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Резюме. В работе представлены результаты определения цитокинов методом мультиплекс-
ного анализа в супернатантах нейтрофилов крови доноров, стимулированных супернатантами 
Staphylococcus aureus, в зависимости от наличия или отсутствия у бактерий гена стафилококкового 
белка А (spа). Индикация цитокинов осуществлялась методом мультиплексного анализа с помо-
щью наборов компании БиоРад (США) для определения 17 цитокинов человека (G-CSF, GM-CSF, 
INF-γ, TNF-alfa, MCP-1,MIP-1beta, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, 
IL-17A) после 1 часа инкубации супернатантов стафилококка с нейтрофилами. 

Показано, что S. aureus, у которых имелся ген стафилококкового белка А (spа), значительно сти-
мулировали секрецию нейтрофилами G-CSF (ростовой фактор), IL-12p70, IL-17A, IFN-gamma, IL-
13, IL-1b, IL-4, IL-6, IL-7, TNF-alfa (провоспалительные цитокины), MCP-1 (хемокин), но при этом 
существенно снижали секрецию IL-10 (противовоспалительный цитокин), IL-8, MIP-1beta (хемо-
кины). Практически идентично действовали и супернатанты S. aureus, у которых не было SPA, 
IFN-gamma под их действием повышался менее значительно, а IL-1b, наоборот, более значительно 
по сравнению с супернатантами S. aureus, имеющими ген стафилококкового белка А. Установлено, 
что супернатанты всех изученных клинических изолятов S. aureus, обладающих выраженной спо-
собностью продуцировать цитокиноподобные вещества, вне зависимости от наличия/отсутствия у 
них гена spа влияют на способность нейтрофилов секретировать цитокины. 

Таким образом, наличие у S. aureus цитокиноподобной активности отражается на ответной реак-
ции нейтрофилов секретировать пул цитокинов, в частности, провоспалительных интерлейкинов, 
некоторых хемокинов и ростовых факторов, при контакте фагоцитарных клеток с супернатантами 
стафилококков. Это указывает на то, что взаимодействие нейтрофилов с внеклеточными цитоки-
ноподобными продуктами S. aureus может существенно модулировать воспалительный процесс. 
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Введение 
Известно, что нейтрофилы являются важными эффекторными клетками врожденного иммуни-

тета и обеспечивают необходимую первичную защиту от бактериальных патогенов, в том чис-
ле Staphylococcus aureus [18, 20], который до сих пор является одним из основных возбудителей 
инфекционно-воспалительной патологии во всем мире [17, 20]. Нейтрофилы одними из первых 
рекрутируются в инфицированные очаги, где запускают механизмы уничтожения микробных аген-
тов как за счет хемотаксических факторов, продуцируемых самими бактериями, так и за счет ме-
диаторов воспаления, образующихся в месте инфекции. Попав в очаг воспаления, нейтрофилы 
осуществляют фагоцитоз и уничтожение бактерий посредством образования активных форм кис-
лорода и высвобождения из лизосомальных гранул литических ферментов [18, 20]. В свою очередь 
бактериальные патогены выработали стратегии противодействия защитным механизмам макро-
организма. В частности, золотистые стафилококки, обладая широким арсеналом факторов пато-
генности, способны секретировать вещества, которые воздействуют на нейтрофилы и ингибиру-
ют их антибактериальные функции, синтезировать протеазы, разрушающие компоненты системы 
комплемента, а также инициировать в клетках макроорганизма синтез и секрецию биологически 
активных молекул и медиаторов, в том числе и провоспалительных цитокинов [17, 19, 20]. В то же 
время нейтрофилы сами являются клетками, секретирующими цитокины, и относятся к активным 
участникам регуляции воспаления [9, 10].

Ранее в наших исследованиях была продемонстрирована способность продукции стафилококка-
ми цитокиноподобных веществ (ЦПВ), выраженность которой зависела от видовой и штаммовой 
принадлежности бактерий [5–7]. При этом ЦПВ с супернатантах культур стафилококков выявля-
лись методами иммуноферментного и мультиплексного анализа с использованием разных офици-
нальных наборов для определения человеческих и мышиных цитокинов [13, 14]. 

Сравнительно недавно было установлено непосредственное взаимодействие такого фактора ви-
рулентности S. aureus, как стафилококковый белок А, с рецептором фактора некроза опухоли альфа 
в эпителии дыхательных путей, при котором наблюдалась идентичность биологических эффектов 
данного бактериального белка и указанного цитокина [15]. Следует отметить, что в ряде исследо-
ваний показана корреляция результатов такого рецептор-зависимого взаимодействия с наличием у 
S. aureus генов стафилококкового белка А (spa) [8, 12, 16]. В то же время имеются данные по ста-
филококкам, которые не имели этого гена, но демонстрировали выраженную способность проду-
цировать ЦПВ в культуральную среду (супернатанты) [4, 14]. При этом охарактеризовано влияние 
золотистых стафилококков и их супернатантов на индуцированную продукцию цитокинов нейтро-
филами [2, 4]. Однако зависимость такой реакции нейтрофилов на супернатанты стафилококков 
от наличия/отсутствия у них гена spa ранее не анализировалась. Кроме того, не изучено влияние 
супернатантов S. aureus с выраженной продукцией ЦПВ, но оппозитных по spa-статусу, на цито-
киносекрецию нейтрофилов. 

Целью настоящего исследования явилось изучение влияния супернатантов клинических штам-
мов S. aureus, оппозитных по гену spa, на продукцию цитокинов нейтрофилами. 

Материалы и методы
Исследования проведены на лабораторных базах Института иммунологии и физиологии УрО 

РАН (г. Екатеринбург) и Института клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН (ИКВС УрО 
РАН) Оренбургского федерального исследовательского центра УрО РАН (г. Оренбург).

В экспериментах использовали 20 супернатантов клинических изолятов S. aureus, из них 10 — 
несущих ген spa и 10 — не имеющих гена spа, с выраженной способностью секретировать ЦПВ. 
Штаммы золотистого стафилококка, хранящиеся в коллекции ИКВС УрО РАН, ранее были выделе-
ны от больных с разной патологией из разных биотопов (раны у пациентов с синдромом диабетиче-
ской стопы, отделяемое влагалища у женщин с миомой матки, пустулы у новорожденных с пиодер-
мией). Супернатанты стафилококков получали путем выращивания бактерий на мясопептонном 
бульоне (МПБ) в течение 24 часов, центрифугирования суточных бульонных культур при 3000 об/
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мин в течение 30 минут и отбора надосадочной жидкости. Супернатанты штаммов S. aureus разде-
ляли на две группы в зависимости от spа-статуса, установленного нами ранее с помощью ПЦР [1]. 

Нейтрофилы доноров, выделенные на двойном градиенте фиколл-верографина по стандартной 
методике, доводили после промывки до концентрации 5×10⁶ клеток/мл и инкубировали в среде 
RPNI-1640 в течение 1 часа при 37°С в термостате с супернатантами бактерий (опыт) или без них 
(контроль) в соотношении: 0,9 мл взвеси клеток и 0,1 мл супернатантов бактерий. 

Влияние супернатантов стафилококков на секрецию нейтрофилами цитокинов определяли на 
приборе Macpix-100 (USA), с использованием иммунофлюоресцентных мультиплексных наборов 
компании БиоРад (США) для детекции 17 цитокинов человека (G-CSF, GM-CSF, INF-γ, IL-1β, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, TNF-alfa, MCP-1, MIP-1beta) после 1 
часа совместной инкубации фагоцитов с бактериальными супернатантами. Контролем выступил 
супернатант неактивированных нейтрофилов. Полученные результаты округляли до 0,1 пкг/мл.

Систематизация и анализ экспериментальных данных, а также визуализация полученных результа-
тов осуществлялись в программе Microsoft Office Excel 2013. Полученные данные описывались при 
помощи среднеарифметического значения (M) и стандартной ошибки среднего (m). Достоверность 
отличий определяли с помощью U-критерия Манна-Уитни; различия считали достоверными при 
р<0,05 для независимых совокупностей, используя программу IBM SPSS Statistics версия 23.0 [11].

Результаты и обсуждение
Как показали наши исследования при соинкубации нейтрофилов и супернатантов S. aureus на-

блюдалось изменение способности фагоцитов секретировать цитокины, которая существенно не 
зависела от наличия у использованных в опытах штаммов золотистого стафилококка гена spa.

Как видно из Таблицы 1, супернатанты S. aureus, у которых имелся ген стафилококкового белка 
А, значительно стимулировали секрецию нейтрофилами G-CSF (фактор роста), IL-12p70, IL-17A, 
IFN-gamma, IL-13, IL-1b, IL-4, IL-6, IL-7, TNF-alfa (провоспалительные цитокины), MCP-1 (хемо-
кин), но подавляли секрецию IL-10 (противовоспалительный цитокин), IL-8, MIP-1beta (хемоки-
ны). Супернатанты штаммов S. aureus без гена spa оказывали на нейтрофилы практически иден-
тичное действие: они существенно усиливали секрецию фагоцитами таких цитокинов, как G-CSF 
(ростовой фактор), IL-12p70, IL-17A, IFN-gamma, IL-13, IL-1b, IL-4, IL-6, IL-7, TNF-alfa (провос-
палительные цитокины), MCP-1 (хемокин), но ингибировали у них продукцию IL-10 (противо-
воспалительный цитокин) и IL-8, MIP-1beta (хемокины). Следует отметить, что при воздействии 
на нейтрофилы этих супернатантов уровень IFN-gamma повышался менее значительно, а IL-1b, 
наоборот, более существенно в сравнении с супернатантами изолятов S. aureus, несущих ген ста-
филококкового белка А. 

Таким образом, результаты наших исследований свидетельствовали, что супернатанты бульон-
ных культур S. aureus при соинкубации с нейтрофилами модифицируют у них способность се-
кретировать цитокины. Причем характер (сила и направленность) такого влияния бактериальных 
супернатантов на цитокинопродукцию нейтрофилов не зависит от генетического spa-статуса из-
ученных штаммов S. aureus, поскольку ответная реакция нейтрофилов на контакт с супернатанта-
ми бактерий была практически идентична вне зависимости от наличия или отсутствия у S. aureus 
гена стафилококкового белка А. 

Полученные данные представляют большой интерес, учитывая, что на эффективность фагоци-
тоза оказывает влияние локальное микроокружение, в том числе цитокины, которые регулируют 
количественный и качественный состав лейкоцитов в очаге воспаления и реализуют прайминг фа-
гоцитов [20]. Из результатов наших исследований следует, что нейтрофилы могут откликаться из-
менением своей цитокинопродукции не только на наличие S. aureus в очаге воспаления [9], но и на 
присутствие в нем внеклеточных соединений, синтезируемых указанными бактериями, в частности 
цитокиноподобных веществ. В этой связи требуют дальнейшего изучения особенности взаимодей-
ствия фагоцитов (нейтрофилы, макрофаги) с S. aureus и бактериями другой видовой принадлеж-
ности, а также внеклеточными продуктами их синтеза в условиях как in vitro, так и in vivo, в том 
числе при изолированном и сочетанном соинкубировании микроорганизмов и их внеклеточных 
продуктов с иммунокомпетентными клетками, выполняющими фагоцитарную функцию. С другой 
стороны, при исследовании материала из очага воспаления на наличие в нем цитокинов и их уро-
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вень следует учитывать возможный вклад цитокиноподобных веществ бактерий (синтезируемых, 
например, S. aureus и др. [5-9]) в «цитокиновый репертуар» (спектр цитокинов) и «цитокиновый 
баланс» (уровни отдельных цитокинов), которые характерны для инфицированной и пораженной 
ткани. 

Таблица 1
Сравнительная характеристика содержания цитокинов в супернатантах нейтрофилов после их 1-часовой 

инкубации с супернатантами S. aureus, оппозитных по гену spа.
Table 1

Comparative characteristics of the cytokine content in the neutrophil supernatant after 1-hour incubation 
with S. aureus supernatants opposite in the spа gene.

Цитокины / Cytokines

Контроль (супернатант 
неактивированных 

нейтрофилов) пкг/мл 
(n=10), M±m / Control 

(supernatant of inactive 
neutrophils) pkg/ml (n=10), 

M±m

Супернатант нейтрофи-
лов после инкубации со 
S. aureus (spа+) пкг/мл 

(n=10), M±m / Neutrophil 
supernatant after 

incubation with S. aureus 
(spа+) pkg/ml (n=10), M±m

Супернатант нейтрофи-
лов после инкубации со 
S. aureus (spа–) пкг/мл 

(n=10), M±m / Neutrophil 
supernatant after 

incubation with S. aureus 
(spа–) pkg/ml (n=10), M±m

G-CSF 19,3±1,6 25,0±0,6* 27,5±1,3**
GM-CSF 250,3±5,6 249,8±5,5 255,5±1,6

IL-10 35,4±3,4 17,0±0,7* 16,5±0,4*
IL-12p70 23,5±1,6 41,5±0,8* 39,5±0,6**

IFN-gamma 13,5±1,5 42,0±1,8* 32,0±0,2**,***
IL-13 11,4±1,3 18,5±1,3* 15,0±0,2*

IL-17A 62,5±5,6 134,0±8,9* 132,3±4,5**
IL-1b 42,3±3,4 157,5±3,7* 404,8±69,5**,***
IL-2 38,4±4,5 41,5±0,6 43,0±1,0
IL-4 23,5±2,4 36,5±0,60* 32,0±0,2*
IL-5 9,5±1,3 11,3±0,4 10,5±72,8
IL-6 122,5±9,7 793,0±72,8* 820,5±49,0**
IL-7 12,5±1,6 17,5±0,6* 15,5±0,24*

TNF-alfa 16,2±1,9 1596,0±84,6* 1918,5±176,7**
IL-8 320,9±14,5 16,0±0,7* 14,5±0,2**

MCP-1 12,4±1,9 5211,8±302,3* 4779,3±34,5**
MIP-1beta 1492,8±72,7 25,0±1,21* 26,0±0,96**

Примечание:* — достоверность отличий группы штаммов spа+ от Контроля, ** — достоверность отличий 
группы штаммов spа– от Контроля, *** — достоверность отличий между группами штаммов spа+ и spа– 
(р<0,05).

Note:* — the reliability of the differences group of strains spа+ from the Control, ** — the reliability of the 
differences group of strains spа– from the Control, *** — the reliability of the differences between groups of 
strains spа+ and spа– (p<0.05).

Подводя общий итог, следует подчеркнуть, что супернатанты всех изученных клинических штам-
мов S. aureus, обладающих выраженной цитокиноподобной активностью, независимо от наличия 
или отсутствия у них гена spа при контакте с нейтрофилами изменяли (модифицировали) их спо-
собность секретировать цитокины, стимулируя секрецию фагоцитами G-CSF (ростовой фактор), 
IL-12p70, IL-17A, IFN-gamma, IL-13, IL-1b, IL-4, IL-6, IL-7, TNF-alfa (провоспалительные цито-
кины), MCP-1 (хемокин), но ингибируя секрецию IL-10 (противовоспалительный цитокин), IL-8, 
MIP-1beta (хемокины). Нельзя исключить, что наличие у данных изолятов S. aureus выраженной 
способности к продукции цитокиноподобных веществ, выявляемых в супернатантах их бульонных 
культур [6, 7, 14], может отражаться на общем пуле цитокинов в инкубационной среде, который 
формируется после взаимодействия нейтрофилов с внеклеточными продуктами жизнедеятельно-
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сти этих бактерий и обусловлен, с одной стороны, цитокинами, выделяемыми стимулированными 
фагоцитами, с другой — их бактериальными цитокиноподобными «гомологами» Обращает на себя 
внимание тот факт, что под действием супернатантов этих бактерий десятикратно усиливается се-
креция нейтрофилами таких цитокинов, как IL-1b, IL-6, TNF-alfa, являющихся ключевыми иммуно-
медиаторами цитокинового шторма при сепсисе [3]. Обнаружение таких цитокинпродуцирующих 
штаммов S. aureus у больных с инфекционно-воспалительной патологией, возможно, повышает 
риск развития у них сепсиса, для профилактики которого необходимо проводить своевременную 
персонифицирующую антимикробную терапию с целью элиминации указанных возбудителей. 

Выводы
1. Супернатанты клинических штаммов S. aureus вне зависимости от наличия у них гена стафи-

лококкового белка А (spa) значительно стимулировали секрецию нейтрофилами G-CSF (ростовой 
фактор), IL-12p70, IL-17A, IFN-gamma, IL-13, IL-1b, IL-4, IL-6, IL-7, TNF-alfa (провоспалительные 
цитокины), MCP-1 (хемокин), но ингибировали у них продукцию IL-10 (противовоспалительный) 
цитокин, IL-8, MIP-1beta (хемокины).

2.	 Отсутствие у изолятов S. aureus гена spa сопровождалось тем, что их супернатанты при 
контакте с нейтрофилами обеспечивали менее выраженную секрецию фагоцитами IFN-gamma, но 
более существенную продукцию ими IL-1b по сравнению с супернатантами S. aureus, несущими 
ген стафилококкового белка А.

3.	 Штаммы S. aureus, оппозитные по генетическому spa-статусу, но обладающие цитокинопо-
добной активностью, очевидно, могут повышать вероятность формирования цитокинового шторма 
при развитии сепсиса. 
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COMPARATIVE ANALYSIS OF CYTOKINE DETERMINATION 
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Abstract. This study presents the results of the determination of cytokines by multiplex analysis in the 
blood neutrophil supernatants of donors stimulated by Staphylococcus aureus supernatants, depending on 
the presence or absence of the staphylococcal protein A (spa) gene in bacteria. Cytokine indication was 
carried out by multiplex analysis using BioRad kits (USA) for the determination of 17 human cytokines 
(G-CSF, GM-CSF, INF-γ, TNF-alfa, MCP-1, MIP-1beta, IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,IL-8, IL-
10, IL-12p70, IL-13, IL-17A) after 1 hour incubation of staphylococcal supernatants with neutrophils.

It was shown that S. aureus, which had the staphylococcal protein A (spa) gene, significantly stimulated 
the secretion of neutrophils G-CSF (growth factor), IL-12p70, IL-17A, IFN-gamma, IL-13, IL-1b, IL-
4, IL-6, IL-7, TNF-alfa (proinflammatory cytokines), MCP-1 (chemokine). But at the same time, they 
significantly reduced the secretion of IL-10 (anti-inflammatory cytokine), IL-8, MIP-1beta (chemokines). 
S. aureus supernatants, which did not have spa, also acted almost identically. IFN-gamma increased less 
significantly under their action, and IL-1b, on the contrary, more significantly compared to S. aureus 
supernatants having the staphylococcal protein A gene. It was found that the supernatants of all studied 
clinical isolates of S. aureus with a pronounced ability to produce cytokine-like substances, regardless of 
the presence/absence of the spa gene, affect the ability of neutrophils to secrete cytokines.

Thus, the presence of cytokine-like activity in S. aureus affects the response of neutrophils to secrete 
a pool of cytokines upon contact of phagocytic cells with staphylococcal supernatants. In particular, 
pro-inflammatory interleukins, some chemokines and growth factors. This indicates that the interaction 
of neutrophils with extracellular cytokine-like products of S. aureus can significantly modulate the 
inflammatory process.

Keywords: neutrophils, cytokines, Staphylococcus aureus, spa gene, cytokine-like substances, multiplex 
analysis
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