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Периваскулярные макрофаги печени крыс 
не содержат маркера CD68
И.А. Никитина, В.А. Разенкова, Д.Э. Коржевский
Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

АННОТАЦИЯ
Обоснование. Тканевые макрофаги играют ключевую роль в регуляции тканевого гомеостаза печени. При этом 
они представляют собой гетерогенную популяцию клеток как по фенотипическим, так и по функциональным характе-
ристикам.
Цель исследования — охарактеризовать иммунофенотип макрофагов печени крыс с использованием маркера фаго-
цитарной активности CD68 и микроглиального маркера Iba-1.
Методы. Использовали образцы печени и головного мозга крыс линии Wistar  (n  =8). Проведено двойное иммуно-
гистохимическое окрашивание с помощью антител к маркеру макрофагов  CD68 и маркеру микроглии  Iba-1  (Ionized 
calcium-binding adapter molecule 1). Анализ препаратов осуществляли с использованием конфокальной сканирующей 
микроскопии.
Результаты. Выявленные в ходе анализа препаратов Iba-1-положительные клетки соответствуют интерстициальным 
макрофагам и клеткам Купфера. CD68-положительные макрофаги обнаружены вдоль синусоидных капилляров пе-
чени и между гепатоцитами. Коэкспрессию белков CD68 и  Iba-1 демонстрируют клетки Купфера в печени и перива-
скулярные макрофаги в головном мозге, но не периваскулярные макрофаги, локализующиеся в области печёночных 
триад и в междольковой соединительной ткани.
Заключение. Одновременная локализация Iba-1 и CD68 в периваскулярных макрофагах головного мозга и отсутствие 
коэкспрессии этих белков в интерстициальных макрофагах печени указывает на то, что периваскулярные фагоциты 
имеют органоспецифические особенности фенотипа.
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Perivascular Macrophages of Rat Liver 
Do Not Express CD68 Marker
Inga A. Nikitina, Valeria A. Razenkova, Dmitrii E. Korzhevskii
Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russia

ABSTRACT
BACKGROUND: Tissue macrophages play a key role in regulating hepatic tissue homeostasis. At the same time, they represent 
a heterogeneous population of cells in terms of both phenotypic and functional characteristics.
AIM: To characterize the immunophenotype of rat liver macrophages using the phagocytic activity marker CD68 and the 
microglial marker Iba-1.
METHODS: Liver and brain samples from Wistar rats (n = 8) were used. Double immunohistochemical staining was performed 
using antibodies against CD68 and Iba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule  1). Specimens were analyzed using 
confocal laser scanning microscopy.
RESULTS: Iba-1–positive cells identified in the specimens corresponded to interstitial macrophages and Kupffer cells. 
CD68- positive macrophages were detected along hepatic sinusoidal capillaries and between hepatocytes. Co-expression of 
CD68 and Iba-1 was observed in Kupffer cells in the liver and in perivascular macrophages in the brain, but not in perivascular 
macrophages localized in the portal triads or in the interlobular connective tissue.
CONCLUSION: The colocalization of Iba-1 and CD68 in brain perivascular macrophages and the absence of their co-expression 
in hepatic interstitial macrophages indicate organ-specific phenotypic features of perivascular phagocytes.
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大鼠肝脏血管周围巨噬细胞不含CD68标志物
Inga A. Nikitina, Valeria A. Razenkova, Dmitrii E. Korzhevskii
Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russia

摘要

论证。组织巨噬细胞在调节肝脏组织稳态中起着关键作用。同时，它们在表型和功能特征方面代表

着异质性细胞群体。

目的。本研究旨在利用吞噬活性标志物 CD68 和小胶质细胞标志物 Iba-1 来表征大鼠肝脏巨噬细

胞的免疫表型。

方法。使用了来自 Wistar 大鼠（n = 8）的肝脏和脑组织样本。采用针对巨噬细胞标志物 CD68 和

小胶质细胞标志物 Iba-1（电离钙结合衔接分子 1） 的抗体进行双重免疫组织化学染色。采用共

聚焦扫描显微镜对样品进行分析。

结果。在对制备物进行分析时发现的 Iba-1 阳性细胞对应于间质巨噬细胞和库普弗细胞。在肝窦

毛细血管和肝细胞之间发现了CD68阳性巨噬细胞。CD68 和 Iba-1 蛋白的共表达在肝脏的库普弗

细胞和脑的血管周围巨噬细胞中得到证实，但在肝脏三联体和叶间结缔组织的血管周围巨噬细胞中

则未得到证实。

结论。脑血管周围巨噬细胞中 Iba-1 和 CD68 的同时定位，以及肝脏间质巨噬细胞中这些蛋白的

缺乏共表达，表明血管周围吞噬细胞具有器官特异性表型特征。

关键词：驻留巨噬细胞；肝脏；Iba-1；CD68；共聚焦显微镜；大鼠。
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ОБОСНОВАНИЕ
Резидентные (тканевые) макрофаги присутствуют 

в большинстве тканей млекопитающих. Они являют-
ся ключевыми регуляторами тканевого гомеостаза 
в норме, а также важными участниками процессов 
воспаления и репарации [1]. Макрофаги представляют 
собой гетерогенную популяцию клеток как в феноти-
пическом, так и в функциональном отношении. В пече-
ни популяция резидентных макрофагов представлена 
клетками Купфера, находящимися в непосредствен-
ном контакте с гемокапиллярами синусоидного типа. 
Помимо клеток Купфера в печени присутствуют 
и другие представители моноцитарно-макрофагаль-
ного ряда. Гетерогенность макрофагов печени рас-
сматривается во многих работах. Известно, что клетки 
Купфера у мышей характеризуются выраженной экс-
прессией  CD68 и/или  CD32, тогда как моноцитарные 
макрофаги положительны по маркеру CD11b [2]. Кроме 
того, в печени других лабораторных грызунов  (крыс) 
резидентные макрофаги эмбрионального проис-
хождения экспрессируют преимущественно марке-
ры, характерные для М2  типа активации — CD163 
и CD206, однако, судя по экспрессии  CD86 и  CD68, 
в популяции присутствует также доля клеток с M1-
поляризацией  [3]. В связи с этим актуальной научной 
задачей представляется дифференцирование субпо-
пуляций печёночных макрофагов, а также увеличение 
объёма данных о распределении макрофагов различ-
ных генераций по типу их активации.

Кальций-связывающий белок  Iba-1  (Ionized calcium-
binding adapter molecule  1) является важным маркером 
для выявления макрофагов независимо от типа их ак-
тивации и традиционно используется для селективного 
окрашивания микроглии в головном мозге  [4]. Это по-
зволяет рассматривать  Iba-1 в качестве дополнитель-
ного маркера при исследовании клеток моноцитарно-
макрофагального ряда.

Цель исследования — охарактеризовать иммуно-
фенотип макрофагов печени крыс с использованием 
маркера фагоцитарной активности CD68 и микроглиаль-
ного маркера Iba-1.

МЕТОДЫ
Дизайн исследования

Проведено поисковое экспериментальное неконтро-
лируемое слепое исследование на парафиновых срезах 
печени и головного мозга половозрелых самцов крыс 
линии Wistar  (6–9  месяцев, n  =8). Парафиновые блоки 
с образцами печени и головного мозга крыс получены 
из архива лаборатории функциональной морфологии 
центральной и периферической нервной системы Ин-
ститута экспериментальной медицины (Санкт-Петербург, 
Россия).

Ослепление
Специалист, выполнявший анализ полученных пре-

паратов и анализ колокализации, не имел информации 
о тестируемых объектах.

Экспериментальное воздействие
Эвтаназию животных осуществляли путём передо-

зировки парами этилового эфира. После вскрытия из-
влекали головной мозг и левую долю печени. Образцы 
тканей фиксировали в цинк-этанол-формальдегиде 
и заливали в парафин по стандартной методике. 
Из парафиновых блоков изготавливали срезы толщи-
ной  5  мкм и монтировали их на стёкла с адгезивным 
покрытием HistoBond®+  (Paul Marienfeld, Германия). 
После депарафинирования препаратов по стандарт-
ной методике проводили тепловое демаскирование 
антигенов в водном растворе тиосульфата натрия 
в течение 23 минут [5]. Для ингибирования эндогенной 
пероксидазы срезы инкубировали в 3%  водном рас-
творе перекиси водорода в течение 10  мин при ком-
натной температуре. Смесь первичных антител (к Iba-1 
и к CD68) наносили на срезы в соотношении компонен-
тов 1:1 и инкубировали при температуре 22  °С в тече-
ние 92  часов. Использовали следующие первичные 
антитела: козьи поликлональные антитела к Iba-1 
в разведении  1:200  (ab5076, Abcam, Великобритания); 
кроличьи поликлональные антитела к CD68 в разве-
дении  1:250  (GB113109, Servicebio, Китай). Далее про-
водили реакцию со вторичными реагентами, входящи-
ми в состав набора Cell  & Tissue Staining Kit  (CTS008, 
R&D Systems, США), в соответствии с рекомендациями 
производителя, и козьими антителами против имму-
ноглобулинов кролика, конъюгированными с перокси-
дазой хрена из набора Mouse and Rabbit Specific HRP/
DAB IHC  Detection  Kit  (ab236466, Abcam, Великобрита-
ния). Для выявления Iba-1 и CD68 срезы обрабатывали 
конъюгатом стрептавидина с флуорохромом  Cy2  (раз-
ведение  1:150; 016-220-084, Jackson ImmunoResearch, 
США) и раствором козьих антител к пероксидазе хре-
на, конъюгированных с флуорохромом  Cy3  (разведе-
ние  1:100; 123-165-021, Jackson ImmunoResearch, США) 
соответственно.

Целевые показатели исследования
Основные показатели исследования
Оценили распределение белков Iba-1 и CD68 в клет-

ках моноцитарно-макрофагального ряда в печени и го-
ловном мозге крыс. Дополнительно провели анализ ко-
локализации двух исследуемых маркеров.

Методы измерения целевых показателей
Анализ и фотографирование препаратов прово-

дили с использованием конфокального лазерного 
микроскопа Zeiss LSM  800  (Carl Zeiss, Германия). Обра-
ботку полученных изображений осуществляли в про-
грамме Zen  3  (Carl Zeiss AG, Германия). Для выявления 
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колокализации использовали плагин Colocalization 
Finder1 для ImageJ [6].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Двойное иммунофлуоресцентное маркирование с ис-

пользованием антител к  Iba-1 и  CD68 во всех образцах 
выявило многочисленные клетки с иммунофенотипами 
Iba-1+/CD68+ и Iba-1+/CD68−. Интенсивность флуоресцент-
ного сигнала была высокой как в цитоплазме  (Iba-1), 
так и на уровне мембран (CD68), благодаря чему клетки 
легко идентифицировались. Неспецифическое фоновое 
окрашивание было минимальным, то есть все образцы 
оказались пригодными для морфологического анализа.

При анализе канала флуоресценции, соответству-
ющего  Iba-1, на срезах печени обнаружено множество 
иммунопозитивных структур, расположенных между 
гепатоцитами и вдоль профилей синусоидных капил-
ляров; морфологически эти структуры соответствуют 
резидентным макрофагам печени — клеткам Купфера. 
Данные клетки располагались, преимущественно, в пе-
рипортальной и интермедиальных зонах дольки печени 

и имели от 2 до 5 цитоплазматических отростков. В ре-
зультате реакции выявлены также клетки, морфологи-
чески схожие с типичными тканевыми макрофагами, 
но имеющие округлую форму и лишённые отростков. 
Клетки такого типа располагались преимущественно 
в междольковой соединительной ткани и вблизи круп-
ных сосудов печени.

В ходе анализа канала флуоресценции, соответ-
ствующего  CD68, обнаружены CD68+  клетки, которые, 
как и Iba-1+ клетки, локализовались вдоль синусоидов 
и имели морфологическое сходство с клетками Купфера. 
При этом CD68+ клетки отсутствовали в области триад.

Анализ двойного иммуномаркирования препаратов 
печени показал, что резидентные макрофаги характе-
ризуются иммунофенотипом Iba-1+/CD68+ и располага-
ются преимущественно в перипортальной зоне ацинуса. 
При этом клетки, морфологически схожие с тканевыми 
макрофагами, не демонстрировали коэкспрессии бел-
ков  (рис.  1,  b) и характеризовались иммунофенотипом 
Iba-1+/CD68−. Такие клетки выявлены в области меж-
дольковой соединительной ткани печени и единично 
в области крупных сосудов (рис. 1, a, стрелки).

1	 Colocalization Finder. Режим доступа: http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/colocalization-finder.html Дата обращения: 11.01.2026.

Рис. 1. Двойная иммунофлуоресцентная реакция на CD68 (красный канал) и кальций-связывающий белок Iba-1 (зелёный канал) в клетках 
микроглии и резидентных макрофагах печени крысы: a,  b  — макрофаги печени; c,  d  — микроглиоциты и периваскулярные макрофаги 
головного мозга; b, d — колокализация CD68 и Iba-1 (белый цвет); стрелки указывают на Iba-1+/CD68− клетки; звёздочки — полость крове-
носных сосудов; масштабный отрезок a, b — 20 мкм, c, d — 10 мкм.
Fig. 1. Double immunofluorescence staining for CD68 (red channel) and the calcium-binding protein Iba-1 (green channel) in microglial cells and 
resident macrophages of the rat liver: a, b, hepatic macrophages; c, d, microglial cells and perivascular macrophages of the brain; b, d, colocalization 
of CD68 and Iba-1 (white); arrows indicate Iba-1+/CD68- cells; asterisks denote vascular lumina; scale bars: a, b, 20 μm; c, d, 10 μm.

a

c

b

d
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В структурах головного мозга фенотип Iba-1+/CD68− 
характерен для многочисленных отростчатых клеток, 
соответствующих рамнифицированным микроглиоци-
там (рис. 1, c, стрелка). Продукт иммуногистохимической 
реакции на  CD68 обнаружен преимущественно в пери-
васкулярных клетках. Такие клетки на срезах головного 
мозга имеют фенотип Iba-1+/CD68+; для них характерны 
овальная или вытянутая форма и выраженная CD68-
положительная гранулярность цитоплазмы, что допол-
нительно подтверждается анализом колокализации ис-
следуемых маркеров (рис. 1, d).

ОБСУЖДЕНИЕ
CD68+ клетки, выявленные в печени крыс, по особен-

ностям структуры и локализации соответствуют клеткам 
Купфера: это крупные клетки вытянутой или лопастной 
формы, ассоциированные с эндотелиоцитами синусоид-
ных капилляров печени.

Клетки Купфера играют ведущую роль в иммуноло-
гическом надзоре, осуществляемом печенью, а экспрес-
сия CD68 напрямую связана с их высокой фагоцитарной 
активностью. При этом иммуногистохимическая реакция 
на Iba-1 дополнительно выявила интерстициальные ма-
крофаги в ткани печени и периваскулярные макрофаги 
в области печёночных триад, не проявлявшие иммуно-
реактивности к CD68.

Считается, что для тканевых макрофагов характер-
на высокая гетерогенность, обусловленная особенно-
стями их микроокружения  [2,  3]. Такая гетерогенность 
определяет уникальную специализацию различных 
субпопуляций. По-видимому, недавно мигрировавшие 
в ткань макрофаги могут быть менее дифференциро-
ванными или недостаточно вовлечёнными в провоспа-
лительный сигнальный каскад клеток печени, поэтому 
у них отсутствует экспрессия маркера активации  CD68. 
Кроме того, известно, что при длительном пребывании 
в тканях иммунофенотип макрофагов может изменяться 
с CD68+ на CD68− [7]. Другое скрининговое исследование 
макрофагов печени у крыс показало, что количество 
CD68+  клеток в области триад и междольковой соеди-
нительной ткани значительно меньше, чем в остальных 
зонах дольки [8].

Принадлежность интерстициальных макрофагов 
к субпопуляции, отличной от CD68+  клеток Купфера, 
не вызывает сомнений. В недавно проведённом ис-
следовании макрофагов печени у мышей выявлено, 
что CD68−  клетки могут экспрессировать маркеры не-
зрелых клеток-предшественников  [2]. Это наблюдение 
позволило авторам предположить, что по крайней мере 
часть CD68− макрофагов, независимо от происхождения 
во время эмбриогенеза, может служить пулом для об-
новления популяции клеток Купфера. Отмеченная нами 
локализация Iba-1+/CD68−  клеток в области соедини-
тельной ткани печени дополнительно указывает на их 

потенциальную роль в восстановлении популяции пе-
чёночных макрофагов из моноцитов периферической 
крови. Кроме того, такая локализация может отражать 
и другие, в том числе неиммунные, функции этих клеток.

Интересным фактом является то, что для периваску-
лярных макрофагов головного мозга характерен дру-
гой фенотип — Iba-1+/CD68+. Следует также отметить, 
что другой тип клеток головного мозга, родственных ма-
крофагам, — клетки рамнифицированной микроглии — 
обладают фенотипом Iba-1+/CD68−  [9]. Клетки рамнифи-
цированной микроглии, помимо защиты головного мозга 
от патогенов, обеспечивают сложную двунаправленную 
коммуникацию между нейронами и глиоцитами. Такая 
межклеточная коммуникация считается критически 
важной для поддержания гомеостаза нервной тка-
ни [10]. Существует вероятность, что Iba-1+/CD68− клетки 
печени выполняют схожие функции.

Таким образом, литературные данные и результаты 
наших собственных наблюдений свидетельствуют о том, 
что Iba-1+/CD68+  клетки Купфера и Iba-1+/CD68−  макро-
фаги представляют собой различные субпопуляции. 
Полученные данные указывают на необходимость про-
ведения более детальной характеристики тканевых ма-
крофагов с учётом их региональных особенностей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение выбранного методического подхода по-

зволило выявить и охарактеризовать различные популя-
ции макрофагов в печени крыс. Установлено, что клетки 
Купфера, подобно периваскулярным макрофагам голов-
ного мозга, содержат оба проанализированных маркера, 
тогда как для интерстициальных клеток печени более 
характерным является иммунофенотип Iba-1+/CD68−. Та-
ким образом, периваскулярные макрофаги демонстри-
руют органоспецифические особенности фенотипа, свя-
занные с экспрессией макросиалина (CD68) — главного 
маркера, ассоциированного с фагоцитозом.
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