
221
Оригинальные исследования МорфологияТом 164, № 2, 2026

Статья доступна по лицензии CC BY-NC-ND 4.0 International
© Эко-Вектор, 2026

Рукопись получена: 31.05.2025	 Рукопись одобрена: 15.09.2025	 Опубликована online: 15.01.2026

DOI: https://doi.org/10.17816/morph.681777	 EDN: YIPDKS

Экспрессия генов цитокинов и ранозаживляющий 
потенциал макрофагов, полученных из красного 
костного мозга и периферической крови крыс
В.В. Киселева1,2, П.А. Вишнякова1,2, И.С. Цветков3, А.В. Ельчанинов1,2,3, А.М. Косырева1,3, 
Т.Х. Фатхудинов1,2,3

1Российский университет дружбы народов им. П. Лумумбы, Москва, Россия;
2Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии им. акад. В.И. Кулакова, Москва, Россия;
3Российский научный центр хирургии им. акад. Б.В. Петровского, Москва, Россия

АННОТАЦИЯ
Обоснование. Макрофаги — ключевые регуляторы воспаления и регенерации, представляющие интерес для клеточ-
ной терапии. У крыс особенности функциональной активности макрофагов (МФ), зависящие от их происхождения — 
из красного костного мозга (ККМ) или периферической крови (ПК), — остаются малоизученными, особенно в контек-
сте заживления ран, где важную роль играет превращение аминокислоты L-аргинина.
Цель исследования — сравнить уровни экспрессии генов регуляторных и провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-6, 
IL-10) и генов ферментов превращения аминокислоты L-аргинина (Arg1 и NOS2) в макрофагах, полученных из моно-
цитарных предшественников красного костного мозга и из моноцитов периферической крови, а также оценить их 
влияние на заживление ран кожи.
Методы. Получение МФ из моноцитарных предшественников ККМ и моноцитов ПК крыс линии Sprague-Dawley с ис-
пользованием rM-CSF  (recombinant Macrophage Colony-Stimulating Factor). Иммуноцитохимическая оценка феноти-
па  МФ  (окрашивание на маркеры  CD68 и  CD43). Определение уровней экспрессии генов методом  ПЦР в реальном 
времени и нормализация относительно гена β2-микроглобулина (β2M). Изучение влияния макрофагов на заживление 
ран кожи in vivo. Статистический анализ с использованием критерия Манна–Уитни (p <0,05).
Результаты. МФ из обоих источников экспрессировали маркеры CD68 и CD43. В МФ-ККМ выявлен высокий уровень 
экспрессии генов IL-6 и IL-10 (p =0,029, p =0,027 соответственно); в МФ-ПК — высокий уровень экспрессии генов Arg1 
и NOS2 (p =0,029 для обоих генов). Введение МФ-ПК не вызывало осложнений, тогда как введение МФ-ККМ сопрово-
ждалось кровоточивостью ран. Ускорения темпов заживления ран не наблюдали.
Заключение. МФ-ККМ характеризуются повышенной способностью к активации, тогда как МФ-ПК оказывают выра-
женное влияние на регенерацию тканей. Для клеточной терапии предпочтительным является использование МФ-ПК 
ввиду меньшего риска развития осложнений. Полученные данные подчёркивают важность дальнейшего изучения за-
висимости активности макрофагов в репаративных процессах от источника их получения.

Ключевые слова: макрофаги; ПЦР в реальном времени; модель раны; L-аргинин; клеточная терапия; цитокины; 
поляризация макрофагов.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Macrophages are key regulators of inflammation and tissue regeneration and represent a promising tool for 
cell therapy. In rats, functional differences between macrophages derived from red bone marrow and peripheral blood remain 
insufficiently studied, particularly in the context of wound healing, where L-arginine metabolism plays a critical role.
AIM: To compare the expression levels of regulatory and proinflammatory cytokine genes (interleukin-1β, -6, and -10) and 
genes encoding L-arginine–metabolizing enzymes (Arg1 and NOS2) in macrophages derived from bone marrow monocyte 
precursors and peripheral blood monocytes, and to assess their effects on cutaneous wound healing.
METHODS: Macrophages were generated from red bone marrow monocyte precursors and peripheral blood monocytes of 
Sprague–Dawley rats using recombinant macrophage colony-stimulating factor (rM-CSF). Macrophage phenotype was 
established using immunocytochemistry (staining for CD68 and CD43 markers). Gene expression levels were determined by 
real-time polymerase chain reaction and normalized to β2-microglobulin (β2M). The effects of macrophages on cutaneous 
wound healing were evaluated in vivo. Statistical analysis was performed using the Mann–Whitney U test (p < 0.05).
RESULTS: Macrophages from both sources expressed CD68 and CD43. Red bone marrow (RBM)–derived macrophages 
demonstrated higher expression levels of IL-6 and IL-10 genes (p = 0.029 and p = 0.027, respectively), whereas peripheral 
blood (PB)–derived MPs showed higher expression of Arg1 and NOS2 (p = 0.029 for both genes). Administration of PB-derived 
macrophages did not result in complications, whereas RBM-derived macrophages were associated with wound bleeding. 
No accelerated wound healing was observed in either group.
CONCLUSION: RBM-derived macrophages exhibit enhanced activation potential, whereas PB-derived macrophages 
demonstrate a more pronounced influence on tissue regeneration. For cell-based therapy, PB-derived macrophages appear 
preferable due to a lower risk of complications. These findings highlight the importance of further investigation into the source-
dependent activity of macrophages in reparative processes.
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摘要

论证。巨噬细胞是炎症和再生过程中的关键调节因子，因此在细胞治疗领域备受关注。在大鼠中，巨

噬细胞 (MF) 的功能活性取决于其来源——红骨髓 (BM) 或外周血 (PB)——仍知之甚少，尤其是

在伤口愈合方面，氨基酸 L-精氨酸的转化在其中发挥着重要作用。

目的。本研究旨在比较源自红骨髓单核细胞前体和外周血单核细胞的巨噬细胞中编码调节性和促炎

细胞因子（IL-1β、IL-6、IL-10）的基因以及编码氨基酸 L-精氨酸转化酶（Arg1 和 NOS2）的基因

的表达水平，并评估它们对皮肤伤口愈合的影响。

方法。使用重组巨噬细胞集落刺激因子（rM-CSF）从 Sprague-Dawley 大鼠的红骨髓单核细胞前体

及外周血单核细胞中获取巨噬细胞。采用免疫细胞化学方法评估巨噬细胞的表型（CD68 和 CD43 

标记染色）。通过实时 PCR 测定基因表达水平，并以 β2-微球蛋白（β2M）基因进行标准化。研究

巨噬细胞对体内皮肤伤口愈合的影响。采用 Mann-Whitney 检验进行统计分析（p < 0.05）。

结果。两种来源的巨噬细胞均表达CD68和CD43标记。在红骨髓来源的巨噬细胞（BM-Mφ）中，IL-6 

和 IL-10 基因表达水平较高（p = 0.029；p = 0.027）；在外周血来源的巨噬细胞（PB-MF）中，Arg1 

和 NOS2 基因表达水平较高（两个基因的 p = 0.029）。外周血来源巨噬细胞（PB-MF）的移植未引

起并发症，而红骨髓来源巨噬细胞（BM-MF）的移植则伴有伤口出血。未观察到伤口愈合加速。

结论。红骨髓来源巨噬细胞（BM-MF）具有更强的活化潜能，而外周血来源巨噬细胞（PB-Mφ）则 

对组织再生有显著影响。由于并发症风险较低，PB-MF 更适用于细胞治疗。所得数据强调了进一步

研究巨噬细胞活性在修复过程中对其来源依赖性的重要性。

关键词：巨噬细胞；实时 PCR；伤口模型；L-精氨酸；细胞治疗；细胞因子；巨噬细胞极化。
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ОБОСНОВАНИЕ
Макрофаги относятся к клеткам врождённого им-

мунитета и представляют большой интерес для иссле-
дователей ввиду их участия в физиологических и пато-
логических процессах, таких как острый респираторный 
дистресс синдром, преэклампсия, длительное заживле-
ние ран, атеросклероз и других  [1–6]. Макрофаги  (МФ) 
играют ключевую роль в воспалительных процессах и ре-
генерации тканей  [7]. Участие в полярно направленных 
процессах является характерной особенностью данного 
типа клеток и обозначается термином пластичность. По-
ляризация  МФ в про- или противовоспалительный фе-
нотип — это комплексная реакция клеток на микроо-
кружение, включающая не только изменения на генном 
уровне, но и перестройку метаболизма, в частности путей 
превращения аминокислоты L-аргинина, необходимой 
для синтеза белков, нуклеотидов и полиаминов [8].

Для подавления бактериальных инфекций и уси-
ления воспаления провоспалительные  МФ выделяют 
большое количество оксида азота  (NO), образующе-
гося из L-аргинина под действием фермента индуци-
бельной синтазы оксида азота  (inducible Nitric Oxide 
Synthase, iNOS или NOS2) [9]. Стимуляция синтеза колла-
гена, формирования новой соединительной ткани и ан-
гиогенеза противовоспалительными МФ ассоциирована 
с высоким уровнем аргиназы-1  (Arg1). Баланс активно-
сти NOS2 и Arg1 в метаболических путях превращения 
L-аргинина определяет эффективность регенерации тка-
ней и зависит от поляризации МФ [10].

Известно, что на начальных этапах после повреж-
дения целостности кожных покровов (фаза воспаления) 
основная функция МФ заключается в инициации вос-
палительной реакции, что достигается за счёт выра-
ботки  NO и цитокинов, включая интерлейкин-1β  (IL-1β), 
фактор некроза опухоли α (TNFα) и другие. В то же вре-
мя МФ посредством фагоцитоза очищают рану от погиб-
ших клеток и микроорганизмов, способствуя тем самым 
подготовке среды для регенерации. По мере развития 
процесса заживления раны (фаза пролиферации) в МФ 
активируются механизмы, приводящие к секреции фак-
торов роста — VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), 
TGF-β  (Transforming Growth Factor beta), PDGF  (Platelet-
Derived Growth Factor), — стимулирующих ангиогенез 
и активирующих фибробласты. Дисбаланс двух состо-
яний  МФ (про- и противовоспалительного) в пролифе-
ративную фазу регенерации приводит к хроническому 
воспалению, либо к избыточному рубцеванию. В даль-
нейшем, на этапе ремоделирования раны адекватное 
функционирование  МФ позволяет избежать фиброза 
или несостоятельности рубца [6].

Таким образом, использование  МФ в качестве кле-
точной терапии у человека, в том числе при нарушениях, 
связанных с физиологическим заживлением ран, имеет 
значительный потенциал [11].

Подходящим модельным объектом для оценки 
возможности применения  МФ для клеточной терапии 
таких патологий, как острые и хронические раны, яв-
ляются крысы. Их преимуществами являются относи-
тельно крупные размеры и простота обращения, а также 
то, что, в отличие от мышей, у крыс имеются два ис-
точника макрофагов: красный костный мозг (ККМ) и пе-
риферическая кровь (ПК). Особенностью использования 
ККМ в качестве источника  МФ является возможность 
получения большего количества клеток, чем из  ПК. 
Однако для выделения  ККМ необходимо вывести жи-
вотное из эксперимента, а применение таких МФ может 
привести к активации иммунной системы у реципиента, 
несмотря на линейность животных. Альтернативным ис-
точником получения МФ служит периферическая кровь, 
при этом животное остаётся в эксперименте и может 
быть использовано для аутологичного введения  МФ, 
что значительно снижает количество животных в ис-
следовании [12, 13].

Для человека показано, что неполяризованные МФ, 
культивированные из периферической крови и красного 
костного мозга, обладают сходным фенотипом и фагоци-
тарной активностью [12]. Однако для крыс область пря-
мых сравнительных исследований уровней экспрессии 
генов и влияния МФ, выделенных из разных источников, 
на процесс заживления ран остаётся малоизученной. 
Большинство данных получено в результате межвидо-
вых сравнений или сфокусировано на отдельных субпо-
пуляциях, например, перитонеальных макрофагах.

Цель исследования — сравнить уровни экспрес-
сии генов регуляторных и провоспалительных цитоки-
нов  (IL- 1β, IL-6, IL-10) и генов ферментов превращения 
аминокислоты L-аргинина  (Arg1 и  NOS2) в макрофагах, 
полученных из моноцитарных предшественников крас-
ного костного мозга и из моноцитов периферической 
крови, а также оценить их влияние на заживление ран 
кожи.

МЕТОДЫ
Дизайн исследования

Для подтверждения гипотезы о различиях макрофа-
гов, полученных из двух источников, по уровням экс-
прессии генов IL-1β, IL-6, IL-10, Arg1, NOS2, а также по их 
влиянию на заживление ран кожи проведено экспери-
ментальное подтверждающее исследование в парал-
лельных группах. Животных включали в исследование 
методом случайного отбора с последующей простой 
рандомизацией по группам.

Для in vitro исследования выделяли макрофаги 
из периферической крови и красного костного мозга; 
сравнивали уровни экспрессии генов IL-1β, IL-6, IL-10, 
Arg1, NOS2 в них, а также экспрессию маркеров CD68, 
CD45 и CD34. Перед проведением in  vivo эксперимента 
животных случайным образом разделили на 3 группы 
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по 3 особи в каждой. Проведено подтверждающее экс-
периментальное неослеплённое исследование в парал-
лельных группах.

Критерии отбора и содержание животных
Исследование проведено на 12  самцах крыс линии 

Sprague-Dawley, полученных из питомника Филиала 
ИБХ РАН (Пущино, Россия): масса (250±30) г, возраст 6 ме-
сяцев. Животных содержали в стандартных полипропи-
леновых клетках (по 4  особи в каждой) в помещениях 
с контролируемой температурой (20±2) °C и относитель-
ной влажностью воздуха 40–60%, при обратном цикле 
свет/темнота (12/12 ч). Животные имели свободный до-
ступ к питьевой воде и брикетированному корму  (ПК-
120-1, ООО «Лабораторснаб», Россия). Все манипуляции 
с животными проводили в соответствии с Хельсинкской 
декларацией 1975  г. и её пересмотренным вариантом 
2000  г., а также с рекомендациями ARRIVE и Директи-
вой  ЕС  2010/63/EU о защите животных, используемых 
в научных целях [13]. Для эвтаназии применяли передо-
зировку изофлурана (Laboratories Karizoo S.A., Испания) 
с использованием испарителя Matrix  VIP3000  (Baxter, 
Германия).

Экспериментальное воздействие
У 3-х животных после эвтаназии выделяли моноци-

ты из красного костного мозга; 9 крысам моделировали 
послойную эксцизионную рану кожи в области спины. 
За 7 дней до моделирования раны у трёх животных про-
водили забор периферической крови из хвостовой вены 
под глубоким инъекционным наркозом, индуцирован-
ным внутримышечным введением смеси тилетамина 
и золазепама (Virbac, Франция) в дозе 30 мг/кг. Каждое 
животное маркировали для последующего введения ау-
тологичных МФ.

Модель послойной эксцизионной раны 
кожи спины
Полнослойную эксцизионную рану кожи моде-

лировали с использованием стерильного скальпеля 
в области лопаток, поскольку эта зона свободна от вы-
раженной мышечной активности и характеризуется от-
носительно постоянной толщиной кожного покрова. 
Сразу после проведения манипуляции трём животным 
в края раны вводили по 0,5×106  аутологичных  МФ, по-
лученных из периферической крови (МФ-ПК), в конди-
ционированной культуральной среде объёмом 200 мкл. 
У трёх крыс края раны оставляли интактными — группа 
контрольных животных. Оставшимся трём животным 
в края раны вводили МФ, полученные из моноцитарных 
предшественников, выделенных из красного костного 
мозга  (МФ-ККМ). Клетки вводили с помощью инсули-
нового шприца с иглой 30G. Вмешательство проводили 
под действием наркоза, индуцированного внутримы-
шечным введением смеси тилетамина и золазепама 

в дозе 30 мг/кг. В послеоперационном периоде анальге-
тики не применяли; каждую группу животных содержа-
ли в отдельной полипропиленовой клетке в стандартных 
условиях вивария. На 7 и 14 день после формирования 
раны и введения МФ визуально оценивали её состояние: 
наличие отёка и гиперемии краёв раны, а также наличие 
экссудата, его характер и количество  (гнойный или ге-
моррагический). Проводили фотографирование для по-
следующего определения скорости сближения краёв 
раны с использованием программы ImageJ (v.1.54p) [14].

Получение и культивирование макрофагов
Выделение моноцитов (n  =3) из красного костного 

мозга проводили методом градиентного центрифуги-
рования, описанным в работе N.  Halimani и  соавт.  [15]. 
После отделения бедренных костей удаляли эпифи-
зы, а диафиз промывали раствором Хенкса  («ПанЭко», 
Россия), содержащим 1000  МЕ/мл гепарина (АО  «Син-
тез», Россия). Полученную суспензию центрифугиро-
вали  (400  g, 30  мин, 20  °С) на градиенте плотности 
Фиколла (1,09 г/ см3; «ПанЭко», Россия). Фракцию моно-
нуклеарных клеток отбирали и промывали двукратным 
центрифугированием в растворе Хенкса  (300 g, 20 мин, 
20 °С).

При выделении моноцитов из периферической кро-
ви для культивирования макрофагов  (n  =3) клеточную 
фракцию также получали методом градиентного цен-
трифугирования  (400 g, 40 мин, 20 °C, без торможения) 
на Фиколле, с последующим двукратным промыванием 
клеток (300 g, 10 мин, 20 °C) в растворе Версена («Пан-
Эко», Россия).

В обоих случаях после промывания осадок ре-
суспендировали в соответствующем растворе 
и оценивали количество и жизнеспособность клеток 
по включению трипанового синего с использованием 
анализатора  TC20  (Bio-Rad Laboratories, США). Клет-
ки в количестве 2–3  млн ресуспендировали в 3–4  мл 
полной ростовой среды  (ПРС) следующего состава: 
RPMI-1640  («ПанЭко», Россия), 10% фетальной телячьей 
сыворотки  (PAA  Lab., Австрия), 1%  смеси пенициллина 
и стрептомицина («ПанЭко», Россия), 1%  L-глютамина. 
Кроме того, в  ПРС добавляли 50  нг/мл рекомбинант-
ного макрофаг-колониестимулирующего фактора  (rM-
CSF; Cloud-Clone, Китай). Получившуюся суспензию 
клеток помещали в лунки 6-ти луночного планшета 
или в чашки Петри  (∅  3  см) и культивировали в усло-
виях CO2-инкубатора  (37  °C, 5%  CO2, относительная 
влажность 95%) в течение 7 дней. На вторые сутки куль-
тивирования из культуры убирали клетки, не прикре-
пившиеся к пластику, для чего полностью заменяли ПРС 
с добавлением rM-CSF на свежую порцию; частичную за-
мену культуральной среды проводили также на 4-е сут-
ки. Через 7  дней культивирования, перед введением 
животным, питательную среду, содержащую  rM-CSF, 
полностью удаляли.
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Иммуноцитохимическое окрашивание 
макрофагов
Для иммуноцитохимического окрашивания вы-

деленных клеток часть из них (1,5–2,0  млн клеток 
в 500 мкл ПРС) распределяли на поверхности предмет-
ных стёкол, помещённых в чашки Петри. Через 1–2 часа 
добавляли необходимый объём  ПРС, содержащей 
rM-CSF  (50  нг/мл), и культивировали в условиях CO2-
инкубатора в течение 7 дней. На вторые сутки из куль-
туры убирали клетки, не прикрепившиеся к пластику, 
для чего полностью заменяли  ПРС с добавлением  rM-
CSF на свежую порцию; частичную замену культуральной 
среды проводили также на 4-е сутки культивирования. 
Через 7  дней стёкла двукратно промывали фосфатно-
солевым буферным раствором  (1×  PBS), фиксировали 
в ледяном метаноле в течение  2  мин с последующей 
фиксацией в 2% растворе параформальдегида (Panreac 
AppliChem, Германия) в течение  10  мин при комнатной 
температуре. Далее стёкла вновь промывали три раза 
в 1×  PBS для удаления остатков параформальдегида 
и наносили первичные антитела в разведении  1:200 
в  1×  PBS: к  CD68 (ab125212, Abcam, Великобритания), 
CD43 (#130-133-013, Miltenyi Biotec, Германия) и к маркеру 
гемопоэтических стволовых клеток — CD34 (#PAB18289, 
Abnova, Тайвань). Образцы инкубировали с первичными 
антителами в течение 24  часов при температуре  +4  °С. 
Затем стёкла промывали в 1× PBS для удаления остат-
ков несвязанных антител и проводили реакцию со вто-
ричными антителами, меченными FITC (ab97050, Abcam, 
Великобратания) в течение 1,5 часа при +37 °С. После ин-
кубации и удаления излишков вторичных антител стёкла 
помещали в раствор DAPI  (4',6-diamidino-2-phenylindole, 
1  мкг/мл в 1×  PBS; Servicebio, Китай) для окраши-
вания ядер, инкубировали  5  мин при  +37  °С. Далее 
стёкла промывали в  1×  PBS, заключали в среду Aqua-
Poly/ Mount (Polysciences Inc., США) и хранили при тем-
пературе +4 °С. Съёмку проводили с помощью прямого 
флуоресцентного микроскопа Leica DM  4000  B  (Leica 
Microsystems, Германия) и программного обеспечения 
LAS AF (v.3.1.0 build 8587; Leica Microsystems, Германия). 

Для каждого препарата делали микрофотографии 10 не-
пересекающихся полей зрения, подсчёт количества флу-
оресцентно меченных клеток проводили в программе 
ImageJ (v.1.54p).

Определение уровней экспрессии генов 
в макрофагах
Для определения уровней экспрессии про- 

и противовоспалительных генов в МФ-ККМ и МФ-ПК 
через 7  дней культивирования удаляли культуральную 
среду и лизировали клетки в 1  мл  реагента для выде-
ления РНК Magzol (Magen Biotechnology, Китай). Образцы 
МФ-ККМ и МФ-ПК анализировали в трёх биологических 
повторах. Выделение РНК проводили в соответствии 
с рекомендациями производителя. Первую цепь  кДНК 
для определения уровней экспрессии генов IL-6, IL-10, IL-
1β, NOS2, Arg1 и Nfkb1 получали из 1 мкг тотальной РНК 
с помощью набора M-Mlv  kit  (Evrogen  JSC, Россия) со-
гласно рекомендациям производителя. Полимеразную 
цепную реакцию в реальном времени  (ПЦР) проводили 
в объёме 25  мкл, содержащем: 400  нг  кДНК матрицы, 
по  400  нМ прямого и обратного праймеров  (табл.  1) 
и 5×  qPCRmixHS  SYBR (Evrogen  JSC, Россия). Все реак-
ции проводили в трёх повторах в детектирующем ам-
плификаторе DTprime ДТ96 (ООО «ДНК-технология», Рос-
сия). Специфичность полученного продукта проверяли 
с помощью анализа кривой плавления ПЦР-продукта 
в программном обеспечении Real Time PCR (ООО «ДНК-
Технология», Россия). По кривой накопления сигна-
ла флуоресценции определяли пороговые циклы  (Ct) 
для всех исследуемых генов. Уровень относительной 
экспрессии генов рассчитывали по методу 2^(−ΔCt). Нор-
мирование экспрессии каждого гена проводили на ген 
«домашнего хозяйства» β2-микроглобулин (β2M).

Статистические методы
Размер выборки
Расчёт размера выборки для in vivo эксперимента за-

ранее не проводили. Размер групп был эмпирическим 
и определялся имеющимися ресурсами. Поскольку 

Таблица 1. Последовательности праймеров
Table 1. Primer sequences

Название гена Прямой праймер (Forward) Обратный праймер (Reverse)

IL-6 TACATATGTTCTCAGGGAGAT GGTAGAAACGGAACTCCAG

IL-10 GCCCAGAAATCAAGGAGCAT TGAGTGTCACGTAGGCTTCTA

IL-1β CTGTCTGACCCATGTGAGCT ACTCCACTTTGGTCTTGACTT

NOS2 CGCTGGTTTGAAACTTCTCAG GGCAAGCCATGTCTGTGAC

Arg1 GGATGAGCATGAGCTCCAAG GCCAGCTGTTCATTGGCTT

Nfkb1 AGAGCAACCGAAACAGAGAGG TTTGCAGGCCCCACATAGTT

β2M CTCGCTCGGTGACCGTGAT GGACAGATCTGACATCTCGA
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исследование носило пилотный характер, размер групп 
был минимально возможным.

Условия досрочного прекращения исследование не пла-
нировались. Исследование проведено в полном объёме.

Статистический анализ
Определение статистических различий в уровнях экс-

прессии генов между МФ-ПК и МФ-ККМ проводили в про-
грамме GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, США) с ис-
пользованием критерия Манна–Уитни. Различия считали 
статистически значимыми при уровне p <0,05. Для графи-
ческого представления данные преобразовывали в диа-
граммы типа «min to max», включающие медиану и верх-
ние/нижние экстремальные значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Определение зрелости и чистоты получаемой культуры 

макрофагов оценили с помощью иммуноцитохимического 

окрашивания на внутриклеточный пан макрофагаль-
ный лизосомально-ассоциированный мембранный 
белок  CD68 и трансмембранный гликопротеин лейко-
сиалин — CD43 [15]. Окрашивание на оба маркера визу-
ализировалось как в МФ-ККМ, так и в МФ-ПК (рис. 1, 2). 
При этом положительное окрашивание на маркер гемо-
поэтических стволовых клеток CD34 не выявлено (рис. 3).

Таким образом, и из красного костного мозга, и из пе-
риферической крови были выделены моноциты, которые 
в присутствии видоспецифического макрофагального 
колониестимулирующего фактора  (rM-CSF) дифферен-
цировались в макрофаги.

На следующем этапе в интактных макрофагах из обо-
их источников сравнили относительные уровни экспрес-
сии генов, кодирующих регуляторные цитокины  (IL-6 
и  IL-10), провоспалительный цитокин  IL-1β  (IL-1β), субъ-
единицу  p50 транскрипционного фактора Nf-κb  (Nfkb1), 
аргиназу-1  (Arg1) и индуцибельную NO-синтазу  (NOS2). 
Уровни экспрессии генов IL-10 и IL-6 статистически 

Рис. 1. Экспрессия пан макрофагального маркера CD68: a — экспрессия CD68 (зелёная флуоресценция) в макрофагах, полученных из крас-
ного костного мозга (МФ из ККМ); b — экспрессия CD68 в макрофагах, полученных из периферической крови (МФ из ПК); c — графическое 
представление процентного содержания CD68-положительных клеток; синяя флуоресценция — ядра; увеличение ×400.
Fig. 1. Expression of the pan-macrophage marker CD68: a, CD68 expression (green fluorescence) in macrophages derived from red bone marrow 
(RBM-derived MPs); b, CD68 expression in macrophages derived from peripheral blood (PB-derived MPs); c, graphical representation of the percentage 
of CD68-positive cells; blue fluorescence: nuclei; magnification: ×400.

Рис. 2. Экспрессия маркера CD43 в макрофагах: a — экспрессия CD43 (красная флуоресценция) в макрофагах, культивированных из крас-
ного костного мозга (МФ из ККМ); b — экспрессия CD43 в макрофагах, культивированных из периферической крови (МФ из ПК); c — гра-
фическое представление процентного содержания CD43-положительных клеток; синяя флуоресценция — ядра; увеличение ×400.
Fig. 2. Expression of the CD43 marker in macrophages: a, CD43 expression (red fluorescence) in macrophages cultured from red bone marrow (RBM-
derived MPs); b, CD43 expression in macrophages cultured from peripheral blood (PB-derived MPs); c, graphical representation of the percentage of 
CD43-positive cells; blue fluorescence: nuclei; magnification: ×400.
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значимо выше в  МФ-ККМ, чем в МФ-ПК  (р  =0,027 
и р =0,029 соответственно); экспрессия Arg1 и NOS2, на-
против, была выше в МФ-ПК (р =0,029 для обоих генов; 
рис. 4, 5). Не выявлено статистически значимых разли-
чий в уровне экспрессии генов IL-1β и Nfkb1.

Одной из ключевых функций  МФ является участие 
в процессах регенерации, в том числе в заживлении ран 
кожи. Оценка эффектов МФ, полученных из двух источ-
ников, на заживление ран показала, что на следующий 
день после введения  МФ-ПК по краям раны визуализи-
ровался выпот желтоватого цвета, а у крыс после инъ-
екции МФ-ККМ рана кровоточила  (данные не представ-
лены). На 7-й  день после воздействия края ран у крыс 
контрольной группы спокойные, рана не гиперемирова-
на; у животных, которым вводили МФ-ККМ, отмечалась 

повышенная кровоточивость. На 14-й день — у крыс кон-
трольной группы струп не визуализировался; у крыс, ко-
торым вводили МФ-ПК и МФ-ККМ струп начал отпадать, 
однако у животных после введения  МФ-ККМ отмечена 
повышенная гиперемия (рис. 6). Таким образом, введение 
макрофагов существенно не изменило темпы заживления 
ран кожи (рис. 7). Тяжёлых побочных эффектов после вве-
дения МФ не выявлено, однако при использовании МФ-
ККМ отмечена высокая кровоточивость ран.

ОБСУЖДЕНИЕ
Резюме результатов исследования

Впервые проведено сравнение уровней экспрессии 
генов, кодирующих цитокины, и участия макрофагов, 

Рис. 3. Отсутствие экспрессии маркера CD34 в макрофагах: a — полученных из красного костного мозга; b — полученных из перифериче-
ской крови; синяя флуоресценция — ядра; увеличение ×400.
Fig. 3. Absence of CD34 marker expression in macrophages: a, derived from red bone marrow; b, derived from peripheral blood; blue fluorescence: 
nuclei; magnification: ×400.

Рис. 4. Относительная экспрессии генов, кодирующих индуцибельную синтазу оксида азота  (NOS2) и аргиназу-1  (Arg1) в макрофагах: 
МФ из ККМ — макрофаги, полученные из красного костного мозга; МФ из ПК — макрофаги, полученные из периферической крови; Кри-
терий Манна–Уитни, * p <0,05.
Fig. 4. Relative expression of genes encoding inducible nitric oxide synthase (NOS2) and arginase-1 (Arg1) in macrophages: RBM-derived MPs, 
macrophages derived from red bone marrow; PB-derived MPs, macrophages derived from peripheral blood; Mann–Whitney U test, * p < 0.05.

a b

МФ из ККМ
МФ из ПК

NOS2 Arg1

0,015

0,010

0,005

0,000

От
но

си
те

ль
ны

й 
ур

ов
ен

ь 
эк

сп
ре

сс
ии

,
но

рм
ал

из
ов

ан
ны

й 
к 

β2
М

DOI: https://doi.org/10.17816/morph.681777

https://doi.org/10.17816/morph.681777


229
MorphologyOriginal study articles Vol. 164 (2) 2026

полученных из двух источников — костного мозга и пе-
риферической крови — в заживлении ран кожи. Опре-
деление фенотипа МФ, культивированных в присутствии 
видоспецифического ростового фактора, показало от-
сутствие различий в экспрессии панмакрофагального 
маркера CD68 и панлейкоцитарного маркера CD43.

При определении уровней экспрессии генов, ассо-
циированных с иммунным ответом, а именно генов ре-
гуляторных цитокинов  IL-6 и  IL-10, выявлены значимые 
различия между  МФ-ККМ и  МФ-ПК. Макрофаги, полу-
ченные из ККМ, демонстрировали высокий уровень экс-
прессии генов IL-6 и IL-10, что, вероятно, указывает на их 

Рис. 5. Относительная экспрессия генов, кодирующих интерлейкин-10 (IL-10) и интерлейкин-6 (IL-6) в макрофагах: МФ из ККМ — макрофаги, 
полученные из красного костного мозга; МФ из ПК — макрофаги, полученные из периферической крови; Критерий Манна–Уитни, * p <0,05.
Fig. 5. Relative expression of genes encoding interleukin-10 (IL-10) and interleukin-6 (IL-6) in macrophages: RBM-derived MPs, macrophages derived 
from red bone marrow; PB-derived MPs, macrophages derived from peripheral blood; Mann–Whitney U test, * p < 0.05.

Рис. 6. Репрезентативные фотографии ран у крысы контрольной группы и у животных, которым вводили макрофаги, культивированные из пе-
риферической крови (МФ из ПК) и из красного костного мозга (МФ из ККМ), на 0, 7 и 14-е сутки после моделирования эксцизионной раны.
Fig. 6. Representative images of wounds in control rats and in animals treated with macrophages cultured from peripheral blood (PB-derived MPs) 
and red bone marrow (RBM-derived MPs) on days 0, 7, and 14 after excisional wound modeling.
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повышенный потенциал к быстрой активации в ответ 
на сигналы микроокружения. В то же время, в  МФ-ПК 
повышена экспрессия генов, кодирующих ферменты, 
участвующие в превращениях L-аргинина (Arg1 и NOS2) 
и отражающие способность макрофагов влиять на реге-
неративные процессы в тканях.

На экспериментальной модели послойной эксцизи-
онной раны кожи спины показано, что несмотря на от-
сутствие различий в темпах регенерации, при введении 
в края раны  МФ-ККМ и  МФ-ПК наблюдаются особен-
ности тканевых реакций. Применение  МФ-ККМ сопро-
вождалось повышенной кровоточивостью раны и её 
гиперемией. Однако отсутствие тяжёлых осложнений 
свидетельствует о приемлемой безопасности обоих ти-
пов клеток при их применении in vivo.

Полученные результаты указывают на гетерогенность 
макрофагов, культивированных из  ККМ и  ПК, а также 
обосновывают преимущества использования  МФ-ПК 
при разработке клеточной терапии заживления ран 
кожи.

Интерпретация результатов исследования
Макрофаги представляют большой интерес 

для клеточной терапии различных заболеваний. Несмо-
тря на то, что изучением этих клеток занимаются уже 
более 100  лет, до сих пор не существует стандартно-
го протокола их культивирования. В качестве фактора 
дифференцировки моноцитов в макрофаги используют 
M-CSF человека или кондиционированную среду клеток 
линии  L929-CM, обогащённую  M-CSF  [16,  17]. Различия 
в условиях культивирования приводят не только к вари-
абельности результатов, но и обусловливают необходи-
мость подтверждения экспрессии ключевых маркеров 

макрофагов в полученных популяциях клеток. В дан-
ной работе дифференцировка моноцитов в макрофаги 
проведена в присутствии рекомбинантного видоспеци-
фического макрофагального колониестимулирующего 
фактора rM-CSF. Макросиалин (CD68) и лейкосиалин/сиа-
лофорин (CD43) были использованы для идентификации 
полученных клеток [18]. CD68 — высокогликозилирован-
ный гликопротеин, конститутивно экспрессирующийся 
в макрофагах [18]. Показана его связь с лизосомальными 
белками, что указывает на участие в процессах фагоци-
тоза [18]. Несмотря на то, что роль CD68 в функциониро-
вании макрофагов остаётся не до конца изученной, в ис-
следовательской и клинической практике этот маркер 
используют для обнаружения и количественной оценки 
макрофагов в различных тканях, включая очаги воспа-
ления и опухоли  [19]. При опухолях, например при раке 
молочной железы, инфильтрация CD68+ клетками корре-
лирует с клиническими исходами [19].

Лейкосиалин обнаруживается на поверхности 
Т-лимфоцитов, нейтрофилов, моноцитов и макрофагов. 
Основная функция лейкосиалина в функционировании 
моноцитов и макрофагов — это участие в адгезии 
и миграции клеток, а также в их дифференцировке 
и апоптозе [20]. По уровню экспрессии CD43 в популя-
ции моноцитов крысы, как и у человека, выделяют два 
подтипа клеток — CD43high  (неклассические моноци-
ты) и CD43low  (классические). Первый подтип является 
мажорным и составляет  90% всех моноцитов; клетки 
второго подтипа характеризуются высоким уровнем 
экспрессии CD200R — рецептора к мембранному бел-
ку CD200, выступающему костимулятором пролифера-
ции T-лимфоцитов. CD200R участвует в регуляции про-
дукции провоспалительных факторов TNFα и NO  [21]. 

Рис. 7. Изменение размера раны с течением времени: контроль — крысы, у которых рана оставалась интактной; МФ из ККМ — крысы, 
которым вводили макрофаги, полученные из моноцитарных предшественников красного костного мозга; МФ  из  ПК — крысы, которым 
вводили макрофаги, полученные из моноцитов периферической крови.
Fig. 7. Changes in wound size over time: Control, rats with untreated wounds; RBM-derived MPs, rats treated with macrophages derived from bone 
marrow monocyte precursors; PB-derived MPs, rats treated with macrophages derived from peripheral blood monocytes.
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Отмечено, что макрофаги в меньшей степени, чем 
моноциты экспрессируют CD43, однако CD43 на их по-
верхности представлен высокогликозилированной изо-
формой [22].

Таким образом, экспрессия  CD68 и  CD43 в макро-
фагах, культивированных из периферической крови 
и костномозговых предшественников, говорит о том, 
что при воздействии видоспецифического фактора 
роста, а именно макрофагального колониестимулиру-
ющего фактора крыс, моноциты из обоих источников 
дифференцируются в макрофаги.

Две популяции макрофагов оценили по относи-
тельной экспрессии (относительно гена домашнего 
хозяйства бета-2-микроглобулина) генов, кодирующих 
провоспалительный цитокин  IL-1β, транскрипцион-
ный фактор Nf- b, регуляторные цитокины IL-6 и  IL-10 
и ферменты, участвующие в обмене L-аргинина — 
аргиназу-1 и индуцибельную синтазу оксида азота. 
IL-10  — это плейотропный цитокин, секретируемый 
практически всеми типами иммунных клеток, включая 
Т- и В-лимфоциты, макрофаги, моноциты, дендрит-
ные клетки, нейтрофилы, тучные клетки, эозинофилы 
и NK-клетки. IL-10 взаимодействует со своим специфи-
ческим рецептором на поверхности макрофагов и тем 
самым инициирует активацию сигнальных путей STAT3 
и PI3K/ Akt/mTORC1. Этот механизм обусловливает 
противовоспалительный эффект  IL-10, проявляющий-
ся в модификации локального цитокинового окруже-
ния, уменьшении представления антигенов, а также 
в снижении продукции оксида азота и активных форм 
кислорода. Кроме того, IL-10  способствует изменению 
клеточного метаболизма и направляет его преимуще-
ственно в сторону окислительного фосфорилирова-
ния  [23]. Однако в условиях хронического воспаления 
высокий уровень  IL-10 приводит к персистенции пато-
гена и повреждению тканей  [24]. Первоначально  IL-6 
был описан как провоспалительный цитокин, однако 
более поздние исследования показали, что он участву-
ет в формировании противовоспалительного фенотипа 
макрофагов. IL-6 способствует поляризации макрофа-
гов в направлении, характеризующемся повышенной 
экспрессией таких маркеров, как аргиназа-1, хити-
назоподобный белок  Ym1  (Chil3) и маннозный рецеп-
тор CD206 [25]. Реализация этого эффекта часто требует 
костимуляции интерлейкинами  IL-4 и  IL-13  [26]. Кроме 
того,  IL-6 может подавлять продукцию оксида азота, 
индуцированную липополисахаридом внешней стенки 
грамотрицательных бактерий, и ингибировать про-
дукцию цитокинов активированными CD4+ T-клетками, 
то есть выполнять иммунорегуляторные функции  [26]. 
Для МФ-ККМ показан конститутивно высокий уровень 
экспрессии гена  IL- 6, необходимого для кроветворе-
ния, что согласуется с нашими результатами [27]. Таким 
образом, учитывая роль  IL-6 и  IL-10 в развитии и раз-
решении воспалительных реакций, высокий уровень 

экспрессии этих генов в МФ-ККМ может отражать ис-
ходно повышенную функциональную активность кле-
ток, способствующую более быстрому реагированию 
на внешние воздействия.

В результате проведённого исследования установ-
лено, что экспрессия генов, вовлечённых в превраще-
ние L-аргинина — NOS2 и Arg1, — значимо повышена 
в МФ- ПК. Условно незаменимая аминокислота L-аргинин 
играет важную роль в заживлении ран кожи как напря-
мую, так и опосредованно через изменение фенотипа 
макрофагов. В первом случае индуцируемая синтаза 
оксида азота (NOS2) катализирует окисление L-аргинина 
до оксида азота и цитруллина. NO  усиливает анти-
микробную активность, способствует вазодилатации 
и улучшает приток крови к ране, облегчая тем самым 
доставку кислорода и питательных веществ, необхо-
димых для восстановления тканей. Аргиназа участвует 
в гидролизе L-аргинина — отщепляет от него мочеви-
ну с образованием L-орнитина, из которого впослед-
ствии образуется L-пролин. Пролин является важной 
аминокислотой для синтеза коллагена, необходимого 
для поддержания структуры и функций соединительной 
ткани  (кожи, костей и хрящей) и играющего ключевую 
роль в формировании новой ткани [28, 29].

В контексте настоящего исследования наибольший 
интерес представляет опосредованное через поляриза-
цию макрофагов участие условно незаменимой амино-
кислоты L-аргинина в заживлении ран кожи. Известно, 
что для провоспалительного фенотипа МФ в очаге вос-
паления характерен повышенный уровень экспрессии 
NOS2, тогда как для противовоспалительного феноти-
па  МФ в пролиферативной и регенераторной фазах за-
живления ран кожи — аргиназы-1 [30]. Таким образом, 
баланс между активностью NOS2 и Arg1 в процессах 
превращения аминокислоты L-аргинина определяет 
эффективность регенерации тканей и зависит от поля-
ризации МФ.

У животных с послойной эксцизионной раной кожи 
после введения макрофагов в зону повреждения 
не выявлено увеличения темпов заживления, однако 
отмечены различия в локальной реакции. У крыс, ко-
торым в края раны вводили  МФ-ККМ, наблюдали по-
вышенную кровоточивость и гиперемию. Возможно, 
что такая тканевая реакция связана с более высокой 
исходной функциональной активностью  МФ-ККМ, по-
скольку нами показан повышенный уровень экспрессии 
генов, кодирующих регуляторные цитокины IL-10 и IL-6 
в этих клетках. Можно предположить, что при по-
падании в очаг воспаления  МФ поляризуются в про-
воспалительные клетки и усиливают воспалительную 
реакцию, что приводит к гиперемии и кровоточивости. 
С другой стороны, при введении в края раны  МФ-ПК 
с высоким базовым уровнем экспрессии гена арги-
назы-1 происходит усиленная секреция пролина, не-
обходимого для регенерации. Отсутствие тяжёлых 
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побочных эффектов от введения макрофагов в обеих 
опытных группах свидетельствует о хорошей перено-
симости клеточной терапии. Вместе с тем выявленные 
визуальные различия указывают на необходимость 
дальнейшего изучения того, как источник выделения 
макрофагов влияет на их участие в регенеративных 
процессах [31].

В проведённом исследовании обнаружены значимые 
различия между МФ-КММ и МФ-ПК по уровням экспрес-
сии генов, участвующих в иммунных реакциях. При этом, 
несмотря на сходный фенотип (экспрессию CD68 и CD43), 
МФ-ККМ характеризуются более высокой экспрессией 
генов регуляторных цитокинов IL-6 и IL-10, что указывает 
на повышенный потенциал к активации. В то же вре-
мя для МФ-ПК характерна более значительная экспрес-
сия генов, связанных с превращениями L-аргинина (Arg1, 
NOS2), что отражает их потенциальную роль в репара-
тивных процессах. Различия в уровнях экспрессии генов 
между двумя опытными группами согласуются с резуль-
татами, полученными in  vivo. Наблюдавшиеся гипере-
мия и кровоточивость раны после введения  МФ-ККМ, 
вероятно, связаны с провоспалительной активацией 
этих клеток в раневом микроокружении. В то же время 
МФ-ПК предположительно способствуют репаративным 
процессам за счёт продукции пролина и регуляции ме-
таболизма L-аргинина.

Полученные данные свидетельствуют о значительном 
потенциале макрофагов, культивируемых из перифериче-
ской крови, для разработки методов лечения ран кожи. 
МФ-ПК  характеризуются потенциальной способностью 
улучшать регенерацию тканей и более низкой провоспа-
лительной активностью. Однако для экстраполяции полу-
ченных результатов на человека необходимы дальнейшие 
исследования, которые будут включать гистологическую 
детализацию процессов восстановления целостности 
кожных покровов при введении макрофагов, а также под-
бор оптимального количества вводимых клеток.

Ограничения исследования
Данное исследование имеет ряд ограничений. В свя-

зи с ограниченностью ресурсов в исследование не вклю-
чена группа животных, которым в края раны вводили 
бы только кондиционированную среду без клеток. 
Весомым недостатком in  vivo эксперимента является 
проведение только визуального осмотра животных. 
Для подтверждения полученных результатов необходи-
мы дополнительные исследования с увеличением коли-
чества групп животных и применением дополнительных 
методов оценки процесса заживления ран, таких как ги-
стологическое исследование.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведённое исследование позволило охаракте-

ризовать молекулярно-биологические особенности 

макрофагов, полученных из двух источников — крас-
ного костного мозга и периферической крови, а также 
оценить их терапевтический потенциал в модели по-
слойной эксцизионной раны кожи спины. Ключевым 
результатом исследования стало выявление различий 
в экспрессии генов, регулирующих иммунный ответ 
и метаболические процессы. МФ-ККМ характеризуются 
повышенной экспрессией генов регуляторных цитоки-
нов (IL-6 и  IL-10), что свидетельствует о более высоком 
потенциале этих клеток к быстрой активации в ответ 
на изменения микроокружения. В то же время МФ-ПК 
проявляли более высокую активность генов, коди-
рующих ферменты, участвующие в преобразованиях 
L-аргинина  (Arg1 и  NOS2), что отражает способность 
этих клеток влиять на процессы регенерации тканей. 
Полученные данные согласуются с представлениями 
о функциональной пластичности макрофагов и зави-
симости их активности от источника происхождения. 
Экспериментальная апробация МФ в модели послойной 
эксцизионной раны кожи спины не выявила значимого 
увеличения темпов заживления, однако продемонстри-
ровала различия в локальной реакции тканей. Введение 
МФ-ККМ сопровождалось кровоточивостью раны и ги-
перемией прилежащих тканей, что, вероятно, связано 
с провоспалительным потенциалом этих клеток. Вместе 
с тем отсутствие тяжёлых осложнений свидетельствует 
о безопасности применения обоих типов МФ. Таким об-
разом, полученные результаты подчёркивают важность 
выбора источника получения макрофагов для клеточной 
терапии и подтверждают потенциальную возможность 
их использования при лечении нарушений заживления 
ран у человека. Необходимы дополнительные иссле-
дования, направленные на оптимизацию клеточного 
продукта и включающие апробацию применения обоих 
типов  МФ на разных фазах раневого процесса  (острое 
воспаление или репарация), использование клеток, 
модифицированных in vitro, а также определение опти-
мальной дозы введения.
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