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Частицы городской пыли служат важнейшим патогенным фактором при заболеваниях ды-
хательных путей, таких как астма и хроническая обструктивная болезнь легких, а также 
повышают риск развития сердечно-сосудистых заболеваний и рака легких. Наночастицы 
(НЧ) различного происхождения являются важным компонентом городской пыли, однако 
их воздействие на организм человека практически не изучено. В настоящей работе было 
исследовано влияние НЧ городской пыли на клетки врожденного иммунитета, нейтрофи-
лы и макрофаги in vitro. В работе были использованы НЧ, выделенные из образцов город-
ской пыли с помощью метода проточного фракционирования частиц во вращающейся 
спиральной колонке. Показано, что НЧ пыли вызывают статистически значимое повыше-
ние продукции активных форм кислорода в нейтрофилах человека. Преинкубация ней-
трофилов с НЧ пыли приводила к четырехкратному усилению продукции активных форм 
кислорода в ответ на хемоаттрактантный пептид N-формил-метионил-лейцил-фенила- 
ланин, что свидетельствует об эффекте праймирования нейтрофилов наночастицами. 
У  макрофагов, полученных при дифференцировке клеток моноцитарной линии THP-1, 
НЧ пыли стимулировали секрецию провоспалительных цитокинов, фактора некроза опу-
холей и интерлейкина-6. Добавление антибиотика полимиксина B, способного связывать 
липополисахарид бактериальной стенки, снижало воспалительную активацию нейтрофи-
лов и макрофагов. Полученные данные указывают на то, что провоспалительное действие 
НЧ городской пыли на нейтрофилы и макрофаги, по крайней мере отчасти, связано 
с присутствием в них липополисахарида бактериальной стенки.
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Введение
Городская пыль представляет собой сложный 

полидисперсный объект окружающей среды [1]. 
Частицы городской пыли образуются как  
в результате выветривания городских почв, так 
и  в  результате антропогенной деятельности (ав-
томобильных и промышленных выбросов, строи-
тельства, переработки бытовых отходов и пр.) [2]. 
Они являются одним из важных экологических 
факторов, угрожающих здоровью человека, осо-
бенно при заболеваниях дыхательных путей, та-

ких как астма и хроническая обструктивная бо-
лезнь легких (ХОБЛ), а также повышают риск 
развития сердечно-сосудистых заболеваний 
и  рака легких  [3]. Эколого-эпидемиологические 
исследования, проведенные в городах России, 
подтвердили связь между содержанием частиц 
пыли в воздухе и заболеваемостью населения [4]. 
Важную роль в  патогенном действии частиц 
пыли играет их взаимодействие с клетками врож-
денного иммунитета: нейтрофилами, макрофага-
ми и тучными клетками.
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Основную массу взвешенной в атмосфере 
пыли составляют микрочастицы размером менее 
10 мкм (РМ10) и 2,5 мкм (РМ2.5). Микрочастицы 
пыли достаточно хорошо изучены, а их содержа-
ние в атмосфере контролируется во всех развитых 
странах мира. Значительно хуже изучены наноча-
стицы (НЧ) городской пыли, имеющие размеры 
менее 100 нм. Их выделение и исследование ос-
ложнено вследствие крайне низкого содержания 
в окружающей среде. НЧ пыли обладают чрезвы-
чайно высокой подвижностью в городских экоси-
стемах [5, 6]. Они долгое время находятся во взве-
шенном состоянии в атмосфере, а также способны 
проникать глубоко в дыхательные пути и далее 
в  кровоток. В крупных городах содержание НЧ  
городской пыли антропогенного происхождения 
может превышать содержание природных 
НЧ [7, 8]. Основными источниками НЧ городской 
пыли могут служить продукты изнашивания авто-
мобильных покрышек и неполного сгорания то-
плива [9, 10]. Антропогенные НЧ содержат значи-
тельно больше токсичных и потенциально 
токсичных элементов, таких как тяжелые металлы 
(Pb, Cd, Cu, Ni), в сравнении с микрочастицами 
пыли [11, 12]. Кроме того, НЧ пыли обладают 
очень высокой сорбционной активностью и спо-
собны сорбировать компоненты бактерий, грибов, 
пыльцы растений и других биологических объек-
тов. При исследовании микрочастиц городской 
пыли было показано, что токсичность и провоспа-
лительное действие частиц летней пыли суще-
ственно выше, чем у частиц, собранных зимой 
[13], что, видимо, связано с более высоким содер-
жанием биологических компонентов.

К настоящему времени взаимодействие НЧ 
с  клетками изучается исключительно на примерах 
искусственных НЧ. В частности, показано, что НЧ 
оксидов титана, церия и цинка вызывают актива-
цию НАДФН-оксидазы и дегрануляцию нейтро-
филов [14, 15]. Эти же НЧ [16], а также НЧ диокси-
да кремния [17] и углеродные НЧ [18] вызывают 
воспалительную активацию макрофагов.

Нейтрофилы играют важную роль в патогене-
зе легочных заболеваний, связанных с загрязнени-
ем атмосферы [19]. Они являются наиболее мно-
гочисленными лейкоцитам крови и быстро 
рекрутируются в очаги воспаления. При стимуля-
ции различными физиологическими и нефизио-
логическими агентами в них активируется 
НАДФН-оксидаза, что ведет к массированному 
выбросу активных форм кислорода (АФК) и обра-
зованию хлорноватистой кислоты (HOCl). В при-
сутствии АФК переходные металлы (в особенно-
сти железо), содержащиеся в частицах пыли, 
могут катализировать реакцию Фентона, в кото-
рой образуется чрезвычайно активный окислитель 
гидроксид-анион-радикал, повреждающий окру-
жающие ткани. При гиперактивации нейтрофи-
лов они способны выбрасывать из клетки декон-

денсированный хроматин, который образует 
внеклеточные ловушки (neutrophil extracellular 
traps, NETs). Выброс этих ловушек сопровождает-
ся некротической гибелью клеток, НЕТозом, ко-
торый, наряду с защитными функциями, участву-
ет в развитии тромбоза и других патологий [20]. 

Наряду с нейтрофилами, макрофаги относятся 
к клеткам врожденного иммунитета. Они являются 
частью системы мононуклеарных фагоцитов, куда 
помимо них входят также их костномозговые 
предшественники, циркулирующие моноциты 
и дендритные клетки. Тканевые, или резидентные, 
макрофаги расположены практически во всех ор-
ганах человека, где они фагоцитируют патогены 
и погибшие клетки, тем самым играя критическую 
роль в поддержании тканевого гомеостаза [21]. 
Альвеолярные макрофаги, перитонеальные макро-
фаги и клетки Купфера в печени первыми реагиру-
ют на патогены, поступающие в организм с вдыха-
емым воздухом или через пищеварительный тракт. 
Активация макрофагов происходит за счет распоз-
навания патогенов специфическими рецепторами, 
расположенными как на поверхности клетки 
(10 Толл-подобных рецепторов, TLR), так и в ци-
топлазме (22 НОД-подобных рецептора (NLRs), 
а также рецепторы РНК и ДНК). Взаимодействие 
этих рецепторов со своими лигандами запускает 
различные сигнальные пути, ведущие к воспали-
тельной активации макрофагов [22]. Воспалитель-
ная активация макрофагов ведет к выбросу АФК, 
усилению фагоцитарной активности, синтезу и се-
креции многочисленных провоспалительных ци-
токинов и других медиаторов, которые во многом 
определяют течение воспалительного процесса. 

В настоящей работе была исследована реак-
ция нейтрофилов и макрофагов человека на при-
сутствие НЧ городской пыли. В работе были  
использованы НЧ, выделенные из образцов го-
родской пыли с помощью метода проточного 
фракционирования частиц во вращающейся спи-
ральной колонке. 

Материалы и методы
Выделение НЧ пыли. Работа была выполнена 

на образце пыли, собранном летом 2023 г. в Мо-
скве с поверхностей на территории, прилегающей 
к третьему транспортному кольцу, как описано 
ранее [23]. Для выделения и концентрирования 
НЧ городской пыли было использовано сочетание 
метода проточного фракционирования частиц во 
вращающейся спиральной колонке (ВСК) и мето-
да мембранной фильтрации [11, 24]. ВСК пред-
ставляет собой трубку из политетрафторэтилена 
с  внутренним диаметром 1,6 мм и внутренним 
объемом 20 мл, намотанную на сердечник плане-
тарной центрифуги. Для выделения НЧ готовили 
суспензию из 1 г пыли в 10 мл воды, далее полу-
ченную суспензию вводили в ВСК. Выделение НЧ 
проводили при скорости вращения центрифуги 
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ГОРОДСКАЯ ПЫЛЬ И КЛЕТКИ ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА

800 об./мин и скорости потока жидкости-носите-
ля 0,3 мл/мин. При данных условиях разделения 
из колонки элюируются НЧ, а более крупные ча-
стицы удерживаются в колонке. Средняя масса 
НЧ, извлеченных из 1 г городской пыли, состав-
ляла 0,42 ± 0,15 мг. Для концентрирования НЧ ис-
пользовали ультрафильтрацию на целлюлозных 
мембранных фильтрах Millipore (Merck, Герма-
ния) с диаметром пор 50 нм. Фильтры с НЧ обра-
батывали в течение 5 мин в ультразвуковой бане 
и в полученную суспензию добавляли концентри-
рованный фосфатно-солевой буфер (ФСБ; Sigma, 
США) для получения изотонического раствора.

Воду для получения НЧ и экспериментов го-
товили с помощью системы Milli-Q® (Merck, Гер-
мания) снабженной гидрофильными мембранны-
ми фильтрами Millipak® 0,22 мкм. В воде 
полностью отсутствовали НЧ, что было подтверж-
дено методом динамического светорассеяния.

Для исключения бактериальной контамина-
ции суспензию НЧ обрабатывали ультрафиолето-
вым светом с помощью УФ-лампы «Кристалл БНБ 
01-11-001» (Россия) в течение 5 мин. Стерильность 
полученных НЧ подтверждали с помощью кон-
трольных посевов (4 сут, 5% СО2, 37°С) в  среде 
RPMI 1640 с 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (Fetal Bovine Serum, FBS, Панэко, Россия). 

Определение размерного распределения НЧ 
пыли. НЧ городской пыли имеют тенденцию 
к агрегации, и добавление ФСБ усиливает эту тен-
денцию из-за увеличения ионной силы. Для пре-
дотвращения агрегации к суспензии НЧ перед до-
бавлением ФСБ добавляли концентрированный 
раствор бычьего сывороточного альбумина (БСА; 
Sigma, США) до финальной концентрации 0,2%. 
Размерное распределение частиц и дзета-потен-
циал выделенных НЧ в суспензии, содержащей 
0,2% БСА, измеряли методом динамического све-
торассеяния на анализаторе размеров НЧ Zetasizer 
Nano ZS(Malvern, Великобритания).

Для определения содержания липополисаха-
ридов (ЛПС) бактериальной стенки в суспензии 
НЧ использовали LAL-тест, основанный на реак-
ции лизата клеток крови (амебоцитов) мечехвостов 
рода Limulus с ЛПС. Наборы для хромогенного 
LAL-теста Lonza Kinetic-QCL (Fisher Sci., США) 
использовали согласно инструкции производителя.

Выделение первичных нейтрофилов человека. 
Все исследования с кровью проводили в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации 2000 г. и протоколом 
Конвенции Совета Европы о правах человека 
и биомедицине 1999 г. Образцы крови были полу-
чены с добровольного согласия доноров в отделе-
нии переливания крови Российской детской кли-
нической больницы ФГБОУ ВО «Российского 
национального исследовательского медицинского 
университета имени Н.И. Пирогова» Минздрава 
России. Донорами являлись здоровые мужчины 

в  возрасте 25–30 лет. Периферическую кровь  
забирали в утренние часы натощак в полипропи-
леновые пробирки с гепарином. Нейтрофилы вы-
деляли с помощью центрифугирования в односту-
пенчатом градиенте плотности Ficoll-Hypaque 
(плотность 1,077 г/см3) в течение 25 мин при 400g 
и комнатной температуре, как описано ранее [25]. 
Основную массу эритроцитов удаляли путем седи-
ментации в декстране. Оставшиеся эритроциты 
лизировали в гипотоническом (0,2%-ном) раство-
ре NaCl в течение 30 с и далее восстанавливали 
изотоничность путем добавления 1,6%-ного рас-
твора NaCl. Нейтрофилы ресуспендировали в пол-
ной культуральной среде (ПКС), включающей 
RPMI 1640, 10 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамин  
и 1%-ную инактивированную нагреванием FBS. 
Полученные клетки были представлены на 98% 
гранулоцитами, а их жизнеспособность составляла 
не менее 99%, что определяли по исключению 
0,1%-ного трипанового синего. Нейтрофилы перед 
экспериментами инкубировали в течение 1 ч при 
температуре 4°C, а затем использовали в течение 3 ч.

Оценка влияния НЧ на образование АФК в ней-
трофилах. Для оценки накопления суммарных 
АФК (внутри- и внеклеточных) при активации 
нейтрофилов использовали метод регистрации лю-
минол-зависимой хемилюминесценции, как опи-
сано ранее [25, 26]. Свежевыделенные нейтрофилы 
(4,25×105 клеток) инкубировали в ПКС с  8%-ной 
FBS (HyClone, США) и 0,04% БСА в течение 
40 мин при 37°С и 5% СО2. В среду инкубации до-
бавляли 1 нг/мл ЛПС, 40 мкг/мл НЧ или 40 мкг/мл 
НЧ в комбинации с 10 мкг/мл полимиксина B 
(ПМB). Далее ПКС заменяли на фосфатный буфер 
Кребса-Рингера (120 мM NaCl, 5 мM KCl, 1,7 мM 
KH2PO4, 8,3 мM Na2HPO4, 10  мM глюкоза, 1 мM 
CaCl2, 1,5 мM MgCl2, рН  7,3). К 2×105 клеток до-
бавляли люминол (конечная концентрация, 
80 мкМ) и проводили регистрацию окислительного 
взрыва. Для изучения эффекта праймирования НЧ 
пыли (40 мкг/мл) добавляли к нейтрофилам чело-
века за 40 мин до начала измерения хемилюминес-
ценции, стимулированной 800 нМ fMLP. 10 мкг/мл 
ПМB добавляли одновременно с НЧ за 40 мин до 
стимуляции fMLP. В контрольных экспериментах 
вместо НЧ добавляли тот же объем буфера, в кото-
ром они были суспендированы. Люминесценцию 
анализировали сразу после стимуляции при 37°C 
в  планшетном хемилюминометре Lucy 1 (Anthos 
Labtec, Австрия).

Оценка влияния НЧ на воспалительную актива-
цию макрофагов. Исследования проводили на ма-
крофагах, полученных при дифференцировке кле-
ток моноцитарной линии THP-1. Данная 
клеточная линия получена от пациента с острым 
моноцитарным лейкозом и широко применяется 
в  исследованиях по изучению механизмов воспа-
лительной активации макрофагов и оценке проти-
вовоспалительной активности различных соеди-
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нений [27, 28]. Данная клеточная линия уже 
использовалась для оценки действия разных ти-
пов НЧ на макрофаги [29–31]. Клетки культиви-
ровали в среде RPMI 1640 (ПанЭко, Россия) с до-
бавлением 0,3 г/л L-глутамина (ПанЭко, Россия) 
и 10%-ным содержанием FBS (HyClone, США). 
Для экспериментов клетки в концентрации 
500  тыс. клеток/мл высевали на 12-луночные 
планшеты для адгезионных культур (NEST, Ки-
тай), добавляли 100 нМ форболового эфира 
(Sigma, США) для дифференцировки и инкубиро-
вали 48 ч при 37°C и 5% CO2. Дифференцирован-
ные клетки инкубировали с 40 мкг/мл НЧ или 
5 нг/мл ЛПС (E. coli 0127:B8, Sigma, США) в тече-
ние 24 ч с добавлением или без добавления 
10  мкг/мл ПМB (Джодас Экспоим, Россия). Со-
держание провоспалительных цитокинов опреде-
ляли в культуральной среде после центрифугиро-
вания. Уровни фактора некроза опухоли (ФНО), 
интерлейкина-6 (ИЛ-6) и интерлейкина-1β (ИЛ-1β) 
определяли с  помощью коммерческих наборов 
для иммуноферментного анализа (Вектор-Бест, 
Россия) согласно инструкции производителя.

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку результатов проводили с помощью про-
граммы GraphPad InStat 3.06 (GraphPad Software, 
США). Сравнение между несколькими экспери-
ментальными группами проводили с использова-
нием однофакторного дисперсионного анализа 
(one-way ANOVA), сопровождаемого тестом мно-
жественного сравнения Бонферрони. Данные на 
рисунках представлены как среднее ± стандартная 
ошибка среднего пяти независимых эксперимен-
тов. Различия считали статистически значимыми 
при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Размерное распределение НЧ пыли. Распределе-

ние по размерам НЧ пыли, полученных методом 
проточного фракционирования частиц во враща-
ющейся спиральной колонке, определяли мето-
дом динамического светорассеяния. Оценивали 
численное распределение (аналог молярной кон-
центрации растворов) или объемное распределе-
ние (аналог весовой концентрации растворов) ча-
стиц в суспензиях. Размеры большей части частиц 
(95% по массе) составляли 110–130 нм. Кроме 
того, в выделенной фракции присутствовало не-
большое количество частиц (менее 5% по массе) 
со средним размером 300 нм. Таким образом, вы-
деленные частицы с небольшим допущением 
можно считать фракцией НЧ. Размерное распре-
деление частиц практически совпадало с таковым 
для образцов, описанных ранее [23]. В первом 
случае средний размер НЧ составил 120 нм, а во 
втором – 220 нм. Содержание агрегатов с разме-
ром более 300 нм было незначительным. Измере-
ния дзета-потенциала НЧ показали, что его сред-
нее значение составляет -20 мВ, что объясняет 

склонность НЧ к агрегации, которая наблюдалась 
в эксперименте. Агрегация НЧ ускорялась в среде 
с высокой ионной силой и предотвращалась 
в присутствии БСА. Распределение НЧ по разме-
рам в присутствии альбумина менялась незначи-
тельно. Суспензия НЧ в присутствии 0,2% альбу-
мина была стабильна при хранении при 4°С – по 
крайней мере, в течение 2 нед. Альбумин исполь-
зовался ранее для стабилизации суспензии искус-
ственных НЧ различной природы [32].

Содержание ЛПС бактериальной стенки в НЧ 
городской пыли. При анализе содержания ЛПС 
бактериальной стенки в суспензии НЧ, проведен-
ном с помощью LAL-теста, были получены значе-
ния в диапазоне 300–400 EU/мг. Международные 
эндотоксиновые единицы (EU) отражают биоло-
гическую активность ЛПС, и одна EU соответ-
ствует 0,1–0,2 нг ЛПС в зависимости от типа. Со-
ответственно, содержание ЛПС в образцах НЧ 
пыли может варьировать в интервале 30–80 нг/мг. 
Ранее сообщалось, что присутствие НЧ оксидов 
Cu, Ti и Si может нарушать точность измерений 
ЛПС с помощью LAL-теста, особенно при высо-
кой концентрации НЧ [33]. В наших измерениях 
НЧ пыли использовались в значительно более 
низких концентрациях. Следует отметить, что 
LAL-тест реагирует не только с ЛПС, но также 
и с компонентами оболочки грибов, бета-1,3-глю- 
канами. Требуются дополнительные исследования 
для выяснения того, какие еще органические сое-
динения, помимо ЛПС, присутствуют в НЧ пыли.

Для проверки возможного участия ЛПС в био-
логических эффектах НЧ пыли был использован 
пептидный антибиотик ПМB, который способен 
связывать ЛПС [34]. Добавление 10 мкг/мл ПМB 
вызывало значительное снижение абсолютного 
значения дзета-потенциала с -20 мВ до -13 мВ, что 
подтверждает его связывание с НЧ и  нейтрализа-
цию отрицательного заряда ЛПС. В то же время, 
ПМB не вызывал заметной агрегации НЧ. Приро-
да связывания ЛПС с НЧ пыли неизвестна. Воз-
можно, ЛПС связывается с НЧ непрочно, образуя 
так называемую «корону». Образование короны 
при взаимодействии НЧ с  белками, липидами 
и другими биологически активными макромолеку-
лами было подробно исследовано применительно 
к искусственным НЧ [35–37]. В  частности, было 
показано образование короны при взаимодей-
ствии НЧ TiO2 с ЛПС в  присутствии сыворотки 
крови [38]. В то же время, сообщалось, что связы-
вание ЛПС с поверхностью НЧ золота вызывало 
снижение образования короны при инкубации 
в  плазме крови [39]. Необходимо проведение до-
полнительных исследований для выяснения меха-
низмов связывания ЛПС и НЧ пыли. 

Активация нейтрофилов под действием НЧ 
пыли. Основным источником АФК в нейтрофи- 
лах является НАДФН-оксидаза, локализованная 
в специфических гранулах и плазматической мем-
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бране клеток [40]. Активация НАДФН-оксидазы 
происходит либо при связывании специфических 
лигандов с рецепторами, либо при повышении 
проницаемости плазматической мембраны с по-
следующим повышением концентрации ионов 
Са2+ в цитоплазме. Примером первого механизма 
активации служит взаимодействие нейтрофилов 
с  хемоаттрактантным пептидом fMLP, который 
входит в состав бактериальных белков. На рис. 1 
видно, что добавление fMLP к нейтрофилам вы-
зывает повышение продукции АФК, измеренное 
по усилению хемилюминесценции люминола.

Добавление НЧ пыли к нейтрофилам вызвало 
усиление продукции АФК, близкое по величине 
к  эффекту fMLP (рис. 1). Добавление 10 мкг/мл 
пептидного антибиотика ПМB, который способен 
связывать ЛПС [34], существенно снизило эффект 
НЧ, что указывает на участие ЛПС в активации 
нейтрофилов. Однако очищенный препарат ЛПС 
не вызывал заметного повышения АФК (рис. 1), 
что согласуется с литературными данными [41].

Предположение о том, что ПМB вызывает 
агрегацию НЧ, не подтвердилось данными дина-
мического светорассеяния. Можно предположить, 
что ЛПС, сорбированный на НЧ, приобретает 
особые свойства. Возможно также, что действие 
НЧ пыли зависит от других биологических компо-
нентов – в частности, бета-глюканов из клеточ-
ной стенки грибов, связывающихся с ПМB. Стоит 
отметить, что растворимые бета-глюканы не спо-
собны активировать продукцию АФК в нейтрофи-
лах [42], так что и в этом случае сорбция на НЧ 
может изменять свойства молекулы.

Дальнейшие эксперименты на нейтрофилах 
человека были направлены на проверку возможно-
го эффекта «праймирования» под действием НЧ 
пыли. Праймирование нейтрофилов наблюдается 
при продолжительной преинкубации клеток с раз-
личными цитокинами и иными факторами и при-
водит к значительному усилению последующей 
активации – например, под действием fMLP [43]. 
Для изучения эффекта праймирования нейтрофи-
лы инкубировали с 40 мкг/мл НЧ в течение 
40  мин, а после перевода клеток в  буфер Кребса-
Рингер стимулировали окислительный взрыв 
800 нМ fMLP. Преинкубация нейтрофилов челове-
ка с НЧ пыли приводила к четырехкратному усиле-
нию ответа клеток на fMLP (рис. 1). Одним из при-
родных компонентов микробного происхождения, 
которые способны вызывать праймирование ней-
трофилов, является ЛПС [41]. Для проверки его 
возможного участия в  праймировании под дей-
ствием НЧ пыли был использован ПМB. Ранее 
было показано, что он подавляет праймирование 
нейтрофилов под действием ЛПС [44]. В наших 
экспериментах (рис. 1) добавление ПМB частично 
предотвращало эффект праймирования под дей-
ствием НЧ пыли. Таким образом, праймирование 
нейтрофилов под действием НЧ пыли отчасти мо-
жет быть связано с присутствием в них ЛПС.

Инфицирование грамотрицательными бакте-
риями, клеточные стенки которых содержат ЛПС, 
является глобальной проблемой, особенно для 
людей с ослабленным иммунитетом. ЛПС являет-
ся одним из основных факторов, вызывающих 
острую воспалительную реакцию. При попадании 
в кровоток он вызывает симптомы септического 
шока, такие как расширение сосудов, и полиор-
ганную недостаточность Праймирование нейтро-
филов под действием ЛПС приводит к их гипе-
рактивации низкими дозами других активаторов, 

Рис. 1. Активация образования активных форм кислорода 
(АФК) в нейтрофилах человека под действием наночастиц 
(НЧ) пыли и fMLP. Нейтрофилы здоровых доноров инкубиро-
вали в присутствии 1 нг/мл ЛПС, 40 мкг/мл НЧ пыли или 
40 мкг/мл НЧ пыли с 10 мкг/мл полимиксина B (ПМB) в тече-
ние 40 мин (37°С, 5% СО2) и регистрировали люминол-зависи-
мую хемилюминесценцию. Для изучения эффекта праймирова-
ния НЧ пыли (40 мкг/мл) добавляли к нейтрофилам человека 
за 40 мин до начала измерения хемилюминесценции, стимули-
рованной 800 нМ fMLP. 10 мкг/мл ПМB добавляли одновре-
менно с НЧ. (А) Типичные кинетические кривые хемилюми-
несценции. По оси абсцисс: время, мин. По оси ординат: 
интенсивность хемилюминесценции, мВ/мин. (Б) Эмиссия 
света, индуцированная активаторами окислительного взрыва, 
выраженная в виде площади под кривыми хемилюминесцен-
ции; n = 5; *** – p < 0,001. Сокращения: ЛПС, липополисаха-
рид; НЧ, наночастицы пыли; fMLP, N-формил-метионил-
лейцил-фенилаланин; ПМB: ХЛ, хемилюминесценция.
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таких как fMLP, что приводит к повреждению 
тканей при воспалении.

Активация макрофагов под действием НЧ пыли. 
Исследования воспалительной активации макро-
фагов под действием НЧ городской пыли проводи-
ли на макрофагах, полученных при дифференци-
ровке клеток моноцитарной линии THP-1. Данная 
клеточная линия широко применяется в  исследо-
ваниях по изучению механизмов воспалительной 
активации макрофагов и, в частности, для оценки 
провоспалительного действия разных типов искус-
ственных НЧ [29–31]. В качестве маркеров воспа-
лительной активации была исследована секреция 
основных провоспалительных цитокинов ФНО, 
ИЛ-6 и ИЛ-1β. 

Результаты измерения уровня ФНО и ИЛ-6 
в инкубационной среде показали, что НЧ вызыва-
ют их секрецию макрофагами (рис. 2). ПМB ча-
стично снижал эффект действия НЧ на секрецию 
обоих цитокинов. Очищенный ЛПС также стиму-
лировал секрецию ФНО и ИЛ-6, и его эффект 
полностью блокировался ПМB. Эти данные по-
зволяют предположить, что провоспалительное 
действие НЧ на макрофаги отчасти обусловлено 
присутствующим в них ЛПС. В то же время, либо 
сами НЧ, либо сорбированные на них иные био-
логические компоненты также стимулируют вос-
палительную активацию макрофагов. 

Активация макрофагов ЛПС инициируется 
взаимодействием с TLR4 и образованием ЛПС-свя-
зывающего комплекса с CD14 и MD-2 на клеточ-
ной поверхности. Затем с помощью адапторных 
молекул происходит активация различных проте-

инкиназ и фосфоинозитид-3-киназы (PI3K), что 
в  конечном итоге приводит к активации NF-κB, 
его транслокации в ядро и последующей транс-
крипции воспалительных цитокинов, в первую 
очередь – ФНО и ИЛ-6 [45].

Как показали результаты анализа содержания 
ИЛ-1β, ни ЛПС, ни НЧ не стимулируют его се-
крецию макрофагами (рис. 2). Однако неожидан-
но оказалось, что НЧ в сочетании с ПМB стиму-
лирует секрецию ИЛ-1β.

Трансляция ИЛ-1β приводит к синтезу неак-
тивного предшественника. Созревание ИЛ-1β 
происходит путем протеолитического расщепле-
ния предшественника под действием каспазы-1. 
Активация каспазы-1, в свою очередь, происходит 
в составе многокомпонентного комплекса ин-
фламмасомы NLRP3 [46]. Для активации инфлам-
масомы в макрофагах недостаточно воздействия 
ЛПС. ЛПС-зависимая активация NF-κB приводит 
лишь к экспрессии и накоплению предшествен-
ника ИЛ-1β и компонентов инфламмасомы. Вто-
рым сигналом, необходимым для активации ин-
фламмасомы, могут служить самые различные 
агенты – в том числе, внеклеточные молекулы 
АТФ, порообразующие токсины, кристаллы моче-
вой кислоты, пирофосфата кальция и холестерина 
и т.д. Известно, что ПМB в концентрациях 
>20  мкг/мл может активировать в макрофагах 
NLRP3 инфламмасому, ответственную за продук-
цию зрелого ИЛ-1β [47]. Возможно, ПМB в более 
низкой концентрации в комбинации с НЧ пыли 
формирует подобный «второй сигнал» для актива-
ции инфламмасомы.

Рис. 2. Влияние наночастиц (НЧ) пыли на секрецию цитокинов воспаления в макрофагах человека. К стимулированным к диф-
ференцировке с помощью форболового эфира клеткам линии THP-1 добавляли 40 мкг/мл НЧ или 5 нг/мл ЛПС и проводили 
инкубацию в течение 24 ч с 10 мкг/мл полимиксина B (ПМB). В супернатанте, полученном после центрифугирования кондици-
онированной среды, измеряли содержание цитокинов с помощью коммерческих наборов для иммуноферментного анализа. Ги-
стограммы отражают содержание ФНО (А), ИЛ-6 (Б) и ИЛ-1β (В). Результаты представлены как среднее значение ± стандарт-
ное отклонение; n = 5; * – р ≤ 0,05, ** – р ≤ 0,01, *** – р ≤ 0,001.
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Urban dust nanoparticles induce proinflammatory activation 
of neutrophils and macrophages
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Urban dust particles are a major pathogenic factor in respiratory diseases such as asthma and 
chronic obstructive pulmonary disease, and also increase the risk of cardiovascular disease and 
lung cancer. Nanoparticles (NPs) of various origins are an important component of urban dust, 
but their effects on the human body are barely studied. In the present work, the effect of urban 
dust NPs on innate immune cells, neutrophils and macrophages was investigated in vitro. Urban 
dust nanoparticles were isolated from urban dust samples using coiled tube field-flow 
fractionation technique. Urban dust NPs were shown to induce a slight increase in the 
production of reactive oxygen species in human neutrophils. Preincubation of neutrophils with 
dust NPs resulted in a significant increase in ROS production in response to the chemoattractant 
peptide N-formylmethionine-leucyl-phenylalanine (fMLP). This suggests an effect of neutrophil 
priming with nanoparticles. On macrophages differentiated from the monocytic line THP-1, 
urban dust NPs stimulated the secretion of pro-inflammatory cytokines, tumor necrosis factor, 
and interleukin-6. The inflammatory activation of neutrophils and macrophages was reduced by 
antibiotic polymyxin B, which is able to bind bacterial wall lipopolysaccharide. The results 
suggest that the pro-inflammatory effect of urban dust NPs on neutrophils and macrophages is, 
at least in part, due to the presence of LPS.

Keywords: nanoparticles, urban dust, innate immune cells, inflammatory activation, neutrophils, 
macrophages
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