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Основные положения
• Внеклеточные везикулы (ВВ) – мембранные объекты c молекулярным грузом внутри себя 

и на поверхности, выполняющие разнообразные биологические функции, связанные с межкле-
точным взаимодействием, поэтому являются перспективным объектом для диагностических и 
терапевтических целей.

• Культура клеток острого миелоидного лейкоза человека (THP-1) – классическая модельная 
моноцитарно-макрофагальная система. Спектр секретируемых этой культурой ВВ гетерогенен и 
недостаточно охарактеризован к настоящему времени.

• В работе проведено сравнение продуцируемых клетками THP-1 ВВ при воздействии различ-
ных стимуляторов.

ОСОБЕННОСТИ ПРОДУКЦИИ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ КЛЕТКАМИ 
ЛИНИИ THP-1 ПРИ СТИМУЛЯЦИИ IN VITRO

Цель
Количественная и качественная характеристика внеклеточных везикул (ВВ), 
продуцируемых клетками линии THP-1, в зависимости от использованного 
стимулятора и его дозы.

Материалы 
и методы

В исследовании использованы клетки культуры THP-1. Для стимуляции 
клеток применены 4-форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA) в дозах 5, 16 и 
50 нг/мл, липополисахарид (ЛПС) в дозах 0,1, 0,3 и 1,0 нг/мл и фактор некро-
за опухоли (ФНО) в дозах 5, 10 и 20 нг/мл. Активация клеток оценена изме-
нением уровня экспрессии CD54, а наличие апоптоза/некроза – посредством 
подсчета DAPI (4′,6-диамидино-2-фенилиндол)-позитивных клеток с помо-
щью высокочувствительной проточной цитометрии (hs-FCM). Размерность 
продуцируемых везикул и их количественная характеристика приведены с 
использованием анализа траектории наночастиц (NTA). Качественная харак-
теристика экспрессируемых поверхностных молекулярных маркеров (CD9, 
CD63, CD54) представлена с помощью высокочувствительной многоцветной 
проточной цитометрии (hs-FCM).

Результаты

Стимуляция ФНО и PMA в средних и высоких дозировках приводит к на-
растанию секретируемой фракции малых (30–150 нм) ВВ, экспрессирующих 
тетраспаниновые маркеры (CD9, CD63). Малые дозы ФНО и PMA не приво-
дили к достоверному приросту количества ВВ. При использовании всех до-
зировок ЛПС отмечено некоторое количественное снижение ВВ в диапазоне 
30–150 нм (малые ВВ). Однако средние и высокие дозы ЛПС вызывали до-
стоверную селективную секрецию CD63-положительных ВВ при полном от-
сутствии динамики изменения CD9-позитивных везикул. Активация клеток, 
оцениваемая по экспрессии CD54, носила дозозависимый характер и была 
наиболее выражена при стимуляции PMA. 

Заключение

Каждый вид использованной стимуляции клеток THP-1 провоцирует изме-
нение функциональной активности клеток в отношении продуцируемых 
ими ВВ. При этом может меняться не только количественный, но и каче-
ственный состав продуцируемых объектов. Наиболее предпочтительными в 
стимуляции везикуляции оказались средние и высокие дозы ФНО и PMA. 

ONLINE
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Aim To quantitatively and qualitatively characterize THP-1-derived extracellular 
vesicles in depending on type and dose of used stimulators. 

Methods

THP-1 cells were stimulated by PMA (4-phorbol 12-myristate 13-acetate), 
LPS (lipopolysaccharide) and TNF (tumor necrosis factor). Cell activation and 
viability were assessed by the expression of CD54 and DAPI (4′,6-diamidino-
2-phenylindole) staining respectively. Size and quantitative characteristics were 
assessed using nanoparticle tracking analysis (NTA). Qualitative assessment of 
surface molecular markers (CD9, CD63, CD54) was performed by high-sensitivity 
multicolor flow cytometry (hs-FCM).

Results

TNF and PMA stimulation in medium and high doses led to an increase in quantity 
of small EVs (30–150 nm) that express tetraspanins CD9 and CD63. Low doses of 
TNF and PMA did not lead to a significant increase of EVs compared to control. 
There was a decrease in amount of small EVs (30–150 nm) in LPS-stimulated 
probes. However, medium and high doses of LPS stimulated selective CD63-
positive EVs secretion with absence of CD9-positive events. Cell activation 
assessed by CD54 expression have been dose-dependent and was most prominent 
under PMA stimulation.

Conclusion

Every type of THP-1 cell activators promotes changes in the functional activity 
of cells towards production of extracellular vesicles. Moreover, we have 
demonstrated quantitative and qualitative difference in THP-1-derived vesicles 
under different stimulation conditions. Medium and high doses of PMA and TNF 
were the most relevant in stimulation of vesiculation. LPS-stimulation could be 
used to selectively obtain CD63-positive fraction of EV.

Keywords THP-1 • Extracellular vesicles • Exosomes • Microvesicles • Tumor necrosis factor 
• Lipopolysaccharide • 4-forbol-12-myristate-13-acetate
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Highlights
• Extracellular vesicles (EVs) are membrane objects with inner and surface molecular cargo 

performing various biological functions associated with intercellular connection. Therefore, they are a 
promising object for diagnostic and therapeutic purposes.

• THP-1 is a human leukemia monocytic cell line and a classic model for monocyte/macrophage 
function and differentiation. Spectrum of THP-1-derived extracellular vesicles are heterogenic and 
understudied. 

• The review presents the comparison of EVs produced by stimulated THP-1 cells.

Стимуляция ЛПС в средних и высоких дозах может быть использована для 
получения изолированной CD63-положительной фракции ВВ.

Ключевые слова THP-1 • Внеклеточные везикулы • Экзосомы • Микровезикулы • Фактор не-
кроза опухоли • Липополисахарид • 4-форбол-12-миристат-13-ацетат
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Список сокращений
ВВ
ЛПС
ФНО

–
–
–

внеклеточные везикулы 
липополисахарид 
фактор некроза опухоли 

ICAM1
PMA

–
–

молекула межклеточной адгезии 1
4-форбол-12-миристат-13-ацетат 

Введение 
Внеклеточные везикулы (ВВ) представляют со-

бой гетерогенную группу мембранных структур 
клеточного происхождения, включающую экзосо-
мы, микровезикулы и апоптотические тельца [1–3]. 
Во многих исследованиях показана их вовлечен-
ность в межклеточную коммуникацию за счет пере-
носимого ими груза как внутри одного организма, 
так и между видами [4–7]. Клетки иммунной систе-
мы человека, в частности клетки моноцитарно-ма-
крофагального ростка, также используют везикулы 
для внеклеточного взаимодействия. Уже продемон-
стрировано, что моноцитарные и макрофагальные 
везикулы участвуют в регуляции ангиогенеза, коа-
гуляционного и костного гомеостаза [8–15]. 

Так, в 2008 г. в эксперименте in vitro определено, 
что микровезикулы, полученные из культуры клеток 
THP-1, активированной эндотоксином и ионофором 
кальция или голоданием, вызывают апоптоз и дис-
баланс тромбогенных/антитромбогенных факторов 
в сторону прокоагуляции у эндотелиальных клеток 
пупочной вены человека (HUVEC) [11]. Кроме того, 
в этой же работе показана их возможная вовлечен-
ность в ангиогенез за счет стимуляции образования 
трубочек, схожих с человеческими сосудами [11]. 
В дополнение к вышесказанному внеклеточные ве-
зикулы, полученные от THP-1, обработанные паль-
митиновой кислотой, стимулируют эндотелиальную 
миграцию и увеличение экспрессии молекул адге-
зии (VCAM1, ICAM1) у тех же эндотелиальных кле-
ток [16]. Однако везикулы из макрофагов, диффе-
ренцированных из THP, угнетают миграцию клеток 
эндотелия (HUVEC) за счет изменения экспрессии 
интегринов на их поверхности [17]. Стоит отметить, 
что везикулы, полученные из клеточной линии ма-
крофагов крыс (Raw 264.7), оказывают противопо-
ложный эффект, а именно стимулируют ангиогенез 
in vitro и ускоряют рост сосудов in vivo [8]. 

Кроме того, внеклеточные везикулы вовлечены 
в процесс воспаления. Например, ВВ, полученные 
непосредственно из культуры клеток THP-1, обла-
дают иммуномодулирующей функцией во время 
инфекционного процесса [18]. Более того, везику-
лы из М1-поляризованных макрофагов за счет вхо-
дящей в их состав miR-1246 способствуют воспа-
лению в височно-нижнечелюстном суставе посред-
ством активации пути Wnt/β-катенин, а везикулы из 
М2-макрофагов, несущих длинную некодирующую 
РНК MEG3, участвуют в воспалительных реакциях 
при язвенном колите [14, 19]. Также показана роль 

ВВ в воспалительных процессах в эндотелии при 
артериальной гипертензии [20] и в различных ин-
фекционных и неинфекционных заболеваниях пе-
чени [21, 22]. C другой стороны, в ряде случаев у 
макрофагальных везикул отмечают противовоспа-
лительные эффекты. Так, макрофагальные везику-
лы оказывали противовоспалительный эффект пу-
тем подавления продукции цитокинов макрофага-
ми в мышиной модели острого гепатита, индуциро-
ванного конканавалином А [23]. А.C. Shi и коллеги 
обнаружили в везикулах из культуры THP-1 белок 
теплового шока 27 (HSP27), оказывающий проти-
вовоспалительное действие, ингибирующий атеро-
генез и снижающий уровень холестерина [24]. Все 
это свидетельствует о плейотропном действии вне-
клеточных везикул в зависимости от стадии диффе-
ренцировки клеток моноцитарно-макрофагального 
ряда или стимулятора, подействовавшего на них.

Использованная во многих описанных выше 
экспериментах культура THP-1 – это клетки моно-
цитарного ряда человека, полученные от больного 
острым миелоидным лейкозом. Данная культура 
уже показала свою состоятельность в моделирова-
нии поляризации и функциональных особенностей 
моноцитов и макрофагов [25–27]. В литературе 
описано множество способов стимуляции и поля-
ризации THP-1, в том числе применяют протоколы 
стимуляции с использованием липополисахарида 
(ЛПС) [21, 25, 28–32], форбол 12-миристат 13-ацета-
та (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) [27, 33–36] 
и фактора некроза опухолей (ФНО) [37, 38]. Однако 
внеклеточные везикулы, выделяемые стимулиро-
ванными клетками THP-1, а также обусловливаю-
щие их множественную биологическую функцию, 
изучены недостаточно. Целью настоящей работы 
стала количественная и качественная характеристи-
ка внеклеточных везикул, продуцируемых клетками 
линии THP-1, в зависимости от использованного 
стимулятора и его дозы.

Материалы и методы
Культивирование и стимуляция клеток куль-

туры THP-1 
Культура опухолевых моноцитоподобных кле-

ток линии ТНР-1 («Российская коллекция клеточ-
ных культур института цитологии РАН», Россия) 
содержалась и выращивалась в питательной среде 
RPMI-1640 («Биолот», Санкт-Петербург) с добав-
лением L-глутамина («Биолот», Санкт-Петербург), 
гентамицина и 10% эмбриональной сыворотки те-
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США) в финальной концентрации 10 нг/мл, как это 
показано ранее [40].

Иммунофенотипирование внеклеточных везикул
Окрашивание внеклеточных везикул проводи-

ли с использованием следующих моноклональ-
ных антител, конъюгированных с флюорофорами 
antiCD54-PE (Beckman Coulter, США), Annexin 
V-FITC (BioLegend, США), anti-CD14-KromeOrange 
(Beckman Coulter, США), anti-CD9-PE/Cy7 
(BioLegend, США), anti-CD63-APC (BioLegend, 
США). 100 мкл ранее фракционированного образ-
ца окрашивали 1 мкл соответствующих антител в 
течение 20 мин при комнатной температуре в тем-
ноте. Окрашенный образец разбавляли DPBS до 
исчезновения эффекта наложения (coincedence) 
по ранее описанной методике [41–43]. Рабочими 
разведениями для цитометрии были 1:50 и 1:100 в 
зависимости от использованной панели и концен-
трации детектируемых частиц.

Анализировали внеклеточные везикулы с ис-
пользованием проточного лазерного цитоме-
тра CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). На-
стройка калибровки прибора выполнена с помо-
щью эталонного набора Cytometry Sub-Micron 
Particle Size Reference Kit, молекулярных зондов 
от Life Technologies, а также Megamix-Plus FSC и 
Megamix-Plus SSC (Biocytex, Франция), содержа-
щих FITC-меченые частицы различных известных 
диаметров. Все контроли, в том числе контроль 
наличия мембран с использованием детергентов, 
контроль ложноположительных и ложноотрица-
тельных результатов, выполнены в соответствии с 
ранее опубликованными требованиями [6, 44] и ра-
нее описанной нами методикой [41, 42, 45]. 

Анализ и оценку полученных результатов фе-
нотипирования клеток и внеклеточных везикул 
проводили в программной среде Cytexpert 2.4 
(Beckman Coulter, США) и Kaluza 2.1 (Beckman 
Coulter, США).

Анализ траектории наночастиц (NTA) 
Для определения размера и концентрации иссле-

дуемых внеклеточных везикул использовали при-
бор NanoSight (NanoSight Ltd, Великобритания), 
оборудованный синим лазером (488 нм). Перед ана-
лизом образцы были разбавлены в 1 мл ультрачи-
стой воды, полученной из прибора MiliPore_(Merck 
Milipore, США), в соотношении 1:10 для создания 
оптимальной концентрации частиц для проведения 
анализа. Видеофиксацию результатов исследова-
ния проводили в режиме равномерной потоковой 
подачи образца в 5 технических повторах в течение 
60 сек каждый.

Полученные изображения оценивали визуально 
с использованием программного обеспечения NTA 
3.4 NanoSight (NanoSight Ltd, Великобритания). 

ленка (Hyclone, США) во флаконе для культивиро-
вания клеток в условиях инкубатора при темпера-
туре 37 °С и с 5%-м содержанием СО2 в воздухе, 
как это было описано ранее [39]. Пассажирование 
клеток проводилось два раза в неделю с интерва-
лом в 2–3 дня. Кратность пересева составляла 1:4. 

Затем собрали 22,5 млн клеток, отмыли в све-
жей среде RPMI1640 («Биолот», Москва, Россия) 
без сыворотки и развели в RPMI1640 c 10% FBS 
(Gibco, ThermoFisher, США) в концентрации 500 
тыс. клеток в миллилитре. После этого вносили 
клетки в лунки 6-луночного планшета в объеме 3 
мл на лунку (по 1,5 × 106 клеток). Затем к клеткам 
добавили стимуляторы TNF (BioLegend, США; ко-
нечные концентрация 5, 10 и 20 нг/мл), PMA (Sigma 
Aldrich, США; конечные концентрации 5, 16 и 50 нг/
мл) или бактериальный ЛПС (Sigma Aldrich, США; 
конечные концентрации 0,1, 0,3, 1,0 нг/мл). В каче-
стве отрицательного контроля к клеткам добавили 
равный объем питательной среды PRMI-1640. По-
сле чего клетки инкубировали в течение суток при 
37 °С и 5% СО2. По окончании инкубации содер-
жимое лунок собирали и центрифугировали 15 мин 
со скоростью 1 500 g, надосадки отбирали в свежие 
пробирки и повторно центрифугировали 15 мин со 
скоростью 1 500 g, затем надосадок переносили в 
свежие пробирки и центрифугировали 15 мин со 
скоростью 3 000 g. Надосадок отбирали в свежие 
пробирки, замораживали и хранили при –70 °С до 
дальнейшего использования. Все эксперименты де-
лали в тройных повторах. 

После разморозки при комнатной температуре 
образцы фракционировали при помощи центрифу-
гирования (30 мин при 16 000 g). После чего надо-
садок удаляли, а осадок ресуспендировали в 100 µl 
DPBS без Ca и Mg («Биолот», Россия). 

Иммунофенотипирование клеток THP-1 
Окрашивание клеток культуры THP-1 проводи-

ли через 24 ч после стимуляции с использовани-
ем моноклональных антител, конъюгированных 
с флюорофорами anti-CD54-PE (Beckman Coulter, 
США), anti-CD209-PE (Beckman Coulter, США) и 
anti-CD16-PC7 (Beckman Coulter, США). Окраши-
вали образцы в соответствии с рекомендациями 
производителя: 100 мкл суспензии клеток THP-
1 окрашивали вышеуказанными антителами при 
комнатной температуре в течение 20 мин в темно-
те. Затем все образцы дважды промывали (330 g 
в течение 7 мин) стерильным PBS с добавлением 
2% фетальной телячьей сыворотки (FCS) (Sigma-
Aldrich Co., США), ресуспендировали в 200 мкл 
свежего PBS. Для удаления погибших клеток из 
зоны анализа, а также для определения жизнеспо-
собности клеток линии ТНР-1 в ответ на стиму-
ляцию применяли ДНК-связывающий краситель 
DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole, BioLegend, 
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Полученные видео процессировали с использо-
ванием программного обеспечения NTA 3.4 для 
отслеживания траекторий движения всех частиц. 
Результаты количества частиц анализировали в 4 
диапазонах размерности: менее 30, 30–150, 150–
400 и более 400 нм. Частицы менее 30 и более 400 
нм были исключены из анализа для нивелирования 
влияния нецелевых частиц и апоптотических тел 
соответственно. Согласно литературным данным, 
в диапазоне размерности 30–150 нм находятся по-
пуляции внеклеточных везикул, называемые эк-
зосомы (далее малые ВВ), а частицы в диапазоне 
150–400 нм являются популяцией микровезикул 
(далее средние ВВ) [1, 2, 46, 47]. Все измерения 
проводили при температуре 26,1–27,1 °С, опреде-
ленной с помощью термометра, прикрепленного 
к камере с образцом. Фон всех видеоданных авто-
матически извлечен перед отслеживанием частиц. 
Диаграммы распределения по размерам, значения 
среднего и стандартные отклонения рассчитаны в 
программе NTA 3.4 и использованы для последую-
щего анализа.

Статистический анализ
Статистическую обработку проводили с исполь-

зованием программ Statistica 12.0 (StatSoft, США) 
и GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., США). 

Данные с проточного цитометра представлены в 
виде количества положительных событий в микро-
литре, а результаты с анализатора траектории нано-
частиц – в виде количества частиц в миллилитре. 
Результаты представлены в виде медианы и меж-
квартильного размаха: Me (25; 75). Сравнение сред-
них значений в выборках осуществляли с помощью 
непараметрического U-критерия Манна – Уитни. 
Различия считали достоверными при p < 0,05.

Результаты
Активация клеток культуры THP-1
Для оценки активации клеток изучали изменение 

уровня экспрессии молекул клеточной адгезии CD54 
(ICAM1), CD209, CD16 и CD14. При стимуляции 
клеток THP-1 в возрастающих концентрациях ФНО 
(5, 10, 20 нг/мл), ЛПС (0,1, 0,3, 1,0 нг/мл) и PMA (5, 
16, 50 нг/мл) во всех образцах наблюдалось увеличе-
ние экспрессии CD54 по сравнению с контрольными 
образцами (рис. 1). Наиболее выраженное усиление 
экспрессии было при стимуляции PMA и носило до-
зозависимый характер (см. рис. 1, B).

Все клетки, как в контроле, так и при стимуля-
ции, конститутивно экспрессировали CD16, CD14 
и CD209. Уровень их экспрессии не менялся при 
использовании стимуляторов. 

Стимуляция ФНО и ЛПС не приводила к значи-

Рисунок 1. Сравнительная характеристика активации клеток THP-1 по интенсив-
ности флюоресценции флуорохромов связавшихся антител: A – интенсивность 
флюоресценции при стимуляции ФНО в дозах 5, 10 и 20 нг/мл; B – интенсивность 
флюоресценции при стимуляции ЛПС в дозах 0,1, 0,3 и 1,0 нг/мл; C – интенсив-
ность флюоресценции при стимуляции PMA в дозах 5, 16 и 50 нг/мл

Figure 1. Comparative characteristics of THP-1 cells activation by fluorescence 
intensity: A – fluorescence intensity during LPS stimulation at doses of 5 ng/mL, 10 ng/
mL and 20 ng/mL; B – fluorescence intensity during LPS stimulation at doses of 0.1 ng/
mL, 0.3 ng/mL and 1.0 ng/mL; C – fluorescence intensity during PMA stimulation at 
doses of 5 ng/mL, 16 ng/mL, 50 ng/mL

Примечание: данные представлены в виде геометрического значения интенсивности 
флюоресценции CD54 по каналу фикоэритрина (PE). ЛПС – липополисахарид; ФНО 
– фактор некроза опухоли; PMA – 4-форбол-12-миристат-13-ацетат. 

Note: Data are presented as a geometric value of CD54 fluorescence intensity over 
the phycoerythrin (PE) channel. Doses of stimulants are provided as nanograms per 
milliliter (ng/mL). LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-
acetate; TNF – tumor necrosis factor.

мому апоптозу/некрозу. Соотно-
шение живых и погибших клеток 
в опытных образцах значимо не 
отличалось от такового в кон-
трольных. При использовании 
PMA наблюдалось достоверное 
увеличение количества погибших 
клеток, повышающееся по мере 
увеличения дозы PMA (рис. 2).

Размерность и концентра-
ция внеклеточных везикул 

Средние размеры ВВ, измерен-
ные с помощью NTA, по фракци-
ям и суммарно представлены в 
табл. 1. Статистически значимых 
различий размера частиц при ис-
пользовании разных стимуляторов 
не наблюдалось как в сравнении с 
контролем, так и между собой. 

Концентрации ВВ рассчитаны 
с помощью анализа траектории 
наночастиц в каждом диапазоне 
размерности. Конечные концен-
трации представлены в табл. 2.

При всех видах стимуляции во 
всех дозах в диапазоне размерно-
сти частиц 150–400 нм не обнару-
жилось статистически значимых 
отличий в концентрациях частиц 
как по сравнению с контролем, 



А.Д. Акино и др. 159

О
РИ

ГИ
Н
А
Л
ЬН

Ы
Е

И
С
С
Л
Е
Д
О
ВА

Н
И
Я

так и между группами. Все достоверные различия 
обнаружены у частиц размером 30–150 нм. Опре-
делено достоверное увеличение концентрации ча-
стиц при стимуляции ФНО в дозах 10 и 20 нг/мл 
по сравнению с контролем (p = 0,0002 и p < 0,0001 
соответственно). При воздействии ЛПС в дозах 0,3 
и 1,0 нг/мл установлено достоверное снижение ко-
личества частиц по сравнению с контрольными об-
разцами (p = 0,0193 и p = 0,0080 соответственно).
При дозах PMA 16 и 50 нг/мл 
количество продуцируемых ча-
стиц увеличивалось в сравне-
нии с контролем в 3,4 и в 2,3 
раза соответственно (p = 0,0057 
и p = 0,0007). Низкие дозы каж-
дого из стимуляторов (ФНО 5 
нг/мл, ЛПС 0,1 нг/мл и PMA 5 
нг/мл) не приводили к досто-
верному изменению концен-
трации продуцируемых частиц.

Иммунофенотипирование 
внеклеточных везикул, про-
дуцируемых клетками линии 
THP-1

Количество аннексин V-по-
ложительных событий досто-
верно увеличивалось по срав-
нению с контролем только в 
случае стимуляции ФНО в вы-
сокой дозировке. Стимуляция 
другими индукторами во всех 
дозировках не приводила к 
достоверному изменению кон-
центрации аннексин V-пози-
тивных ВВ. 

Рисунок 2. Процент живых и клеток в раннем апоптозе из культуры THP-1 через 24 
ч после стимуляции, оцененный с помощью DAPI: А – стимуляция ФНО в дозах 5, 
10 и 20 нг/мл; B – стимуляция ЛПС в дозах 0,1, 0,3 и 1,0 нг/мл; C – PMA в дозах 5, 
16 и 50 нг/мл

Figure 2. Percentage of live cells from THP-1 culture 24 hours after stimulation estimated 
using DAPI: A – TNF stimulation at doses of 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL; B – LPS 
stimulation at doses of 0.1 ng/mL, 0.3 ng/mL, 1.0 ng/mL; C – PMA at doses of 5 ng/mL, 
16 ng/mL and 50 ng/mL

Примечание: ЛПС – липополисахарид; ФНО – фактор некроза опухоли; PMA – 
4-форбол-12-миристат-13-ацетат. 

Note: LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF – tumor 
necrosis factor. 

Количество CD9-позитивных событий не меня-
лось при стимуляции ЛПС во всех дозах, а также 
при воздействии низких доз ФНО и PMA. Наблю-
далось увеличение CD9-положительных событий 
при стимуляции ФНО и PMA в средних и высоких 
дозировках. Так, после стимуляции ФНО в дозе 10 
и 20 нг/мл отмечено достоверное увеличение по 
сравнению с контролем (p = 0,0014 и p = 0,0084 
соответственно). Аналогично при сравнении с кон-

Таблица 1. Размеры внеклеточных 
везикул
Table 1. Sizes of extracellular vesicles

Контроль / 
Control

30–150 
нм / nm

150–400 
нм / nm

89,8 ± 1,0 191,4 ± 2,3
ФНО / TNF 5 88,9 ± 1,3 196,2 ± 4,1
ФНО / TNF 10 88,7 ± 1,0 196,0 ± 3,2
ФНО / TNF 20 87,0 ± 1,0 187,8 ± 1,3
ЛПС / LPS 0,1 89,9 ± 1,5 190,5 ± 4,2
ЛПС / LPS 0,3 93,9 ± 1,7 193,7 ± 2,0
ЛПС / LPS 1,0 90,8 ± 2,8 192,3 ± 3,9

PMA 5 91,1 ± 1,2 186,5 ± 3,0
PMA 16 89,8 ± 0,7 184,5 ± 2,1

PMA 50 88,8 ± 0,4 187,6 ± 3,5

Примечание: ЛПС – липополисахарид; 
ФНО – фактор некроза опухоли; PMA 
– 4-форбол-12-миристат-13-ацетат. 
Note: LPS – lipopolysaccharide; PMA – 
4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF 
– tumor necrosis factor. 

Таблица 2. Концентрации продуцируемых внеклеточных везикул (частиц/мл) в 
диапазоне 30–150 и 150–400 нм, Ме (25; 75)
Table 2. Concentrations of THP-derived EVs (particles/mL) in the range of 30–150 nm 
and 150–400 nm Me (25; 75)

Контроль / 
Control

30–150 нм / nm 150–400 нм / nm
11,3 × 108 (8,53 × 108; 11,7 × 108) 1,57 × 108 (1,46 × 108; 1,64 × 108)

ФНО / TNF 5 13,0 × 108 (12,0 × 108; 13,5 × 108) 1,87 × 108 (1,57 × 108; 2,31 × 108)
ФНО / TNF 10 29,3 × 108 (16,9 × 108; 38,3 × 108)^ 2,43 × 108 (1,74 × 108; 2,80 × 108)
ФНО / TNF 20 29,7 × 108 (19,9 × 108; 38,3 × 108)^ 2,35 × 108 (1,68 × 108; 2,95 × 108)
ЛПС / LPS 0,1 8,34 × 108 (5,27 × 108; 9,33 × 108) 1,11 × 108 (0,95 × 108; 1,33 × 108)
ЛПС / LPS 0,3 5,57 × 108 (4,65 × 108; 7,31 × 108)^ 1,21 × 108 (0,97 × 108; 1,24 × 108)
ЛПС / LPS 1,0 6,84 × 108 (6,08 × 108; 7,68 × 108)^ 1,48 × 108 (1,44 × 108; 1,61 × 108)

PMA 5 9,57 × 108 (9,30 × 108; 12,1 × 108) 1,37 × 108 (1,33 × 108; 1,73 × 108)
PMA 16 37,5 × 108 (12,1 × 108; 44,8 × 108)^ 1,80 × 108 (1,75 × 108; 1,84 × 108)

PMA 50 25,8 × 108 (16,4 × 108; 43,2 × 108)^ 2,37 × 108 (1,93 × 108; 2,55 × 108)

Примечание: ^ p < 0,01 достоверность отличий с контролем. ЛПС – 
липополисахарид; ФНО – фактор некроза опухоли; PMA – 4-форбол-12-миристат-
13-ацетат. 
Note: ^ p < 0.01 statistically significant difference compared to controls. LPS – 
lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF – tumor necrosis 
factor. 
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тролем определено достоверное увеличение уров-
ня ВВ после воздействия PMA в дозе 16 и 50 нг/мл 
(p = 0,0003 и p = 0,0002 соответственно).

При воздействии всех видов стимуляторов в 
низких дозах не найдено отличий по сравнению с 
контрольным образцом в уровне продуцируемых 
CD63-позитивных ВВ. При стимуляции ФНО в 
дозе и 20 нг/мл количество CD63+-везикул увели-
чивалось по сравнению с контролем (p = 0,0016 и 
p = 0,0101 соответственно). Количество CD63-по-
ложительных событий достоверно возрастало по 
сравнению с контролем после обработки PMA в 
дозе 16 и 50 нг/мл (p = 0,0303 и p = 0,0062 соот-
ветственно). После стимуляции ЛПС в дозе 0,3 и 
1,0 нг/мл количество CD63-позитивных ВВ также 

достоверно повышалось (p = 0,0357 и p = 0,0357 
соответственно). 

Количество продуцируемых CD54+ ВВ при сти-
муляции ФНО 10 и 20 нг/мл увеличивалось в 18 и 
в 29 раз соответственно. При использовании дру-
гих стимул изменения были менее выраженными. 
При применении PMA количество ВВ достоверно 
возрастало с случае использования всех дозировок, 
в то время как ЛПС, наоборот, в любой из дозиро-
вок не вызывал достоверного увеличения проду-
цируемых CD54+ ВВ. Количество продуцируемых 
CD14+ ВВ во всех случаях было незначительным и 
не менялось при использовании стимуляторов. Ре-
зультаты фенотипирования внеклеточных везикул 
представлены в табл. 3.

Обсуждение
Стимуляция клеток ФНО 

во всех использованных до-
зах не приводила к значимой 
гибели клеток по сравнению с 
контролем (см. рис. 2). Вместе 
с тем продукция внеклеточных 
везикул имела определенный 
профиль. При использовании 
средней и высокой дозы сти-
мула отмечено достоверное 
увеличение продукции ВВ до 
150 нм в диаметре, но не более 
крупных объектов (рис. 3). До-
стоверно увеличивалось коли-
чество CD9+, CD63+, CD54+ ВВ. 
При этом уровень аннексин-по-
зитивных событий менялся 
только в случае использова-
ния максимальной дозировки 
ФНО, но изменение было не-
значительное (p = 0,030). Также 

Рисунок 3. Характеристика ВВ, продуцируемых клетками THP-1 при их стимуляции 
ФНО: A – сравнительная характеристика эффектов различных доз ФНО на продук-
цию ВВ; B – количественная характеристика ВВ в различных диапазонах размерно-
сти; C – график концентрация/размер ВВ после стимуляции ФНО в дозе 20 нг/мл

Figure 3. Characteristics of THP-derived EVs upon TNF stimulation: A – comparative 
characterization of the effects of different doses of TNF on the EVs production; B – 
quantitative characterization of different size ranges of EVs; C – concentration/size graph 
of EVs after TNF stimulation at a dose of 16 ng/mL

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; ФНО – фактор некроза опухоли. 

Note: TNF – tumor necrosis factor. 

Таблица 3. Результаты иммунофенотипирования внеклеточных везикул, продуцируемые клетками THP-1 (событий/мкл), Ме 
(25; 75)
Table 3. Results of immunophenotyping of THP-derived EVs (events/µl), Me (25;75)

Контроль / 
Control

Annexin V CD9 CD63 CD54 CD14

442,00 (122,00; 966,00) 57,50 (31,75; 96,00) 26,00 (20,50; 44,00) 18,25 (5,50; 20,00) 9,00 (8,00; 9,00)

ФНО / TNF 5 140,00 (99,00; 190,00) 121,00 (63,50; 170,00) 97,50 (28,00; 177,50) 31,5 (9,50; 128,75)* 11,50 (9,25; 13,75)

ФНО / TNF 10 2491,00 (309,75; 3200,00) 897,50 (445,75; 2123,50)* 280,50 (172,50; 445,50)* 329 (43; 1177)* 12,50 (10,00; 13,00)

ФНО / TNF 20 3378,00 (215,00; 4242,00)* 872,00 (286,50; 2746,00)* 240,00 (190,00; 509,00)* 538,25 (27,50; 1215,50)* 11,00 (8,00; 15,75)

ЛПС / LPS 0,1 92,50 (86,50; 195,00) 11,00 (10,50; 39,00) 98,00 (43,00; 315,00) 9,5 (8,00; 15,50) 7,00 (6,00; 11,50)

ЛПС / LPS 0,3 141,50 (104,00; 298,00) 17,50 (8,00;  86,00) 194,00 (191,50; 1005,00)* 18,75 (12,25; 26,50) 10,25 (9,50; 16,75)

ЛПС / LPS 1,0 129,50 (95,50; 317,00) 19,50 (10,50;167,00) 178,00 (63,00; 746,00)* 24,25 (18,00; 49,50) 10,25 (7,75; 15,25)

PMA 5 155,00 (133,50; 197,00) 282,00 (115,50; 320,00) 56,00 (21,00; 142,00) 28,75 (28,00; 37,00) 8,00 (5,00; 11,50)

PMA 16 1596,00 (132,00; 2246,00) 684,00 (358,00; 1590,00)* 158,00 (58,00; 560,50)* 44,50 (32,00; 77,50)* 8,50 (5,00; 16,50)

PMA 50 2085,00 (315,50; 2630,50) 946,75 (647,50; 2255,50)* 196,50 (92,00; 640,00)* 37,00 (27,50; 77,00)* 15,25 (13,50; 17,00)

Примечание: * p < 0,05 достоверность отличий с контролем. ЛПС – липополисахарид; ФНО – фактор некроза опухоли; 
PMA – 4-форбол-12-миристат-13-ацетат.
Note: * p < 0.05 statistically significant difference compared to controls. LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-
13-acetate; TNF – tumor necrosis factor.
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экспрессии ICAM1. Более того, CD54 может быть 
использован как косвенный маркер активации ан-
тигенпрезентующих клеток, а его экспрессию свя-
зывают с активацией и сборкой NLRP3-инфламо-
сомы в клетках THP-1 [48, 49].

Для изучения профиля продуцируемых ВВ про-
водили их фенотипирование. Наличие мембраны 
в изучаемых образцах подтверждали позитивным 
окрашиванием на аннексин V, связывающийся с 
фосфатидилсерином фосфолипидов. Кроме того, 
оценивали уровень везикул, позитивных по на-

важным может оказаться, что экспрессия CD54 на 
цитоплазматической мембране клеток THP-1 была 
увеличена в результате стимуляции фактором не-
кроза опухоли.

Использование ЛПС в качестве стимулятора 
также не приводило к увеличению уровня апопто-
за клеток. Вместе с тем повышенная экспрессии 
ICAM1 на цитоплазматической мембране ЛПС-ак-
тивированных клеток THP-1 не привела к увеличе-
нию уровня CD54-позитивных везикул. Отмечено 
увеличение количества только продуцируемых 

Рисунок 4. Характеристика ВВ, продуцируемых клетками THP-1 при их стимуля-
ции ЛПС: A – сравнительная характеристика эффектов различных доз ЛПС на про-
дукцию ВВ; B – количественная характеристика ВВ в различных диапазонах размер-
ности; C – график концентрация/размер ВВ после стимуляции ЛПС в дозе 1,0 нг/мл

Figure 4. Characteristics of THP-derived EVs upon LPS stimulation: A – comparative 
characterization of the effects of different doses of LPS on the EVs production; B – 
quantitative characterization of different size ranges of EVs; C – concentration/size graph 
of EVs after LPS stimulation at a dose of 16 ng/mL

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; ЛПС – липополисахарид.

Note: LPS – lipopolysaccharide.

CD63+ ВВ при средних и вы-
соких дозировках индуктора. 
Уровень продукции везикул, 
позитивных по другим изуча-
емым маркерам, достоверно не 
менялся (рис. 4). Кроме того, в 
отличие от двух других стиму-
ляторов воздействие ЛПС при-
водило не к увеличению, а к 
снижению продукции ВВ даже 
в высоких дозировках.

Применение PMA в любых 
дозировках приводило к увели-
чению доли DAPI-позитивных 
событий, то есть к росту доли 
клеток в апоптозе/некрозе. 
Вместе с тем отмечен досто-
верный прирост количества ВВ 
в диапазоне размеров 30–150 
нм при стимуляции PMA в дозе 
16 и 50 нг/мл, однако в диапа-
зоне 150–400 нм прироста не 
установлено (рис. 5). По-види-
мому, прирост происходил за 
счет CD9+, CD63+, CD54+ ВВ. 
При этом количество CD54+ 
ВВ повышалось при всех дозах 
стимулятора и положительно 
коррелировало с выраженной 
экспрессией ICAM1 на поверх-
ности THP-1.

Таким образом, использо-
вание трех разных клеточных 
активаторов приводило к изме-
нению функциональной актив-
ности THP-1, проявляющейся 
в изменении профиля продуци-
руемых внеклеточных везикул. 
Для оценки активации клеток 
изучали уровень экспрессии 
молекулы межклеточной адге-
зии (ICAM1), или CD54. Из-
вестно, что при действии про-
воспалительных цитокинов, в 
том числе ФНО-α, в лейкоци-
тах наблюдается увеличение 

Рисунок 5. Характеристика ВВ, секретируемых клетками линии THP-1 при стиму-
ляции PMA: А – сравнительная характеристика влияния различных доз PMA на про-
дукцию ВВ; B – количественная характеристика ВВ в различных диапазонах размер-
ности; C – график концентрация/размер ВВ после стимуляции PMA в дозе 16 нг/мл

Figure 5. Characteristics of THP-derived EVs upon PMA stimulation: A – comparative 
characterization of the effects of different doses of PMA on the production of EVs; B – 
quantitative characterization in different size ranges of EVs; C – concentration/size graph 
of EVs after PMA stimulation at a dose of 16 ng/mL

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; PMA – 4-форбол-12-миристат-13-
ацетат. 

Note: PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate. 
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Рисунок 7. Фенотипический профиль продуцируемых клетками THP-1 внеклеточ-
ных везикул при воздействии различных стимуляторов

Figure 7. Phenotypic profile of THP-derived EVs upon exposure to various stimulants 

Примечание: значения количества положительных событий в микролитре 
представлены в виде десятичного логарифма. ЛПС – липополисахарид; ФНО – 
фактор некроза опухоли; PMA – 4-форбол-12-миристат-13-ацетат.

Note: Values for the number of positive events per microliter are presented as a base 10 
logarithm. LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF – 
tumor necrosis factor. 

Рисунок 6. Сравнительная характеристика продуцируемых ВВ клетками THP-1 при 
использовании различных стимуляторов: A – количество CD9+ ВВ; B – количество 
CD63+ ВВ; C – количество CD54+ ВВ; D – общее количество ВВ в диапазоне размер-
ности 30–150 нм по данным NTA

Figure 6. Comparative characterization of THP-derived EVs using various stimulants. 
A – number of CD9+ EVs; B – number of CD63+ EVs; C – number of CD54+ EVs; D – the 
total number of EVs in the 30–150 nm range according to NTA data

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; ЛПС – липополисахарид; ФНО – фактор 
некроза опухоли; PMA – 4-форбол-12-миристат-13-ацетат. 

Note: LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF – tumor 
necrosis factor. 

личию в их структуре тетрас-
паниновых рецепторов – CD9 
и CD63. Все тесты и методы 
рекомендованы к применению 
в случае проведения исследо-
вательских работ по изучению 
ВВ [6]. Наличие на поверх-
ности мембраны тетраспа-
ниновых рецепторов связано 
с процессом упаковки груза 
во время их образования в 
мультивезикулярных тельцах, 
поэтому именно тетраспа-
нин-положительные везикулы 
представляют интерес с точки 
зрения переноса сигнальных 
молекул [50–53]. При анализе 
везикул также использовался 
CD54, с помощью которого 
оценивалась активации кле-
ток THP-1. И последним вы-
бранным маркером был CD14, 
как маркер дифференцировки 
моноцитарно-макрофагаль-
ного звена, а также молеку-
ла, способная связывать LPS/
LBP-комплексы [54].

Стимуляция клеток с по-
мощью ФНО и PMA показала 
схожие результаты в количе-
ственном и качественном отно-
шении (рис. 6, 7). Однако стоит 
отметить, что только при при-
менении средних и высоких 
доз ФНО и PMA наблюдалось 
достоверное повышение уров-
ня внеклеточных везикул, хотя 
по количеству продуцируемых 
клетками везикул при исполь-
зовании двух стимуляторов 
они не отличались. Вместе с 
тем, несмотря на фенотипи-
ческую схожесть продуциру-
емых ВВ при действии ФНО 
и PMA, их внутренний состав 
может оказаться различным. 
Важным моментом при обеих 
стимуляциях стало отсутствие 
дубль-позитивных популяций 
CD9+ и CD63+ ВВ, что может 
свидетельствовать об их неза-
висимом образовании. Таким 
образом, в общей массе вне-
клеточных везикул отчетливо 
формируются везикулы, несу-
щие либо один, либо другой 
тетраспаниновый маркер.
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селективную секрецию CD63-положительных 
ВВ при полном отсутствии динамики изменения 
CD9-позитивных везикул. Подобную особенность 
можно в дальнейшем использовать для получения 
изолированной CD63-положительной популяции 
внеклеточных везикул. Более того, такой эффект 
может быть связан с функциональными особенно-
стями CD63-положительной фракции при взаимо-
действии с ЛПС грамотрицательных бактерий.

Заключение
Таким образом, каждый вид использованной 

стимуляции клеток THP-1 провоцирует изменение 
функциональной активности клеток в отношении 
продуцируемых ими внеклеточных везикул. При 
этом может меняться не только количественный, но 
и качественный состав продуцируемых объектов.
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Наличие молекулы ICAM1 на поверхности 
ВВ может указывать на то, что часть полученных 
везикул образовалась путем «почкования» от ци-
топлазматической мембраны и является микро-
везикулами, а не экзосомами [55, 56]. В пользу 
этого свидетельствует и наличие дубль-позитив-
ных событий по CD54 и аннексину V, так как по-
следний связывает фосфотидилсерин, который 
конститутивно присутствует в структуре клеточ-
ных мембран [57].

Отличительной особенностью стимуляции PMA 
оказалась наибольшая в процентном соотношении 
активация клеток, оцененная по экспрессии CD54, 
по сравнению с контролем и другими видами сти-
муляции. Кроме того, нельзя не отметить, что при 
воздействии PMA во всех дозах наблюдалась кле-
точная гибель, которая усугублялась с увеличени-
ем дозы. И хотя при оценке самих везикул по срав-
нению с полученными при стимулировании ФНО 
достоверной разницы не определено, необходимо 
учитывать возможное присутствие апоптотических 
тел. Низкие дозы ФНО и PMA не являются пред-
почтительными в выборе доз стимуляции для по-
лучения везикул ввиду отсутствия достоверного 
изменения количественного и качественного про-
филя продуцируемых ВВ.

Стимуляция ЛПС во всех дозировках достаточ-
на для активации клеток THP-1, но негативно ска-
зывается на общем фоне образования внеклеточ-
ных везикул. При использовании всех дозировок 
ЛПС отсутствовало количественное нарастание 
продукции ВВ и даже отмечено некоторое их сни-
жение в диапазоне размерности 30–150 нм (малые 
ВВ). Однако ЛПС в дозе 0,3 и 1,0 нг/мл вызывал 
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