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В работе исследовали морфометрические и иммунофенотипические характеристики макрофагов костно-
го мозга крыс, выделенных из интактных животных и стимулированных аминодигидрофталазиндионом
натрия (АДФН) в условиях культивирования в течение 24, 48 и 72 ч. Определяли следующие морфометри-
ческие показатели: площадь клетки, цитоплазмы и ядер, а также ядерно-цитоплазматическое отношение
(ЯЦО). Пролиферативную активность оценивали по наличию маркера Ki-67. Фенотип макрофагов опре-
деляли по маркерам CD163 (М2-фенотип) и F4/80 (М1-фенотип), присутствующим на поверхности кле-
ток.Кроме того, оценивали содержание фактора роста TGF-β цитоплазме макрофагов. Стимуляция мак-
рофагов АДФН в дозе 50 мкг/мл АДФН способствует росту количества CD163+-клеток и содержания это-
го маркера с увеличением срока культивирования. Действие 100 мкг/мл АДФН, наоборот, с увеличением
времени культивирования приводит к повышению доли F4/80+-клеток в культуре и росту содержания
этого маркера. Накопление TGF-β происходит к 48 ч культивирования клеток в присутствии 50 мкг/мл
АДФН, и его повышенные количества сохраняются в течение 72 ч. АДФН в дозе 100 мкг/мл усиливает об-
разование TGF-β к 48 ч, и угнетает его к 72 ч культивирования клеток с веществом. При добавлении
АДФН в культуру моноцитов ускоряется созревание макрофагов, а также вещество обладает выраженным
дозозависимым действием на макрофаги КМ.
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Собственные макрофаги костного мозга (КМ) –
клетки иммунной системы, обладающие активной
подвижностью, адгезивностью и выраженной спо-
собностью к фагоцитозу, а также выполняющие ряд
уникальных функций, связанных с регуляцией про-
цесса кроветворения. Этот тип клеток имеет мезен-
химное происхождение и в постнатальном онтогене-
зе дифференцируется из стволовой кроветворной
клетки, проходя в КМ последовательно 3 стадии со-
зревания: монобласт → промоноцит → моноцит. В
настоящее время известно о 3-х основных популя-
циях резидентных макрофагов КМ: центральные
макрофаги внутри эритробластических островков

(ЭО), популяция резидентных макрофагов КМ,
участвующих в поддержании гемопоэтических ство-
ловых клеток (ГСК), или нишевые макрофаги ГСК,
и остеомаки – макрофаги, выстилающие кость,
включая эндост (Winker et al., 2010; Sinder et al., 2015).

Первая популяция – макрофаги внутри ЭО. Их
уникальность состоит в том, что они обеспечивают
выживание эритробластов во время их созревания
для образования ретикулоцитов. Макрофаги ЭО
также экспрессируют молекулы адгезии, такие как
молекулы адгезии сосудистых клеток-1 (VCAM-1),
которые опосредует сцепление эритробластов и
макрофагов ЭО (Ulyanova et al., 2011; Jacobsen et al.,
2014). Функция макрофагов ЭО подразделяется на
три большие категории: 1) секреция широкого спек-
тра цитокинов и факторов роста, 2) транспорт желе-
за и 3) фагоцитоз и деградация ядер клеток-предше-

Принятые сокращения: ГСК – гематопоэтическая стволовая
клетка; КМ – костный мозг; ППС – полная питательная сре-
да; ЭО – эритробластический островок (erythroblastic island
macrophages); NO – оксид азота.
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ственников эритроцитов (Kawane et al., 2001; Toda et al.,
2014). Макрофаги ЭО могут секретировать эритро-
поэтин (EPO) – фактор роста, регулирующий
эритропоэз, а также другие факторы, которые спо-
собствуют эритропоэзу, включая инсулиноподоб-
ный фактор роста-1 (IGF-1) и костный морфогенети-
ческий белок-4 (BMP-4) (Liu et al., 2015: Tonkin et al.,
2015). Для макрофагов ЭО характерна следующая
комбинация миелоидно-макрофагальных маркеров:
CD11b, F4/80, CD169, EIM-ассоциированный анти-
ген ER-HR3 и традиционный гранулоцитарный ан-
тиген Ly6G (Sonoda, Sasaki, 2008; Chow et al., 2011;
Jacobsen et al., 2014). Особенной пластичностью мак-
рофаги ЭО не обладают в связи с узкоспециализиро-
ванными функциями.

Вторая популяция – макрофаги, локализующие-
ся в микросреде ниши ГСК и поддерживающие ее
гомеостаз (Chang et al., 2008). Их вероятная функция
была оценена с использованием моделей истощения
макрофагов, включая трансгенных мышей Mafia, и
моделей гематопоэтического стресса (Winkler et al.,
2010; Chow et al., 2011; Christopher et al., 2011). Дан-
ные свидетельствуют о том, что макрофаги этой по-
пуляции регулируют пролиферацию и созревание
ГСК прямым и непрямым образом (Winkler et al.,
2010; Jacobsen et al, 2014; Dutta et al., 2015; Hur et al.,
2016). В частности, было продемонстрировано, что
связывание рецептора CD234 эритроцитов с макро-
фагами ниши ГСК стабилизирует поверхностный
рецептор CD82, экспрессируемый ГСК, находящи-
мися в эндостальных артериолярных областях КМ, и
способствует покою ГСК (Hur et al., 2016). Уменьше-
ние доли макрофагов CD234+ в КМ, приводило к по-
нижению доли CD82+ ГСК, тем самым стимулируя
пролиферацию и дифференцировку этих клеток
(Hur et al., 2016). Фенотип ГСК-макрофагов в насто-
ящее время определяется следующим набором экс-
прессируемых маркеров: CD11b, F4/80, Ly6Gneg,
CD169, VCAM-1, CD234 (Winkler et al., 2010; Jacobsen
et al, 2014; Dutta et al., 2015; Hur et al., 2016).

Третья популяция – остеомаки (периостальные
макрофаги) – это макрофаги КМ, которые находят-
ся на активных участках костеобразования на эндо-
стальной и периостальной поверхностях, формиру-
ют непрерывный слой на границе эндоста и КМ и
участвуют в гомеостазе и восстановлении костей
(Pettit et al., 2008; Wu et al., 2013; Sinder et al., 2015).
Остеомаки также являются неотъемлемой частью
анаболического действия паратироидных гормонов
и могут способствовать воздействию микробиоты на
кости (Cho et al., 2014; Li et al., 2016). Этот тип макро-
фагов экспрессирует набор общих маркеров пан-
макрофагов, включая F4/80, CD115, CD68 и Mac-3,
но не экспрессирует маркер остеокластов тартрат-ре-
зистентную кислотную фосфатазу (TRAP5b) или мар-

керы линии остеобластов (Chang et al., 2008; Wu et al.,
2013; Jacobsen et al., 2014; Sinder et al., 2015). До сих
пор нет уникальных маркеров, отличающих остео-
маки от других подмножеств костномозговых мак-
рофагов.

Моноциты и макрофаги КМ, получая сигналы от
микроокружения, могут дифференцироваться в 2
основных фенотипа с промежуточными формами:
провоспалительный M1 и противовоспалительный
М2. Для фенотипа М1 характерно наличие маркеров
CD80, CD86 и продукция цитокинов IL-12, IL-18,
IL-1β, TNFα, NO, АФК, для фенотипа М2 – нали-
чие маркеров CD206, СD36, СD163, CD301 и про-
дукция IL-10, IL-13 и TGF-β (Сарбаева и др., 2016;
Сумина и др., 2016).

Активация макрофагов не является жестко детер-
минированной и стабильной. При изменении спек-
тра стимулирующих цитокинов возможна транс-
формация М1-фенотипа в М2. Макрофаги, погло-
щая апоптозные клетки, резко снижают секрецию и
синтез медиаторов воспаления ССL2, CXCL2,
ССL3, CXCL1, TNF-a, MG-CSF, IL-1b, IL-8 и мно-
гократно усиливают продукцию TGF-b. Возможна и
обратная трансформация фенотипа: из М2 в М1 при
развитии ожирения, сахарного диабета 1 типа и пан-
креатита. Многие авторы ставят под вопрос суще-
ствование в организме двух четко различимых попу-
ляций макрофагов М1 и М2 (Сарбаева и др., 2016).
Возможность репрограммирования макрофагов в
патогенезе заболеваний позволяет поставить новые
цели для коррекции нарушенного иммунного ответа
и лечения различных заболеваний.

В связи с этим, представляется актуальным изуче-
ние клеточного ответа макрофагов в эксперименталь-
ных условиях, при их культивировании с веществом
аминодигидрофталазиндионом натрия (АДФН).
Это вещество присутствует в общедоступных базах
данных, его идентификационный номер в базе Pub-
Chem: 9794222, InChI Key: JKEBMURXLKGPLR-
UHFFFAOYSA-N, молекулярная формула:
C8H6N3NaO2. В ряде работ было показано, что это со-
единение воздействует на функционально-метаболи-
ческую активность макрофагов, и обладает выражен-
ным противовоспалительным и антиоксидантным
действием (Jukić et al., 2011, 2012; Danilova et al., 2017,
2020). АДФН показал свою модулирующую актив-
ность на макрофаги в наших предыдущих исследова-
ниях (Поздина и др., 2020). Было показано, что
АДФН способствует инфильтрации М2-макрофагов в
поджелудочную железу, в которой они воздействова-
ли на β-клетки островков Лангерганса, что приводило
к пролиферации β-клеток и снижению уровня глюко-
зы при моделировании сахарного диабета 1 типа
(СД1) (Danilova et al., 2017). Также было показано, что
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АДФН способствует миграции СГК в кровь и зону по-
вреждения (Danilova et al., 2020).

В настоящей работе была поставлена цель изу-
чить особенности функционирования популяции
макрофагов из КМ в условиях in vitro и оценить кле-
точный ответ и изменение морфофункциональных
параметров макрофагов, подвергшихся стимуляции
АДФН, для последующей коррекции воспалитель-
ных реакций, возникающих в органах-мишенях при
повреждении.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В работе использовали макрофаги

КМ, полученные из интактных самок крыс Wistar в
возрасте 3 мес. и весом 237 ± 9.12 г. Макрофаги куль-
тивировали в течение 24, 48 и 72 ч. Все эксперимен-
ты на животных были одобрены Этическим комите-
том Института иммунологии и физиологии УрО
РАН (№ 07/19 от 18.12.2019) и выполнены в соответ-
ствии с принципами, сформулированными в Дирек-
тиве 2010/63/EC.

Выделение макрофагов из КМ. Выведение живот-
ных из эксперимента проводили с помощью внутри-
мышечного введения золетила в дозе 15 мг/кг (Virbac
Sante Animale, Франция). Выделение макрофагов из
КМ проводили по описанной методике (Madaan et al.,
2014) с изолированием и очищением бедренной ко-
сти. Очищенную кость помещали в 70%-ный рас-
твор этилового спирта на 5 мин, отрезали эпифизы с
обоих концов. Кость промывали раствором HBSS
(Биолот, Россия) до тех пор, пока полость кости не
становилась белой. Суспензию собирали в стериль-
ную пробирку для центрифугирования и доводили
объем до 20 мл, используя HBSS (Биолот, Россия).

Получение макрофагальной культуры. Получен-
ную суспензию клеток центрифугировали 8 мин при
300 об./мин. Осадок суспензировали в 20 мл HBSS
(Биолот, Россия) для повторного центрифугирова-
ния. После процедуры получившийся клеточный
осадок ресуспензировали в полной питательной сре-
де (ППС) и вносили на покровные стекла в чашки
Петри 2 мл суспензии. Для приготовления ППС ис-
пользовали культуральную среду RPMI-1640 (90% от
общего объема) (Биолот, Россия), эмбриональную
телячью сыворотку FBS (Биолот, Россия) (10% от
общего объема среды), и гентамицин в концентра-
ции 10 мкг/мл. Далее культивировали в течение 24 ч
при 37°С в СО2-инкубаторе (Sanyo, Япония).

Стимуляция макрофагов АДФН. Полученную кле-
точную культуру клеток делили на две группы:
нестимулированные макрофаги, которые являлись
контролем, и стимулированные макрофаги, к кото-
рым через 24 ч культивирования добавляли АДФН в
дозе 50, 100 мкг/мл. Клетки культивировали с веще-

ством в течение 24, 48 и 72 ч. По истечению сроков
культивирования в присутствии АДФН покровные
стекла с клетками фиксировали в чашках Петри
10%-ным раствором формалина в течение 5 мин.

Морфометрическая характеристика макрофагов. В
качестве морфометрических показателей определя-
ли площадь клетки, цитоплазмы и ядра в мкм2, а так-
же ядерно-цитоплазматическое отношение (ЯЦО).
Визуализацию осуществляли с помощью оптическо-
го микроскопа Leica DM2500 (Leica, Германия) и
подключенной к ней камеры Leica DFC420 (Leica,
Германия). Для обработки изображений использо-
вали программу LAS Core V4.9 (Leica, Германия).

Определение фенотипических маркеров макрофа-
гов. Для определения фенотипа макрофагов клетки
окрашивали иммуноцитохимически на поверхност-
ные маркеры F4/80 и CD163 (MA5-16624 и MA5-16658
соответственно; ThermoFisher, США). Окраска на
маркер F4/80 показывает дифференцировку клеток
в макрофаги. Существует ряд статей, в которых
утверждается, что этот маркер является рецептором
классически активированных макрофагов (типа М1)
(Kristiansen et al., 2001). Белок CD163 является по-
верхностным маркером макрофагов противовоспа-
лительного М2-фенотипа (Schaer et al., 2006; Шара-
футдинова и др., 2014). Количество маркеров F4/80+

и CD163+ на поверхности макрофагов оценивали по
показателю оптической плотности (ОП) и выражали
в процентах от общего количества клеток.

Анализ образования TGF-β в цитоплазме макрофа-
гов. Клетки окрашивали иммуноцитохимически на
TGF-β – многофункциональный цитокин, принадле-
жащий к суперсемейству трансформирующих факто-
ров роста. TGF-β стимулирует созревание покоящихся
моноцитов в макрофаги, а также подавляет выработку
воспалительных цитокинов в моноцитах и макро-
фагах, вероятно, из-за ингибирования NF-κB (Ble-
riot et al., 2015). Содержание TGF-β+ макрофагов
оценивали по оптической плотности окраски и вы-
ражали в усл. ед.

Определение пролиферативной активности макро-
фагов. Пролиферативную активность оценивали по
иммуноцитохимической окраске ядерного белка Ki-67.
Белок Ki-67 присутствует во всех активных фазах
клеточного цикла (G1, S, G2 и М) и необходим для
пролиферации клеток, но отсутствует в покоящихся
клетках (в фазе G0). По наличию и количеству Ki-67
можно оценивать пролиферативную активность
клеток (Osterud, Bjorklid, 2003). Количество Ki-67+-
макрофагов оценивали по оптической плотности и
выражали в процентах от общего количества клеток.

Статистический анализ. Полученные данные ана-
лизировали с помощью программы STATISTICA.10
и SPSS. Вычисляли среднее арифметическое, ошиб-
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ку среднего и стандартное отклонение. Определяли
достоверность различий между образцами клеток,
принадлежащих к одной популяции (ранговый ана-
лиз Краскела−Уоллиса, медианный тест). Различия
считали достоверными при Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологическая и морфометрическая характери-

стика макрофагов костного мозга. Нестимулирован-
ная культура макрофагов КМ через 24 ч культивиро-
вания представлена клетками округлой формы с не-
большим количеством цитоплазмы и округлым
ядром, расположенным в центре клетки (рис. 1).
Площадь ядра макрофагов увеличивается с увеличе-
нием срока культивирования следующим образом:
33.89 ± 2.08 мкм2 (24 ч) → 37.49 ± 1.46 мкм2 (48 ч) →
→ 46.51 ± 3.51 мкм2 (72 ч). Площадь цитоплазмы
(Sцит) и, следовательно, площадь клетки (Sкл) макси-
мально увеличиваются через 48 ч культивирования
(Sкл = 282.01 ± 20.23 мкм2, Sцит = 243.66 ± 19.11 мкм2)
(табл. 1).

При 24-часовом культивировании в присутствии
АДФН в любой из двух концентраций клетки выгля-

дят так же, как и в нестимулированной культуре:
округлая форма клеток и округлое ядро, занимаю-
щее центральное положение, площадь которого со-
ставляет 33.93 ± 1.23 и 28.22 ± 0.88 мкм2 при концен-
трации АДФН 50 и 100 мкг/мл соответственно. Пло-
щадь цитоплазмы небольшая и составляет 107.31 ±
10.03 и 97.47 ± 6.08 мкм2 при концентрации АДФН 50
и 100 мкг/мл соответственно. К 48 ч культивирова-
ния в присутствии 50 или 100 мкг/мл АДФН клетки
максимально увеличиваются в размере и почти не
меняются впоследствии, меняется форма клеток и
ядро смещается к периферии, появляются клетки
дендритоподобной формы (рис. 1, табл. 1).

Характер изменения ЯЦО у стимулированных и
нестимулированных макрофагов КМ с течением
времени культивирования одинаков. В культуре
макрофагов при 24- часовом культивировании ЯЦО
имеет максимальное значение (0.59 ± 0.06 в контро-
ле против 0.63 ± 0.04 и 0.47 ± 0.03 в присутствии 50 и
100 мкг/мл АДФН соответственно). К 48 ч культиви-
рования за счет быстрого роста цитоплазмы макро-
фаги имеют минимальное значение ЯЦО (0.32 ± 0.02
в контроле против 0.31 ± 0.03 и 0.20 ± 0.02 в присут-
ствии 50 и 100 мкг/мл АДФН соответственно). Через
72 ч ЯЦО стимулированных и нестимулированных

Таблица 1. Сравнительная морфометрическая характеристика макрофагов КМ в культуре, нестимулированных (кон-
троль) и стимулированных АДФН (50 или 100 мкг/мл)

Примечание. S – площадь. Приводятся средние значения по группам и их стандартные ошибки. Отличия достоверны при Р ≤ 0.05
от группы: аКонтроль, 24 ч; бКонтроль, 48 ч; вКонтроль, 72 ч; гАДФН, 50 мкг/мл, 24 ч; дАДФН, 50 мкг/мл, 48 ч; еАДФН, 50 мкг/мл,
72 ч; жАДФН, 100 мкг/мл, 24 ч.

Время, ч S клетки, мкм2 S ядра, мкм2 S цитоплазмы, мкм2 ЯЦО

Контроль

24 146.95 ± 14.68 33.89 ± 2.08 113.05 ± 13.19 0.59 ± 0.06

48 282.01 ± 20.23 а 37.49 ± 1.46 а 243.66 ± 19.11 а 0.32 ± 0.02 а

72 265.74 ± 36.19 а 46.51 ± 3.51 а, б 218.68 ± 36.04 а 0.38 ± 0.05 а

АДФН, 50 мкг/мл

24 141.91 ± 11.01 33.93 ± 1.23 107.31 ± 10.03 0.63 ± 0.04

48 256.39 ± 12.73 а, г 35.38 ± 0.98 220.24 ± 12.19 а, г 0.31 ± 0.03 а, г

72 232.16 ± 14.21 а, г 34.85 ± 1.11 в 196.43 ± 13.29 а, г 0.35 ± 0.02 а, г

АДФН, 100 мкг/мл

24 125.69±6.41 д 28.22 ± 0.88 г, д 97.47 ± 6.08 д 0.47 ± 0.03 г, д

48 295.96±31.70 а, г, д, ж 36.96 ± 2.57 ж 259.02 ± 30.53 а, г, д, ж 0.20 ± 0.02 а, г, д, е, ж

72 261.95±37.50 а, г, д, ж 34.59 ± 1.77 в 226.70 ± 36.80 а, г, д, ж 0.27 ± 0.02 а, г, д, е, ж
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Рис. 1. Иммуноцитохимическая окраска на маркерные белки F4/80 и CD163 макрофагов костного мозга. Клетки делили на
две больших группы: нестимулированные (контроль) и стимулированные макрофаги, в которые добавляли АДФН в дозе 50
мкг/мл (АДФН, 50) или 100 мкг/мл (АДФН, 100). Клетки культивировали с веществом в течение 24, 48 и 72 ч. Клетки фикси-
рованы и подкрашены гематоксилином Эрлиха. Ув. об.: 100×.
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макрофагов увеличивается относительно показателя
ЯЦО, измеренного через 48 ч (табл. 1).

Таким образом, для стимулированных и не сти-
мулированных макрофагов КМ в культуре отмечает-
ся изменение морфометрических параметров с уве-
личением срока культивирования. При этом, в отли-
чие от контроля, в культуре стимулированных
макрофагов КМ к 48 часам культивирования в при-
сутствии 50 или 100 мкг/мл АДФН появляются клет-
ки дендритоподобной формы. В сравнении с дозой
АДФН 50 мкг/мл доза 100 мкг/мл при 48-часовом
культивировании способствует максимальному уве-
личению показателей площади цитоплазмы и пло-
щади клетки макрофагов КМ в культуре.

Характеристика пролиферативной активности мак-
рофагов КМ. Был проведен анализ соотношения
макрофагов Ki-67+ и Ki-67−. Белок Ki-67 является
общепринятым стандартом для оценки пролифера-
тивной активности клеток на каждой стадии клеточ-
ного цикла, кроме клеток находящихся в G0-фазе. В
группах макрофагов, нестимулированных и стиму-
лированных АДФН, доля Ki-67+-клеток преобладает
на всех сроках культивирования. В период 24-часо-
вого культивирования у стимулированных и нестиму-
лированных макрофагов наблюдается самое высокое
содержание Ki-67+-клеток. Дальнейшее культивиро-
вание способствует незначительному уменьшению
доли макрофагов Ki-67+ во всех исследуемых груп-
пах (рис. 2б).

Рис. 2. Соотношение макрофагов Ki-67+ и Ki-67− (a), а также F4/80+ и CD163+ (б) из костного мозга нестимулированных
(контроль, К) и стимулированных АДФН в дозе 50 или 100 мкг/мл (АДФН, 50 и АДФН, 100 соответственно) в течение 24, 48
и 72 ч (б).
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Тем не менее, была отмечена следующая тенден-
ция: при воздействии на клетки 50 мкг/мл АДФН
доля Ki-67+-макрофагов была больше в сравнении с
группами нестимулированных макрофагов и макро-
фагов, культивированных с АДФН в дозе 100 мкг/мл.

Фенотипическая характеристика макрофагов КМ.
На рис. 2а представлено соотношение макрофагов
F4/80+ (М1-фенотип) и CD163+ (М2-фенотип) кон-
трольных и стимулированных АДФН в разные сроки
культивирования. У нестимулированных макрофа-
гов в течение 24 и 48 ч культивирования нет преобла-
дания какого-либо определенного фенотипа макро-
фагов. К 72 ч наблюдается тенденция к преоблада-
нию в культуре макрофагов F4/80+.

При воздействии на макрофаги 50 мкг/мл АДФН
с увеличением срока культивирования происходит
увеличение доли CD163+-клеток в культуре. АДФН в
дозе 100 мкг/мл, наоборот, способствует увеличе-
нию доли F4/80+-макрофагов.

Содержание макрофагов F4/80+ и CD163+ оцени-
вали по показателю оптической плотности (ОП) им-
муноцитохимической реакции. У нестимулирован-
ных макрофагов с увеличением срока культивирова-
ния отмечается усиление окраски на маркер F4/80.
При 48-часовом культивировании макрофагов с
АДФН в дозе 50 мкг/мл окраска на маркер F4/80 наи-
более интенсивна (160.33 ± 7.25 усл. ед.) в сравнении с
24 (126.91 ± 6.58 усл. ед.) и 72 (142.07 ± 5.41 усл. ед.) ча-
сами культивирования. Окрашивание на F4/80 также
усиливается при воздействии на клетки 100 мкг/мл
АДФН на сроках культивирования с веществом 24 и
48 ч. Содержание маркера CD163 при стимуляции

макрофагов 50 и 100 мкг/мл АДФН повышено при
24-часовом воздействии вещества на культуру
(134.24 ± 2.68 и 132.2 ± 1.85 усл. ед. соответственно)
по сравнению с нестимулированным контролем
(121.71 ± 3.81 усл. ед.) (табл. 2).

Характеристика образования TGF-β в цитоплазме
макрофагов. Клетки окрашивали иммуноцитохими-
чески на наличие в цитоплазме TGF-β. Интенсив-
ность окраски TGF-β у нестимулированных макрофа-
гов уменьшается к 72 ч культивирования. Окраска на
цитокин TGF-β становится более интенсивной к 48 ч
культивирования клеток в присутствии 50 мкг/мл

Таблица 2. Содержание маркеров F4/80 и CD163 макрофагов КМ контрольных и стимулированных АДФН в дозе 50
или 100 мкг/мл в течение 24, 48 и 72 ч

Примечание. Содержание маркера определяли по показателю оптической плотности иммуноцитохимической окраски. Приводятся
средние значения и их стандартные ошибки. Отличия достоверны при Р ≤ 0.05 от группы: аКонтроль, 24 ч; бКонтроль, 48 ч; вАДФН,
50 мкг/мл, 24 ч; гАДФН, 50 мкг/мл 72 ч; дАДФН, 100 мкг/мл 24 ч.

Время, ч Контроль АДФН, 50 мкг/мл АДФН, 100 мкг/мл

F4/80, усл. ед (М1-фенотип)

24 129.54 ± 8.50 126.91 ± 6.58 144.17 ± 5.49а, в

48 134.67 ± 5.10 160.33 ± 7.25а, б, в, г 149.76 ± 3.88а, б

72 145.95 ± 3.87а 142.07 ± 5.41 134.17 ± 4.58

CD163, усл. ед. (М2-фенотип)

24 121.71 ± 3.81 134.24 ± 2.68 а 132.2 ± 1.85а

48 129.25 ± 2.37 119.39 ± 1.87б, в 115.74 ± 7.26б, в, д

72 120.74 ± 5.51 114.69 ± 2.00б, в 129.34 ± 2.93г

Таблица 3. Содержание TGF-β в цитоплазме макрофагов
КМ, культивированных в отсутствие (контроль) и в при-
сутствии 50 или 100 мкг/мл АДФН в течение 24, 48 и 72 ч

Примечание. Содержание маркера определяли по показателю
оптической плотности иммуноцитохимической окраски. При-
водятся средние значения и их стандартные ошибки. Отличия
достоверны при Р ≤ 0.05 от группы: аКонтроль, 24 ч; бАДФН,
50 мкг/мл, 24 ч; вАДФН, 100 мкг/мл 24 ч.

Время, 
ч

TGF-β, усл. ед.

Контроль АДФН, 
50 мкг/мл

АДФН, 
100 мкг/мл

24 136.06 ± 1.91 125.21 ± 1.11а 141.72 ± 1.33а

48 147.72 ± 1.31а 152.30 ± 1.37а, б 153.20 ± 1.55а, в

72 113.10 ± 1.97а, б 140.15 ± 1.47б 134.02 ± 1.75в
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АДФН, и ее интенсивность сохраняется в течение
72 ч. АДФН в дозе 100 мкг/мл усиливает окраску
TGF-β к 48 ч, и уменьшает ее к 72 ч культивирования
клеток с веществом (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Макрофаги – клетки иммунной системы, облада-

ющие активной подвижностью, адгезивностью и
выраженной способностью к фагоцитозу. В норме
эти клетки отвечают за поддержание гомеостаза в
различных периферических тканях (дерма, кость,
легкие, селезенка, жировая ткань и пр.) путем удале-
ния апоптических клеток и синтеза широкого спек-
тра цитокинов. В случае возникновения патологиче-
ских состояний происходит истощение макрофагов
в месте локализации воспаления и восстановление пу-
ла этих клеток идет из моноцитов КМ, которые диффе-
ренцируются из кроветворной клетки-предшественни-
ка (Davies et al., 2013; Bonnarde, Guilliams, 2018).

В настоящее время известно, что макрофаги КМ
не однородны, что выражается в большом разнооб-
разии высвобождаемых цитокинов, маркеров клеточ-
ной поверхности и транскрипционных профилей.
Также, макрофаги КМ выполняют ряд уникальных
функций, связанных с процессом кроветворения:
участвуют в выживании эритробластов во время их со-
зревания, поддерживают гомеостаз гематопоэтиче-
ских стволовых клеток. Тканевые сигналы, сигналы
нейроэндокринной системы, энергетический статус, а
также сигналы, связанные с патогеном, являются по-
тенциальными факторами, которые способны контро-
лировать активацию макрофагов (Nagareddy et al.,
2014; Röszer, 2018).

Можно предположить, как и у макрофагов любых
других органов, фенотип макрофагов КМ будет ме-
няться в зависимости от повреждающего фактора.
Это может оказывать существенное влияние на ин-
тенсивность кроветворения. Участие макрофагов в
восстановительном росте тканей и процессах крове-
творения, делает эти клетки потенциальными ми-
шенями для терапии при повреждении. В связи с
этим, возможность репрограммирования макрофа-
гов КМ в патогенезе заболеваний является перспек-
тивной стратегией в терапии этих заболеваний, что и
определило основные цели и задачи данной работы.

В настоящей работе рассматривали ответ популя-
ции костномозговых макрофагов в условиях in vitro
подвергшихся стимуляции АДФН. В ряде исследо-
ваний in vivo было показано, что соединение регули-
рует функционально-метаболическую активность
макрофагов, ингибируя обратимо на 10–12 ч избы-
точную продукцию TNF-α, IL-1 и других провоспа-
лительных факторов, а также повышая продукцию
TGF-β и IL-10 при регенерации поврежденных ор-

ганов (Jukić et al., 2011, 2012; Danilova et al., 2017, 2020;
Поздина и др., 2020).

В отличие от зрелых тканевых макрофагов, выде-
ленных из других органов, в культуре макрофагов
КМ экспрессия маркеров F4/80 и CD163 и также
окончательная дифференциация клеток происходит
к 48 ч культивирования (Поздина и др., 2020). В про-
цессе роста у нестимулированных макрофагов нет
преобладания какого-либо определенного феноти-
па. Через 72 ч культивирования макрофаги КМ в
большинстве своем становятся преимущественно
провоспалительными (М1). Это означает, что для
незрелых макрофагов КМ не характерно преоблада-
ние какого-либо одного фенотипа, а зрелые макро-
фаги КМ в подавляющем большинстве являются
провоспалительными (М1) клетками, функцией ко-
торых является фагоцитирование клеточного дебри-
са и участие в клеточном ответе на воспалительные
реакции организма. С увеличением срока культиви-
рования у нестимулированных макрофагов отмеча-
ется понижение содержания TGF-β.

АДФН обладает выраженным дозозависимым
действием на макрофаги КМ. Стимуляция макрофагов
АДФН в дозе 50 мкг/мл способствует росту количества
CD163+-клеток и содержания этого маркера с увеличе-
нием срока культивирования. Действие 100 мкг/мл
АДФН, наоборот, с увеличением времени культиви-
рования приводит к повышению доли F4/80+-кле-
ток в культуре и росту содержания этого маркера.
При воздействии АДФН (50 и 100 мкг/мл) содержа-
ние TGF-β достигает максимального значения к 48 ч
культивирования клеток с веществом. При добавле-
нии АДФН в культуру моноцитов ускоряется созре-
вание макрофагов.

Ранее было показано, что АДФН в резидентных
макрофагах способствует изменению профиля сек-
ретируемых цитокинов, при этом изменения коли-
чества поверхностных фенотипических маркеров не
происходило (Поздина и др., 2020). В отличие от ре-
зидентных макрофагов, макрофаги КМ обладают
более выраженным ответом на вещество, который
приводит к поляризации макрофагов и появлению
фенотипа М1 или М2. Однако имеющихся данных
недостаточно. В следующей работе мы планируем
оценить секрецию цитокинов для однозначного
утвердительного ответа.
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Morphometrical and immunophenotypical characteristics of macrophage cell cultures obtained from rats bone mar-
row were evaluated. Obtained cell cultures were stimulated with macrophages activator aminodihydrophthalazine-
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dione (ADPN) in vitro for 24, 48 and 72-hour. Cells, nucleus, cytoplasm area were measured and nuclear cytoplas-
mic ratio (NCR) were calculated. Proliferative activity was assessed by the presence of the Ki-67 protein. The phe-
notype of macrophages was determined by the expression of the CD163 and F4/80 receptors. The content of the
growth factor TGF-β in the cytoplasm of macrophages was estimated. Stimulation of macrophages by 50 μg/mL
ADPN promoted an increase in the number of CD163+ cells and  content of this marker with an increase of cultiva-
tion time. On the contrary, the action of 100 μg/mL ADPN leads to an increase in the proportion of F4/80+ cells in
the culture and to an increase of the marker content with an increase of cultivation time. The accumulation of TGF-
β occurs during 48 h of cell cultivation under the action of 50 μg/mL ADPN. Increased amounts of the factor persist
for 72 hours. 100 μg/mL ADPN enhanced the formation of TGF-β within 48 h, and inhibited it in 72 h in the pres-
ence of the substance. When ADPH is added to the culture of monocytes, the maturation of macrophages is accel-
erated. Moreover, the substance also has a pronounced dose-dependent effect on bone marrow macrophages.

Keywords: macrophages, bone marrow, sodium aminodihydrophthalazinedione
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