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АННОТАЦИЯ 

Обоснование. Макрофаги — это разнородная по происхождению, фенотипическим и 
функциональным особенностям популяция клеток. В головном мозге резидентные макрофаги 
ассоциированы с барьерными органами: мозговыми оболочками, сосудами и сосудистым 
сплетением. Для выявления макрофагов обычно используют антитела к CD68/макросиалину. 
Данные литературы и опыт исследователей свидетельствуют о низкой степени консервативности 
этого белка, что обусловливает необходимость использования видоспецифических антител и 
тщательного подбора первичных реагентов для выявления макрофагов в тканях лабораторных 
грызунов. 
Цель исследования — провести сравнительный анализ результатов выявления макрофагов у крыс 
при использовании кроличьих поликлональных антител к CD68 и мышиных моноклональных 
антител клона ED1. 
Методы. Объектом исследования служили срезы головного мозга крыс линии Вистар (n =6), а в 
качестве контроля использовали срезы сердца и печени крыс той же линии. Макрофаги, 
положительные по CD68/макросиалину, выявляли с помощью мышиных моноклональных антител 
клона ED1 и кроличьих поликлональных антител в различных протоколах 
иммуногистохимической реакции. 
Результаты. Оба типа антител позволяют специфично выявлять макрофаги головного мозга трёх 
локализаций: в мягкой мозговой оболочке, стенках сосудов и сосудистом сплетении. При 
использовании кроличьих поликлональных антител интенсивность специфической реакции выше 
по сравнению с мышиными моноклональными антителами, а неспецифическое связывание 
отсутствует. Установлена необходимость теплового демаскирования антигена и применения 
блокирующих реагентов в протоколах с использованием мышиных моноклональных антител. 
Заключение. Анализ результатов выявления макрофагов на срезах головного мозга крыс при 
использовании антител разного происхождения и клональности показал, что кроличьи 
поликлональные антитела хорошо выявляют макрофаги при более простом протоколе 
иммуногистохимической реакции по сравнению с мышиными моноклональными антителами, а 
потому могут быть рекомендованы в качестве полезной альтернативы для окрашивания 
CD68/макросиалина на срезах тканей крысы. 
Ключевые слова: CD68; макрофаги; моноклональные антитела; поликлональные антитела; 
иммуногистохимия; крыса. 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: Macrophages are a diverse by origin, phenotypic and functional features population of 
cells. In the brain, resident macrophages are associated with barrier organs: meninges, vessels, and the 
choroid plexus. Antibodies to CD68/macrosialin are usually used to detect macrophages. Literature data 
and the experience of researchers show that this protein is not conservative, what necessitates the use of 
species-specific antibodies and careful selection of primary reagents to detect macrophages in the tissues 
of laboratory rodents. 
AIM: to compare the results of detection of macrophages in rats using novel rabbit polyclonal antibodies 
to CD68 and well-known mouse monoclonal antibodies ED1 clone. 
METHODS: The object of the study was histological sections of the brain of Wistar rats (n=6), and slices 
of the heart and liver of rat as controls. CD68/macrosialin was detected using mouse monoclonal 
antibodies of clone ED1 and rabbit polyclonal antibodies to CD68 in various protocols of 
immunohistochemical reactions. 
RESULTS: Both types of antibodies made it possible to specifically identify brain macrophages of three 
localizations (the meninges, vascular wall, and choroid plexus). A higher intensity of the specific reaction 
and the absence of non-specific binding were noted when using rabbit polyclonal antibodies than with 
mouse monoclonal ones. The necessity of heat-induced epitope retrieval and the use of blocking reagents 
in protocols using mouse monoclonal antibodies have been revealed. 
CONCLUSION: Analysis of the results of detecting brain macrophages in rats using antibodies of 
different origin and clonality showed that the rabbit polyclonal antibodies detect macrophages better with 
a simpler immunohistochemical reaction protocol than mouse monoclonal antibodies, and therefore can be 
recommended as a usefull alternative for detecting CD68/macrosialin on sections of rat tissues. 
Keywords: CD68; macrophages; monoclonal antibodies; polyclonal antibodies; immunohistochemistry; 
rat. 
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ОБОСНОВАНИЕ 

Макрофаги — разнородная по происхождению, фенотипическим и функциональным особенностям 
популяция клеток, способных к фагоцитозу и представлению антигенов. Современные 
исследования расширили понимание роли макрофагов: это не только клетки иммунной системы, 
но и важные регуляторы ремоделирования и функциональной модуляции тканей. Такие 
способности макрофагов обеспечены совокупностью экспрессируемых ими рецепторов, 
секретируемых ферментов, факторов роста и иных цитокинов [1]. Локализация клеток в том или 
ином органе и их функциональный статус влияют на спектр экспрессируемых ими молекул, 
поэтому он может значительно отличаться от органа к органу. В частности, в головном мозге, 
наряду с микроглией, существует несколько популяций типичных макрофагов, которые 
локализуются преимущественно в барьерных областях мозга: в мозговых оболочках, вблизи 
кровеносных сосудов, в строме и на поверхности сосудистого сплетения [2–4]. Однако, несмотря 
на разнообразие, у макрофагов существуют общие маркеры, применяемые для их выявления в 
различных органах и тканях [5, 6]. Например, классическим маркером макрофагов считается CD68 
(Cluster of differentiation 68, кластер дифференцировки 68) [7, 8]. 
Кластер дифференцировки 68 у человека и его гомолог у мышей — макросиалин, относятся к 
семейству белков, ассоциированных с мембранами лизосом (Lysosome-Associated Membrane 
Protein, LAMP), и имеют высокую степень гликозилирования [9, 10]. Для данных белков 
характерно 80,6% совпадения аминокислотных последовательностей [10]. Однако высокая степень 
гомологии аминокислотной последовательности белков в целом не всегда свидетельствует о 
гомологии аминокислотных последовательностей их антигенных детерминант, что подтверждается 
при использовании антител к человеческому CD68 на образцах тканей крысы [11]. Таким образом, 
низкая степень консервативности макросиалина обуславливает необходимость использования 
видоспецифических антител. 
Для выявления CD68-иммунопозитивных макрофагов у крыс обычно используют давно известный 
клон ED1 [5, 12]. Мышиная природа этого клона антител обусловливает ряд сложностей в 
иммуногистохимическом протоколе, таких как подбор способа демаскирования антигена, 
блокирующих и вторичных реагентов, особенно при работе с материалом лабораторных грызунов. 
Возможным решением возникающих затруднений могут стать недавно вышедшие на рынок 
кроличьи поликлональные антитела к CD68/макросиалину крыс [13]. Однако в современных 
условиях первичные антитела относятся к довольно дорогостоящим реагентам, что ограничивает 
возможности их широкого скрининга. 
При этом проблема тщательного подбора первичных реагентов для выявления макрофагов у 
лабораторных грызунов является актуальной, поскольку одним из наиболее активно 
развивающихся направлений современной биологии и медицины является 
нейроиммунология [3, 14]. 
Цель исследования — провести сравнительный анализ результатов выявления макрофагов у крыс 
при использовании кроличьих поликлональных антител к CD68 и мышиных моноклональных 
антител клона ED1. 

МЕТОДЫ 

ДИЗАЙН ИССЛЕДОВАНИЯ 

Проведено сравнительное исследование применения двух типов антител к CD68/макросиалину. В 
качестве объекта исследования использовали образцы головного мозга крыс линии Вистар (n =6), 
контролем служили образцы сердца и печени крыс той же линии. 
Животные были получены из питомника лабораторных животных «Рапполово» (Ленинградская 
область, Россия). Крыс содержали в виварии при комнатной температуре и естественном 
освещении, со свободным доступом к пище и воде. Перед отбором материала животным 
проводили эвтаназию путём передозировки парами этилового эфира. 

УСЛОВИЯ ПРОВЕДЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Образцы тканей фиксировали в  спиртовом растворе хлорида цинка и формальдегида» 
и заливали в парафин по общепринятой методике. Срезы толщиной 5 мкм изготавливали на 
ротационном микротоме Microm HM 325 (Thermo Fisher Scientific, США) и монтировали на стёкла 
с адгезивным покрытием PCL (CITOTEST Labware Manufacturing Co., Ltd, Китай). 
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Для сравнительной оценки эффективности кроличьих поликлональных и мышиных 
моноклональных антител использовано пять протоколов (№№ 1–5). Общими для всех протоколов 
этапами было: удаление парафина со срезов ксилолом, регидратация срезов в растворах этанола 
нисходящей концентрации, блокирование эндогенной пероксидазы 3% водным раствором 
перекиси водорода. На части срезов выполняли тепловое демаскирование антигена в буфере S1700 
(Agilent, США) согласно общепринятой методике [15]. В протоколах №№ 1–3 использовали 
первичные мышиные моноклональные антитела против CD68 (клон ED1; ab31630, Abcam, 
Великобритания) в разведении 1:1000; в протоколах №№ 4 и 5 — первичные поликлональные 
кроличьи антитела против CD68 (GB113109, Wuhan Servicebio Technology Co., Ltd, Китай) в 
разведении 1:300 и 1:800 соответственно. Инкубацию проводили в течение 18–20 часов во влажной 
камере при температуре 27,5°С. 
Особенности использованных протоколов окрашивания: 

 протокол № 1: после блокирования эндогенной пероксидазы использовали блокирующие 
реагенты из набора N-Histofine MOUSESTAIN KIT (Nichirei, Япония) согласно 
рекомендациям производителя. После инкубации срезов с первичными антителами 
использовали вторичные антитела из того же набора. 

 протокол № 2: в качестве вторичных реагентов использовали набор UltraVision Quanto 
Detection System HRP (TL-060-QHL, Fisher Scientific, США). Для блокировки перекрёстного 
неспецифического связывания иммуноглобулинов крысы антимышиными антителами в 
реагент Primary Antibody Amplifier, входящий в состав набора, добавляли нормальную 
крысиную сыворотку до конечной концентрации 0,5%. 

 протоколы №№ 3–5: в качестве вторичных реагентов применяли набор Mouse and Rabbit 
Specific HRP/DAB IHC Detection Kit — Micro-polymer (ab236466, Abcam, Великобритания), 
причём в протоколе № 3 в реагент Mouse Specifying Reagent (Complement) добавляли 
нормальную крысиную сыворотку до конечной концентрации 0,5%. 

В качестве детектирующего хромогена использовали 3,3'-диаминобензидин (DAB; Nischerei, 
Япония). После выявления комплекса антиген-антитело срезы подкрашивали альциановым синим, 
дегидратировали в изопропиловом спирте, просветляли в ксилоле и заключали в перманентную 
среду Cytoseal 60 (Richard-Allan Scientific, США). 

АНАЛИЗ В ПОДГРУППАХ 

В ходе исследования сформированы две основные группы препаратов: окрашенные с помощью 
мышиных моноклональных антител и окрашенные с помощью кроличьих поликлональных 
антител. В каждой из групп выделены по две подгруппы: препараты, подвергшиеся тепловому 
демаскированию антигена, и препараты, не подвергавшиеся данной процедуре. 

МЕТОДЫ РЕГИСТРАЦИИ ИСХОДОВ 

Окрашенные микропрепараты фотографировали с помощью микроскопа Leica DM750 (Leica 
Microsystems, Германия), оснащённого цифровой камерой ICC50 (Leica Microsystems, Германия). 
Анализ изображений проводили в программах Leica LAS EZ (Leica Microsystems, Германия) и 
ImageJ2 в расширении FIJI [16]. 
Измерения проводили следующим образом: 

 площадь сосудистого сплетения третьего желудочка головного мозга крыс оценивали при 
увеличении объектива ×10 в программе ImageJ с помощью встроенного инструмента 
«выделение от руки» (Freehand selections) и функции «измерить» (Measure); 

 граница выделения сосудистого сплетения соответствовала с одной стороны поверхности 
его эпителия, обращённой в полость желудочка, а с другой — поверхности эпителия, 
обращенной к кровеносному сосуду 

 на выделенной площади оценивали количество иммунопозитивных структур, 
соответствующих по морфологическим признакам клеткам, при увеличении объектива ×40. 

СТАТИСТИЧЕСКИЕ ПРОЦЕДУРЫ 

Статистический анализ результатов исследования проводили с использованием пакета программ 
Microsoft Excel (Microsoft, США). Данные представлены в виде Me [Q1; Q3], где Me — медиана, 
Q1 и Q3 — первый и третий квартили. Для проверки соответствия значений исследуемой 
случайной величины нормальному распределению использовали критерий Шапиро–Уилка, а для 
определения различий между группами — непараметрический критерий Манна–Уитни. 
Критический уровень значимости принимали равным p =0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

Все использованные протоколы иммуногистохимического окрашивания позволяют выявить CD68-
позитивные структуры в головном мозге крыс. Предварительный анализ на малом увеличении 
(объектив Plan 10×/0.22) показал, что эти структуры локализуются в мягкой мозговой оболочке, в 
строме сосудистого сплетения, а также периваскулярно. В контрольных образцах сердца и печени 
крыс при использовании кроличьих поликлональных антител также были выявлены CD68-
иммунопозитивные клетки. 
Продукт реакции на CD68 избирательно накапливается в цитоплазме клеток, морфологически и 
топографически соответствующих макрофагам (рис. 1). В других клетках исследуемых органов 
специфической реакции не наблюдали. В цитоплазме окрашенный продукт реакции визуализирует 
гранулы, как отдельные, так и сливающиеся. Выявление таких гранул характерно при 
использовании обоих видов антител. Кроме того, как мышиные, так и кроличьи антитела 
позволяют выявить два типа клеток, различающихся по интенсивности иммуногистохимической 
реакции — слабоокрашенные и интенсивно окрашенные. 
Для кроличьих поликлональных антител характерно выявление гранул не только в перинуклеарной 
цитоплазме, но и в отростках клеток. Отростки макрофагов, окрашенных с помощью антител 
к CD68, малочисленны, характеризуются значительной толщиной и отсутствием ветвления. 
Мышиные моноклональные антитела выявляют отростки только тех клеток, которые расположены 
периваскулярно и в сосудистом сплетении (см. рис. 1). 
Сравнение препаратов, прошедших процедуру теплового демаскирования антигена, с препаратами, 
которые этой процедуре не подвергались, позволило установить следующее.  
Во-первых, интенсивность специфической реакции с мышиными моноклональными антителами 
выше после теплового демаскирования. И наоборот, существенного улучшения результата реакции 
с кроличьими поликлональными антителами при проведении теплового демаскирования не 
наблюдали. 
Во-вторых, интересным эффектом этапа теплового демаскирования антигена является 
значительное подавление неспецифического связывания мышиных антител при использовании 
блокирующих реагентов (рис. 2). Без теплового демаскирования просветы сосудов и 
спинномозговая жидкость окрашиваются в светло-коричневый цвет, тогда как при его проведении 
интенсивность такой неспецифической реакции заметно уменьшается. В случае применения 
кроличьих антител возникновение неспецифического связывания нехарактерно и от этапа 
теплового демаскирования не зависит (см. рис. 2). 
При анализе макрофагов различной локализации обнаружено, что периваскулярные и 
менингеальные макрофаги, выявленные при помощи кроличьих поликлональных антител, хорошо 
визуализируются даже при малом увеличении объектива (Plan 10×/0.22). Макрофаги в оболочках и 
возле сосудов, окрашенные с использованием мышиных моноклональных антител, 
обнаруживаются преимущественно при большом увеличении (объектив HI Plan 100×/1.25, 
масляная иммерсия; см. рис. 1), тогда как при малом увеличении они практически незаметны. 
Макрофаги сосудистого сплетения немногочисленны и выявляются с помощью обоих видов 
антител с одинаковой эффективностью. 
Статистический анализ числа CD68-иммунопозитивных структур в сосудистом сплетении третьего 
желудочка головного мозга крыс показал, что при использовании мышиных моноклональных 
антител выявляется 139,67 [73,00; 786,85] клеток/мм

2
, в то время как при использовании кроличьих 

поликлональных антител — 510,24 [354,81; 701,54] клеток/мм
2
. Статистически значимых различий 

между группами не обнаружено. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Клон ED1 мышиных антител традиционно используется для выявления макрофагов в образцах 
тканей крыс [5, 12]. Как известно, иммуноглобулины крыс и мышей являются родственными 
белками, поэтому использование мышиных антител для непрямой реакции на тканях крысы 
сопровождается неспецифическим окрашиванием и снижением качества препаратов. 
Следовательно, во избежание нежелательного фонового окрашивания требуется использование 
дополнительных модификаций протокола. Нельзя не отметить, что для выявления первичных 
мышиных антител на сегодняшний день доступен широкий спектр вторичных реагентов, что 
расширяет возможности их использования. Одним из подходов, улучшающих качество реакции и 
уменьшающих фоновое окрашивание, является проведение прямой реакции с мышиными 
антителами. Недостатком такого подхода является низкая амплификация иммуногистохимической 
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реакции. В нашем исследовании низкая интенсивность непрямой реакции указывает на то, что при 
использовании антител клона ED1 применение прямого метода нецелесообразно. Другим вектором 
развития технологии селективного выявления макрофагов в тканях крысы с помощью клона ED1 
является применение первичных антител, конъюгированных с биотином (авидин-биотиновая 
система) или полимерной системой [17, 18]. 
Методический подход, использованный в настоящей работе, состоит в добавлении нормальной 
крысиной сыворотки к компоненту Mouse Specifying Reagent (Complement) из набора вторичных 
реагентов детектирующей системы Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB IHC Detection Kit — Micro-
polymer и к компоненту Primary Antibody Amplifier из набора UltraVision Quanto Detection 
System HRP. Такая модификация существенно уменьшает неспецифическое связывание первичных 
мышиных моноклональных антител и позволяет выявлять макрофаги с высокой эффективностью, 
сопоставимой с зарубежными данными [19–21]. 
Следует подчеркнуть, что, несмотря на широту использования мышиных антител в качестве 
первичных реагентов, их применение на срезах тканей крысы сопряжено с усложнением 
методических подходов, увеличением трудозатрат и трудностями стандартизации полученных 
результатов. 
Большую популярность в последние десятилетия получили первичные антитела, полученные в 
организме других животных, например, кролика. Более того, в условиях санкций значительно 
усложнились способы получения и транспортировки зарубежных реагентов, поэтому особую 
актуальность приобретают более доступные аналоги. Одним из производителей таких аналогов 
является компания Wuhan Servicebio Technology. Новые кроличьи поликлональные антитела 
к CD68 хорошо зарекомендовали себя в морфологических исследованиях, в том числе на образцах 
тканей крысы [13, 22, 23]. Эти антитела позволили нам высокоселективно выявить макрофаги на 
срезах головного мозга крыс. Использование кроличьих антител обеспечивает высокую 
интенсивность реакции, что значительно упрощает поиск клеток при малом увеличении объектива. 
Главным преимуществом кроличьих поликлональных антител является отсутствие перекрёстного 
связывания вторичных реагентов с иммуноглобулинами, которые содержатся в тканях крысы. 
Отсутствие необходимости использования специальных блокирующих реагентов сокращает 
временные затраты и уменьшает вероятность ложноположительных результатов. Кроме того, при 
работе с данными антителами этап теплового демаскирования антигена является факультативным 
и его исключение улучшает сохранность срезов без потери качества реакции (например, при 
использовании свежеприготовленных срезов). Поскольку кроличьи первичные антитела становятся 
всё более популярными среди исследователей, увеличивается разнообразие вторичных реагентов 
для их выявления, что, в свою очередь, расширяет возможности их использования. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Суммируя изложенные факты, можно заключить, что при использовании мышиных 
моноклональных антител к CD68 на образцах тканей крысы необходимо проведение теплового 
демаскирования антигена, повышающего интенсивность специфической реакции, а также 
применение реагентов, блокирующих неспецифическое связывание иммуноглобулинов. В этих 
процедурах нет необходимости при использовании кроличьих антител, поскольку реакция и так 
достаточно интенсивная и специфичная. Кроличьи поликлональные антитела позволяют корректно 
выявлять макрофаги в срезах тканей мыши, что невозможно при использовании мышиных 
моноклональных антител. На сегодняшний день вторичные реагенты для выявления мышиных 
антител на рынке представлены шире, чем для кроличьих, однако наблюдается тенденция к 
увеличению ассортимента последних. 
Таким образом, анализ результатов выявления макрофагов на срезах головного мозга крыс при 
использовании антител разного происхождения и клональности показал, что кроличьи 
поликлональные антитела хорошо выявляют макрофаги при более простом протоколе 
иммуногистохимической реакции по сравнению с мышиными моноклональными антителами, а 
потому могут быть рекомендованы в качестве полезной альтернативы для окрашивания 
CD68/макросиалина на срезах тканей крысы. 
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РИСУНКИ 

 

Рис. 1. Результаты применения антител к CD68/макросиалину у крысы: Anti-CD68 ED1 (Ms) — мышиные моноклональные 

антитела, протокол № 3, без теплового демаскирования; Anti-CD68 (Rb) — кроличьи поликлональные антитела, 

протокол № 5, без теплового демаскирования; стрелками указаны макрофаги, * просветы кровеносных сосудов, m — 

мягкая мозговая оболочка, V — полость желудочка головного мозга. Увеличение объектива ×100, масштабный 

отрезок — 20 мкм. 

Fig. 1. Results of using of different antibodies to macrosialin/CD68 in rats. Anti-CD68 ED1 (Ms) — mouse monoclonal antibodies, 

protocol № 3 without heat-induced epitope retrieval. Anti-CD68 (Rb) — rabbit polyclonal antibodies, protocol № 5 without heat-

induced epitope retrieval. Arrows point to macrophages, * — lumen of blood vessels, m — pia mater, V — cavity of cerebral 

ventricle. Objective magnification ×100. 
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Рис. 2. Сосудистое сплетение третьего желудочка головного мозга крысы — влияние этапа теплового демаскирования 

антигена на неспецифическое связывание антител: Anti-CD68 ED1 (Ms) — мышиные моноклональные антитела; Anti-

CD68 (Rb) — кроличьи поликлональные антитела. Увеличение объектива ×40. 

Fig. 2. Effect of heat-induced epitope retrieval on non-specific binding of the reaction product of immunohistochemistry reaction. 

Choroid plexus of third ventricle of rat brain. Anti-CD68 ED1 (Ms) — mouse monoclonal antibodies. Anti-CD68 (Rb) — rabbit 

polyclonal antibodies. Objective magnification ×40. 
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