрофаги. 
Макрофаги захватывают липопротеины низкой плот-
ности и формируют пенистые клетки. Эти процессы 
сопровождаются секрецией провоспалительных цито-
кинов, включая фактор некроза опухоли (tumor necrosis 
factor, TNF), интерлейкины (IL) IL-1β, IL-6, IL-8 и хемо-
кин лиганд 2 (chemokine (C‑C motif) ligand 2, CCL2) [5]. 
В терапии CANTOS (Canakinumab Anti-inflammatory 
Thrombosis Outcome Study, Исследование эффектив-
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Abstract. Introduction. Vascular wall inflammation is a key mechanism of atherogenesis. The vascular wall 
is composed primarily of endothelial, smooth muscle, and connective tissue cells. During atherogenesis, 
activated endothelium promotes the recruitment of monocytes into the intima, where they differentiate into 
macrophages and foam cells, thereby sustaining local inflammation and contributing to the formation of 
atherosclerotic plaques. At the same time, the relative contribution of individual cell types to shaping the 
inflammatory response remains insufficiently studied. Under atherogenic conditions, cells are exposed to 
lipid load, oxidative stress, and hypoxia, which may be accompanied by mitochondrial damage. If damaged 
mitochondria are not removed in a timely manner by mitophagy, their accumulation may sustain inflammation. 
Thus, the study aimed to compare the ability of different cellular models to respond to LPS stimulation and 
assess the feasibility of live-cell visualization of mitochondria and lysosomes in the selected models, which 
is necessary for mitophagy analysis.
Materials and methods. We used human CD14+ monocytes, the monocytic THP-1 cell line, smooth muscle 
cells, and hTERT 977 fibroblasts. After cell stimulation with LPS at 1 µg/mL for 24 h, we assessed the 
secretion of TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, and CCL2 in the supernatant with ELISA. 
Results. The strongest response to LPS was observed in monocytes and macrophages, whereas smooth 
muscle cells and fibroblasts secreted only IL-6, IL-8, and CCL2. We also obtained images of live-cell–stained 
mitochondria and lysosomes for subsequent studies of mitophagy. For THP-1, we additionally tested PMA 
that increased cell attachment and spreading for confocal imaging. However, treatment with the phorbol 
ester was associated with a persistent pro-inflammatory background, which complicated the interpretation 
of LPS-induced inflammation. 
Conclusion. The selected models are suitable for quantitative assessment of LPS response, gene expression 
analysis, and evaluation of mitophagy using confocal microscopy.
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ности канакинумаба при лечении тромбоза) было по-
казано, что ингибирование IL-1β снижало частоту по-
вторных сердечно-сосудистых событий [6]. В другом 
исследовании пациенты с каротидным атеросклеро-
зом имели более высокий уровень IL-6 в плазме [7]. 
В исследовании второй фазы RESCUE зилтевекимаб 
(ингибитор IL-6) снижал маркеры системного воспа-
ления [8]. В настоящее время в исследовании ZEUS 
оценивают, снижает ли ингибирование IL-6 частоту 
сердечно-сосудистых событий у пациентов с атероскле-
розом [9]. В популяционном исследовании показано, 
что более высокий уровень CCL2 в крови был ассо
циирован с повышенным риском сердечно-сосудистой 
смертности [10]. Кроме того, показано, что макрофа-
ги, полученные от пациентов с субклиническим ате-
росклерозом (оценивали по толщине интима–медиа), 
характеризовались повышенной секрецией CCL2, IL-6, 
IL-10 [11]. 

При этом в атерогенезе участвуют не только иммун-
ные клетки, но и клетки сосудистой стенки. Важно, 
что по мере прогрессирования поражения они могут 
изменять фенотип и мигрировать в атеросклеротиче-
скую бляшку. Так, в мышиной модели атеросклероза 
на атерогенной диете было показано, что CD26+ фиб
робласты при прогрессировании атеросклероза появ-
лялись в интиме и преимущественно локализовались 
в области фиброзной покрышки [12]. В модели сосудис
того повреждения было показано, что активированные 
адвентициальные фибробласты секретировали IL-6, а 
их кондиционированная среда стимулирует пролифе-
рацию и миграцию гладкомышечных клеток in vitro, 
причем при дефиците IL-6 этот эффект исчезал [13]. 
Гладкомышечные клетки при атеросклерозе не только 
мигрировали в бляшку, но и накапливали липиды, пере-
ходя в пенистоподобное состояние. В lineage-tracing 
(отслеживание клеточной линии) модели гладкомышеч-
ных клеток (Myh11-CreERT2, ApoE−/− на атерогенной 
диете) было показано, что значительная часть клеток 
гладкомышечного происхождения в бляшке теряла мар-
керы гладкомышечных клеток и переходила в модифи-
цированные состояния [14]. Клетки сосудистой стенки 
способны приобретать воспалительный фенотип, по-
этому их ответ на стимулы врожденного иммунитета 
может быть значим для атерогенеза. Липополисахарид 
(LPS) активирует TLR4-зависимые сигнальные пути 
и индуцирует продукцию провоспалительных цитоки-
нов и хемокинов не только в моноцитах и макрофагах, 
но и в клетках сосудистой стенки. Однако выражен-
ность такого ответа может существенно зависеть от 
типа клеток.

Помимо цитокиновых каскадов в патогенезе ате-
росклероза активно обсуждается роль митохондрий. 
Для макрофагов показана связь митохондриального по-
вреждения с активацией воспалительного ответа и се-
крецией IL-1β, IL-18 на моделях THP-1 и первичных 
культурах клеток [15]. Drp1 является ключевым бел-
ком, регулирующим деление митохондрий. Нарушения 

Drp1-зависимой митохондриальной динамики в глад-
комышечных клетках были ассоциированы с пролифе-
рацией, миграцией и кальцификацией клеток [16]. Atg7 
необходим для удаления поврежденных митохондрий, 
то есть митофагии. В модели ApoE−/− специфическая 
делеция Atg7 в гладкомышечных клетках сосудов при-
водила к нарушению аутофагии и накоплению фраг-
ментированных митохондрий, апоптозу гладкомышеч-
ных клеток, что ассоциировалось с дестабилизацией 
бляшки и утончением фиброзной покрышки [17]. 

Целью данного исследования было сравнение спо-
собности различных клеточных моделей отвечать на 
стимуляцию LPS, а также оценка возможности при-
жизненной визуализации митохондрий и лизосом в вы-
бранных моделях, необходимой для анализа митофагии.

Материалы и методы
Исследование проводилось в строгом соответствии 

с Хельсинкской декларацией Всемирной медицин-
ской ассоциации (2013) и соответствовало руководя-
щим принципам надлежащей клинической практики. 
Протокол исследования первичных моноцитов был рас-
смотрен и одобрен локальным этическим комитетом 
Московского областного научно-исследовательского 
клинического института имени М.Ф. Владимирского 
(протокол № 8 от 20.05.2020). Исследование первич-
ных гладкомышечных клеток (ГМК) одобрено ло-
кальным этическим комитетом Национального ис-
следовательского центра хирургии имени академика 
Б.В. Петровского (протокол № 8 от 20.10.2022). Все 
участники исследования до включения в него добро-
вольно подписали форму информированного согласия, 
утвержденную в составе протокола исследования эти-
ческим комитетом.

Линию фибробластов hTERT 977 (ATCC, США) 
культивировали в модифицированной среде Дульбекко 
(DMEM, «ПанЭко», Россия) с низкой глюкозой, допол-
ненной L-глютамином, 10% фетальной бычьей сыво-
роткой (FBS, «БиолоТ», Россия), 50 ед/мл пеницилли-
ном и 50 мкг/мл стрептомицином («ПанЭко», Россия) 
при 37°C и 5% CO2. Концентрация клеток: 200 тыс. 
в 1 мл. 

ГМК были получены из аортальной стенки во вре-
мя операции протезирования аорты и предоставле-
ны сотрудниками I кардиохирургического отделения 
Российского научного центра хирургии имени акаде-
мика Б.В. Петровского [18]. Внутреннюю и среднюю 
оболочки аорты разделяли механическим способом 
в асептических условиях. Первичную культуру глад-
комышечных клеток выделяли из оболочек грудной 
аорты человека после ферментативной обработки кол-
лагеназой I типа (StemCell Technologies, США) в со-
ответствии с протоколом. Иммунофенотипирование 
выделенных ГМК проводили методом иммуноцитохи-
мического окрашивания с применением антител против 
актина альфа 2, MYH11 (myosin heavy chain 11, тяже-
лая цепь миозина 11) и кальпонина 1 (1:100; Abcam, 
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Великобритания) по протоколам производителя [18]. 
В качестве вторичных антител использовали Goat 
Anti-Mouse IgG H+L (PE) и Goat Anti-Rabbit IgG H+L 
(FITC) (1:100; Abcam, Великобритания). Ядра клеток 
докрашивали 4’,6‑диамидино‑2‑фенилиндолом (DAPI), 
после чего препараты заключали в  среду Aqueous 
Mounting Medium (водная среда для монтирования). 
Анализ и съемку препаратов выполняли с помощью 
флуоресцентного микроскопа Leica DM4000 B LED 
(Leica Microsystems, Германия) и программного обес
печения LAS-AF viewer v. 3.1.0 build 8587 (Германия). 
Клетки культивировали в среде DMEM с L-глютамином 
и 4,5 г/л глюкозы («ПанЭко», Россия), дополненной 
15% FBS, 50 ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл стреп-
томицина при 37°C и 5% CO2. Концентрация клеток: 
200 тыс. в 1 мл. 

Нативную линию THP-1 культивировали в среде 
RPMI-1640 с L-глутамином («ПанЭко», Россия), до-
полненной 10% FBS, 50 ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл  
стрептомицина при 37°C и 5% CO2. Концентрация 
клеток: 300 тыс. в 1 мл. Для THP-1 дополнительно те-
стировали форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA), по-
вышавший прикрепление и распластанность клеток 
для конфокальной съемки. 

CD14+ моноциты выделяли из цельной крови здо-
ровых доноров с использованием магнитной сортиров-
ки. Кровь центрифугировали 20 минут при 500 g, без 
торможения, удаляли плазму, осадок разбавляли PBS 
(«ПанЭко», Россия) и наслаивали на Ficoll («ПанЭко», 
Россия). После центрифугирования при тех же услови-
ях отбирали лейкоцитарную фракцию и дважды про-
мывали PBS. Клеточный осадок ресуспендировали 
в растворе Версена («ПанЭко», Россия) с 0,5% FBS 
(MACS-буфер), добавляли CD14 MicroBeads (Miltenyi 
Biotec, США) и  инкубировали 15 минут при 4°C. 
Моноциты выделяли с помощью магнитных колонок, 
затем дважды промывали фосфатно‑солевым буфером 
(PBS). Клетки ресуспендировали в среде RPMI-1640 
(«ПанЭко», Россия), дополненной 10% FBS, 50 ед/мл 
пенициллина, 50 мкг/мл стрептомицина, L-глутамина 
2 мМ («ПанЭко», Россия), заменимых аминокислот 1x 
(«ПанЭко», Россия), пирувата натрия 1x («ПанЭко», 
Россия), 2-меркаптоэтанола 55 мкМ (Thermo Fisher 
Scientific, США) и rhGM-CSF 10 нг/мл («СайСторЛаб», 
Россия) и культивировали в концентрации 1 млн/мл 
при 37°C и 5% CO2. 

Было необходимо подобрать клеточные модели для 
дальнейшего исследования LPS-индуцированного от-
вета (на уровне секреции цитокинов и экспрессии 
генов) и для прямого изучения митофагии. Для этого 
протестировали CD14+ моноциты человека, моноци-
тарную линию THP-1, ГМК и фибробласты (hTERT 
977). Критериями пригодности были воспроизводимая 
реакция на LPS и совместимость с конфокальной визу-
ализацией митохондрий и лизосом с использованием 
MitoTracker Green и LysoTracker Deep Red для после-
дующей оценки индуцируемой митофагии.

Для экспериментов по оценке провоспалительной 
реакции клетки высевали по 200 тыс. в 1 мл (для hTERT 
977, ГМК) или по 1 млн в 1 мл (для THP-1, первич-
ных макрофагов) в 24-луночные планшеты (по 1 мл 
на лунку). Добавляли 1 мкг/мл LPS (Sigma-Aldrich, 
США) и инкубировали 24 часа при 37°C и 5% CO2. 
Потом отбирали супернатант (суспензионную куль-
туру предварительно центрифугировали) для анализа 
секреции цитокинов методом ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay, иммуноферментный анализ). Для 
дальнейшего анализа экспрессии генов к клеточному 
осадку добавляли 1 мл ExtractRNA («Евроген», Россия).

Для оценки воспалительного ответа клетки сти-
мулировали LPS (1 мкг/мл) в течение 24 часов, пос
ле чего в  супернатанте определяли концентрации 
TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 и CCL2 методом ELISA 
(рис. 1). Оценку содержания цитокинов в культураль-
ной жидкости измеряли методом ELISA. Концентрации 
TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 и CCL2 в культуральной 
жидкости определяли методом ELISA (R&D Systems, 
США) согласно протоколу производителя. В качестве 
субстрата для пероксидазы хрена использовали TMB-
набор («ИМТЕК», Россия). Реакцию останавливали 
добавлением серной кислоты («ХимМед», Россия). 
Оптическую плотность измеряли на микропланшетном 
считывателе CLARIOstar (BMG LABTECH, Германия) 
при длине волны 450 нм с поправкой на 495 нм. Чтобы 
подтвердить, что LPS-индуцированная секреция цито-
кинов сопряжена с изменениями на уровне экспрессии, 
в THP-1 дополнительно измеряли экспрессию генов, 
соответствующих провоспалительных маркеров пос
ле стимуляции различными концентрациями LPS. 
Результаты сравнивали попарно с контролем. 

Для выделения РНК к клеткам добавляли ExtractRNA 
200 мкл хлороформа («Экос-1», Россия), перемешива-
ли переворачиванием и инкубировали 10 минут при 
комнатной температуре. Затем центрифугировали при 
12 000 g в течение 15 минут. Водную фазу переносили 
в новые пробирки, добавляли 600 мкл изопропанола 
(«Экос-1», Россия) и центрифугировали при 12 000 g 
в течение 15 минут. Супернатант удаляли, осадок про-
мывали 75% этанолом, охлажденным до −20°C, и цен-
трифугировали при 12 000 g в течение 15 минут. Этанол 
удаляли, осадок сушили 5 минут и растворяли в 22 мкл 
безнуклеазной воды («ПанЭко», Россия). Для удале-
ния примесей ДНК применяли DNase I (RNase-Free) 
(New England Biolabs, Великобритания) согласно про-
токолу производителя. Концентрацию РНК определяли 
на NanoPhotometer. Образцы хранили при температу-
ре –70°C. 

Обратную транскрипцию проводили с использо-
ванием набора MMLV RT kit («Евроген», Россия) со-
гласно протоколу производителя. Выполняли отжиг 
праймера oligo(dT) в течение 2 минут, затем перено-
сили образцы на лед. Далее добавляли реакционную 
смесь, содержащую 4 мкл 5× First strand buffer, 2 мкл 
dNTP, 2 мкл DTT и 1 мкл MMLV Reverse Transcriptase. 
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Рис. 1. 	Секреция цитокинов (TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2) различными типами клеток на фоне стимуляции LPS.  
Типы клеток (ГМК [голубой], фибробласты [зеленый], THP-1 [сиреневый], CD14+ моноциты [коричневый]).  
Концентрации указаны в пг/мл. * p<0,05, ** p<0,01; (критерий Манна–Уитни). N=3

Fig. 1. 	Cytokine secretion (TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, and CCL2) by different cell types upon LPS stimulation. Cell types 
(SMC [blue], fibroblasts [green], THP-1 [lilac], and CD14+ monocytes [brown]). Concentrations are shown in pg/mL.  
* p<0.05; ** p<0.01 (Mann–Whitney test). N=3

Реакцию проводили на амплификаторе с нагревающей-
ся крышкой при 40°C в течение 1 часа, затем при 70°C 
в течение 10 минут и охлаждали.

Для полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией в реальном времени готовили смесь, 
содержащую 5 мкл SYBR-mix («Евроген», Россия), 
14 мкл воды и праймеры (прямой и обратный) в ко-
нечной концентрации 400 нМ. В каждую лунку вно-
сили 5 нг кДНК и 20 мкл реакционной смеси. Условия 
амплификации: 95°С – 5 минут (95°С – 20 секунд, 

59°С – 15 секунд, 72°С – 30 секунд) X 40. В качестве 
референсного гена использовали RPL37. В работе ис-
пользовали последовательности праймеров: 

TNF (F: GCTTGTTCCTCAGCCTCTTCT; 
R: GGTTTGCTACAACATGGGCTA), 
IL-1β (F: CCAGTGAAATGATGGCTTATTAC; 
R: CTGTAGTGGTGGTCGGAGATT), 
IL-6 (F: CACAGACAGCCACTCACCTC; 
R: TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT), 
IL-8 (F: AGTTTTTGAAGAGGGCTGAGAAT; 
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R: CAACAGACCCACACAATACATGA), 
CCL2 (F: TGCCCCAGTCACCTGCTGTTAT; 
R: GAATCCTGAACCCACTTCTGCTTG), 
RPL37 (F: TGGCTCTAAGGCCTACCACC; 
R: GCCTCATTCGACCAGTTCCG).
Для изучения влияния форбол-12-миристат-13-

ацетата (PMA) на провоспалительный ответ клетки 
THP-1 высевали в 24-луночные планшеты по 1 мл на 
лунку при концентрации 1 млн в 1 мл. В среду добавля-
ли PMA (Sigma-Aldrich, США) в конечной концентра-
ции 5, 10 или 20 нг/мл и инкубировали 24 часа при 37°C 
и 5% CO2. Через 24 часа культуральную среду отбирали 
для последующего анализа и заменяли на свежую среду 
без PMA. Культивирование продолжали еще 48 часов 
в тех же условиях. Культуральную среду отбирали на 
1-е и 3-и сутки от начала стимуляции PMA (соответ-
ственно, через 24 часа и 72 часа) и использовали для 
определения концентраций цитокинов методом ELISA. 

Для оценки возможности изучения митофагии 
и прижизненной конфокальной микроскопии исполь-
зовали митохондриальный зонд MitoTracker Green 
(Thermo Fisher Scientific, США) и лизосомальный 
зонд LysoTracker Deep Red (Thermo Fisher Scientific, 
США) в конечных концентрациях 100 нМ и 50 нМ, 
соответственно. Для усиления адгезии и распластан-
ности THP-1 клетки стимулировали PMA. Поскольку 
PMA способен сам по себе запускать провоспалитель-
ную секрецию, уровни TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 и CCL2 
оценивали через 1 и 3 суток после обработки. Так как 
клетки находились в монослое распластанные, съемку 
проводили в X/Y-сечении. Клетки THP-1 инкубирова-
ли 30 минут в 2 мл среды с красителями, затем цент
рифугировали при 300 g в течение 5 минут, удаляли 
супернатант и ресуспендировали осадок в свежей сре-
де. Полученную суспензию переносили в конфокаль-
ную чашку и проводили съемку. Для hTERT 977, ГМК 
и CD14+ моноцитов клетки предварительно инкубиро-
вали в конфокальном планшете в течение 24 часов для 
прикрепления, затем удаляли супернатант, добавляли 
2 мл среды с красителями и инкубировали 30 минут. 
После инкубации клетки промывали PBS и проводили 
съемку в среде. Конфокальная съемка проводилась с 
использованием микроскопа Leica DMi8 STELLARIS 
(Leica Microsystems, Германия), оснащенного объ-
ективом HC PL APO CS2 63×/1,40 (иммерсионное 
масло, показатель преломления 1,518). Изображения 
регистрировались в режиме X/Y съемки при частоте 
600 Гц и времени экспозиции на пиксель 0,21 мкс, 
без усреднения по линиям и кадрам. Размер диафраг-
мы pinhole составлял 85,6 мкм (≈1 AU). Возбуждение 
флуоресценции осуществлялось лазерами с дли-
ной волны 488 и 638 нм (мощность 2%). Детекция 
сигнала проводилась с использованием HyD в диа-
пазонах 494–568 нм (gain 30, offset 0) и 647–787 нм 
(gain 20, offset 0). Размер изображения составлял 
4096×4096 пикселей, размер пикселя – 0,05 мкм. Для 
анализа колокализации задействовали программ-

ное обеспечение CellProfiler (Imaging Platform Broad 
Institute, США) [19]. В качестве входных данных за-
гружали три канала изображений: митохондриальный 
сигнал (MitoTracker Green), лизосомальный сигнал 
(LysoTracker Deep Red) и канал, содержащий изобра-
жение клеток. Для определения границ клеток приме-
няли модуль IdentifyPrimaryObjects, при этом каждая 
клетка рассматривалась как отдельный объект анализа. 
Количественную оценку колокализации выполняли 
при помощи модуля MeasureColocalization, в котором 
рассчитывали коэффициент Мандерса, отражающий 
долю митохондриального сигнала, совпадающего с ли-
зосомальным сигналом. Полученные данные экспорти-
ровали с использованием модуля ExportToSpreadsheet. 

Статистический анализ проводили в  IBM SPSS 
Statistics (IBM, США). Нормальность распределе-
ния оценивали, применяя критерий Колмогорова–
Смирнова. При нормальном распределении данные 
представляли как среднее ± стандартная ошибка сред-
него и использовали t-критерий Стьюдента. При не-
нормальном распределении данные представляли как 
медиану (Q1; Q3) и применяли тест Уилкоксона для 
связанных выборок. Уровень статистической значимос
ти принимали равным p<0,05. При сравнении несколь-
ких экспериментальных групп с одной контрольной 
группой применяли поправку Бонферрони для мно-
жественных сравнений. Скорректированный уровень 
значимости определяли как 0,05/m, где m – число по-
парных сравнений. Различия считали статистически 
значимыми при p_adj<0,05.

Результаты
На фоне стимуляции LPS клетки демонстриро-

вали разный провоспалительный профиль. В THP-1 
повышалась секреция TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 и CCL2. 
ГМК и фибробласты секретировали IL-6, IL-8 и CCL2. 
В CD14+ моноцитах повышалась секреция цитокинов 
TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 и CCL2 (рис. 1).

Данные экспрессии согласовывались с результатами 
по секреции цитокинов и поддерживали вывод о вос-
производимой LPS-индуцированной активации в этой 
модели (рис. 2).

ГМК и фибробласты демонстрировали выраженную 
распластанность. При этом клеток было мало в поле 
зрения, они сильно различались по размеру, что затруд-
няло количественную оценку митофагии. Первичные 
макрофаги также были распластанными, однородны-
ми по размеру, их было больше в поле зрения. Клетки 
THP‑1 не распластывались, их было больше в поле зре-
ния, и они были однородными, что удобно для стан-
дартизированного анализа. Расширенная версия конфо-
кальных снимков по отдельным каналам MitoTracker 
Green, LysoTracker Deep Red и с наложением каналов 
представлена на рисунке 3.

Отдельные зоны интереса, выделенные справа на 
рисунке 3, представлены на рисунке 4 с расчетом ко-
локализации по коэффициенту Мандерса (рис. 4 B).
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PMA вызывал выраженную провоспалительную ак-
тивацию, сопоставимую и местами превышающую эф-
фект LPS по уровню секретируемых цитокинов. Кроме 
того, после обработки PMA сохранялась повышенная 
концентрация цитокинов IL-8 и CCL2 в супернатанте 
даже спустя 3 дня вне зависимости от количества до-
бавленного PMA (рис. 5). 

Показано, что выбранные модели подходят для ко-
личественной оценки LPS-ответа, анализа экспрессии 
и оценки митофагии с использованием конфокальной 
микроскопии.

Были подобраны условия, при которых выбранные 
клеточные модели позволяют проводить комплексный 
анализ LPS-индуцированного ответа, выполнять кон-
фокальную съемку и оценивать митофагию. Кроме 
того, секреция цитокинов, количественно измерен-
ная методом ELISA, дополнительно подтверждалась 
изменениями экспрессии соответствующих генов. 
Следовательно, данные клеточные модели подходят 

для изучения различий в механизмах формирования 
иммунного ответа.

Обсуждение
В рамках данной работы была проведена оцен-

ка LPS-индуцированной секреции цитокинов в не-
скольких клеточных моделях, включая моноциты, 
макрофаги, фибробласты и гладкомышечные клетки. 
Провоспалительные цитокины секретируются не толь-
ко иммунными клетками, но и клетками сосудистой 
стенки. Перед запуском исследования по изучению 
молекулярных механизмов воспаления требовалось 
подтвердить воспроизводимую реакцию каждой кле-
точной модели на стимуляцию LPS. В исследовании 
секреция цитокинов (IL-6, IL-8, CCL2) фибробластами 
и гладкомышечными клетками воспроизводилась, хотя 
ее уровень был ниже, чем у моноцитов и макрофагов. 
Ранее для адвентициальных фибробластов человека 
было показано, что LPS через TLR4/NF-κB может 

Рис. 2. 	Секреция и экспрессия цитокинов в ответ на стимуляцию LPS клеточной линией THP-1. На верхних графиках  
по оси Y – секреция цитокинов TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, CCL2. На нижних графиках относительная экспрессия цитокинов.  
По оси X – концентрация LPS (контроль, 100 нг/мл, 1000 нг/мл). Данные представлены как среднее ± SEM. 
Статистическую значимость оценивали при сравнении каждой экспериментальной группы с контролем 
с использованием t-критерия Стьюдента с поправкой Бонферрони на множественные сравнения. * – p_adj<0,05,  
** – p_adj<0,01, *** – p_adj<0,001. Представлены данные одного репрезентативного эксперимента из трех

Fig. 2. 	Secretion and expression of cytokines in response to LPS stimulation by the THP-1 cell line. On the upper graphs, along the 
Y-axis, is the secretion of the cytokines TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, and CCL2. On the lower graphs, the relative expression of 
cytokines. On the X-axis, the concentration of LPS (control, 100 ng/mL, 1000 ng/mL). Data are presented as mean ± SEM. 
Statistical significance was assessed by comparing each experimental group with the control group using Student’s t-test with 
Bonferroni correction for multiple comparisons. Significance levels are indicated as follows: * – p_adj<0.05, ** – p_adj<0.01, 
*** – p_adj<0.001. Data from one representative experiment out of three are shown



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 15  № 3  2026 41

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рис. 3. 	Конфокальные изображения различных типов клеток. Представлены репрезентативные фотографии каналов  
и их совмещения в ГМК, фибробластах, CD14+ моноцитах, THP-1, THP-1 (PMA). Митохондрии (MitoTracker Green) 
отмечены зеленым, лизосомы (LysoTracker Deep Red) красным. Отдельно выделены зоны колокализации митохондрий 
и лизосом. Масштаб 20 µм

Fig. 3. 	Confocal representative images of various cell types show channels and their superposition in SMCs, fibroblasts, CD14+ 
monocytes, THP-1, and THP-1 (PMA). Mitochondria (MitoTracker Green) are shown in green and lysosomes (LysoTracker Deep 
Red), in red. Colocalization zones of mitochondria and lysosomes are highlighted separately. Scale bar, 20 µm
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Рис. 4. 	Конфокальные изображения различных типов клеток. 
	 А – изображения совмещения каналов в ГМК, фибробластов, CD14+ моноцитов, THP-1, THP-1 (PMA). Митохондрии 

(MitoTracker Green) отмечены зеленым, лизосомы (LysoTracker Deep Red) красным. Отдельно выделены зоны 
колокализации митохондрий и лизосом. Масштаб 20 µм. B – уровень митофагии в разных типах клеток. Колокализацию 
оценивали по коэффициенту Мандерса, рассчитанному как доля сигнала MitoTracker Green, совпадающего с сигналом 
LysoTracker Deep Red. На диаграмме типа boxplot медиана представлена центральной линией внутри бокса, границы 
бокса соответствуют первому и третьему квартилям (Q1 и Q3), а усы отражают минимальное и максимальное значения

Fig. 4. 	Confocal images of different cell types. 
	 A – representative merged-channel images of smooth muscle cells, fibroblasts, CD14+ monocytes, THP-1 cells, and PMA-treated 

THP-1 cells. Mitochondria stained with MitoTracker Green are shown in green, and lysosomes stained with LysoTracker Deep 
Red, in red. Regions of mitochondria–lysosome colocalization are highlighted separately. Scale bar, 20 µm. B – mitophagy levels 
in different types. Colocalization was assessed using the Manders coefficient, calculated as the proportion of the MitoTracker 
Green signal that coincides with the LysoTracker Deep Red signal. In the boxplot, the median is represented by the central line 
within the box, the box boundaries correspond to the first and third quartiles (Q1 and Q3), and the whiskers indicate the minimum 
and maximum values
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Рис. 5.	Секреция цитокинов в ответ на стимуляцию PMA клеточной линией THP-1. По оси X концентрация PMA  
(5 нг/мл, 10 нг/мл, 20 нг/мл). Темно-серый – спустя 1 день, светло-серый – спустя 3 дня. Секрецию сравнивали 
с базальным уровнем (не представлен, так как был около нуля). * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001 по результатам 
t-критерия Стьюдента. Представлены данные одного репрезентативного эксперимента из трех

Fig. 5.	 Cytokine secretion in response to PMA stimulation by the THP-1 cell line. The X-axis shows PMA concentration  
(5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL). Dark gray – day 1, light gray – day 3. Secretion was compared with the basal level  
(not shown, as it was near zero) * – p<0.05, ** – p<0.01, *** – p<0.001 according to the results of Student’s t-test.  
Data from one representative experiment out of three are shown

1-й день | Day 1

3-й день | Day 3
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усиливать секрецию CCL2 в супернатанте [20]. Для 
гладкомышечных клеток (как мышиных, так и чело-
веческих) также показано, что стимуляция LPS инду-
цировала продукцию IL-6 [21]. Кроме того, в культуре 
человеческих аортальных адвентициальных фибро-
бластов и гладкомышечных клеток LPS повышал се-
крецию IL‑8, CCL2 и IL-6 [22]. В совокупности это 
согласуется с представленными данными о том, что 
гладкомышечные клетки и фибробласты способны 
повышать секрецию провоспалительных цитокинов 
в ответ на LPS. 

Для задач, связанных с митохондриями и митофа-
гией, было важно подтвердить применимость при-
жизненной конфокальной визуализации митохондрий 
и лизосом в разных типах клеток. В других работах 
на человеческих гладкомышечных клетках митофагию 
оценивали по набору белковых маркеров (LC3-I/LC3-II, 
Beclin-1, p62, PINK1, Parkin, VDAC1, Tom20) [23]. В ис-
следованиях на фибробластах у пациентов с тяжелой 
бронхиальной астмой применяли qRT-PCR, Western blot 
и иммунофлуоресцентную оценку маркеров [24]. Также 
для оценки митофагии использовали флуоресцентную 
метку mt-Keima [25]. В данной работе основной акцент 
сделан на визуализации. Мы использовали прижизнен-
ное окрашивание MitoTracker Green и LysoTracker Deep 
Red для оценки колокализации митохондрий и лизосом 
как наглядного клеточного признака митофагии, такой 
подход уже применяется в опубликованных исследо-
ваниях [24, 26].

Для усиления адгезии THP-1 в настоящем исследо-
вании использовали PMA. Известно, что PMA-инду
цированная дифференцировка THP-1 сопровождается 
изменением цитокинового профиля. В частности, по-
казаны повышение секреции TNF, IL-10 и IFN-γ при 
добавлении PMA в концентрации 10 нг/мл [27], а так-
же устойчивые изменения уровня экспрессии IL-8 при 
дифференцировке THP-1 [28]. Предполагалось, что ми-
нимальная доза PMA (5 нг/мл) и последующий период 
покоя в течение 3 суток будут достаточны для снижения 
остаточного эффекта PMA, однако для части цитокинов 
(IL-6, IL-8, CCL2) сохранялся повышенный уровень 
секреции, что может усложнять интерпретацию экс-
периментов, направленных на изучение молекулярных 
механизмов воспаления.

Заключение
Проведенная работа убедительно демонстрирует, 

что выбранные клеточные модели позволяют количест
венно оценивать LPS-индуцированную секрецию ци-
токинов, сопоставлять ее с изменениями экспрессии 
генов и  выполнять прижизненную конфокальную 
визуализацию митохондрий и лизосом. Это создает 
основу для последующих исследований механизмов 
воспалительного ответа, толерантности и процессов, 
связанных с митофагией, в разных типах клеток со-
судистой стенки и в моноцитах.
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