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Цель – изучение реакции CD68+ макрофагальной популяции тимуса на введение таутомерных 
форм оротата магния при дефиците магния. 

Материал и методы. Магний-дефицитное состояние у крыс моделировали фуросемидной на-
грузкой (30 мг/кг в течение 14 дней), затем животным вводили магния оротат в исходной оксо-форме 
(Magnerot©, Верваг, Германия) и гидрокси-форме, полученной путем механоактивации в дозе 50 мг/кг в 
течение 14 дней. В тимусе подсчитывали плотность расположения тимоцитов и макрофагов в субкапсу-
лярной зоне, корковом и мозговом веществе (окраска гематоксилином и эозином), макрофаги исследова-
лии иммуногистохимически с использованием моноклональных антител CD68 (Clone PG-M1). 

Результаты. Показано, что оксо-форма препарата приводит к увеличению количества CD68+ кле-
ток в корковом (в 1.7 раза по сравнению с контролем) и мозговом веществе (в 2.3 раза), повышению интен-
сивности иммунофлюоресценции (на 22.5%), появлению в коре и мозговой части тимусной дольки круп-
ных CD68+клеток, с четко прослеживаемой внутриклеточной локализацией гранул. Введение механоак-
тивированной гидрокси-формы сопровождается увеличением количества CD68+ макрофагов в области 
коры (в 1.5 раза), и кортико-медуллярной границы (в 1.4 раза), но не затрагивает мозговую зону тимуса, 
снижается общая интенсивность флуоресцентного окрашивания до 27.87±2.2 усл.ед. 

Выводы. Таутомерные формы оротата магния оказывают различный эффект на макрофагальную 
популяцию тимуса: введение оксо-формы сопровождается резко выраженным активирующим действием 
на макрофаги CD68+ в отличие от гидрокси-формы, обладающей умеренным модулирующим воздействи-
ем. 
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The aim of study was to identify a response of the thymus CD68+ cells population to the introduction of 
tautomeric forms of magnesium orotate under magnesium deficiency. 

Material and methods. Magnesium-deficient status in rats was simulated by furosemide loading 
(30 mg/kg 14 days); then the animals were injected magnesium orotate in the initial oxo-form (Magnerot©, Ver-
vag, Germany) and hydroxy-form obtained by mechanical activation, dosage 50 mg/kg, for 14 days., The density 
of thymocytes and macrophages was calculated in the subcapsular zone, cortex and brain matter (stained with 
hematoxylin and eosin) in the thymus, macrophages were studied immunohistochemically using monoclonal 
CD68 antibodies (Clone PG-M1). 

Results. The oxo-form of the drug was shown to lead to an increase in the number of CD68+ cells in the 
cortex of thymus (1.7 compared with the control) and medulla of thymus (2.3 times), an increase in the intensity 
of immunofluorescence (22.5%), the appearance of the thymus lobule of large CD68+cells in the cortex and the 
medulla part with a clearly traced intracellular localization of granules. The introduction of mechanically activated 
hydroxyl-form was accompanied by an increase in the number of CD68+ macrophages in the cortical area 
(1.5 times), and cortico-medullary partition (in 1.4 times), but did not affect the cerebral area of the thymus. The 
overall intensity of fluorescent staining reduced to 27.87±2.2 relative units (RU). 

Conclusion. The tautomeric forms of magnesium orotate have a diverse effect on the macrophage popu-
lation of the thymus: the introduction of the oxo-form is accompanied by a significant activating effect on the 
CD68+macrophages in contrast to the hydroxyl form having a moderate modulating effect. 
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Введение 

 
Оротат магния, широко применяемый 

для коррекции гипомагнезиемии, в составе 
таблеток представлен оксо-формой, однако 
имеет три таутомера, с различным составом 
функциональных групп, которые по-разному 
участвуют в метаболических процессах, а сле-
довательно, могут оказывать неодинаковое 
терапевтическое воздействие. Важным в 
оценке действия препарата является его 
влияние на иммунную систему организма. 
Макрофаги принимают участие в иммунном 
ответе на всех его стадиях. CD68 – маркерный 
белок (гликопротеин) моноцитов и макрофа-
гов, использующийся для выявления клеток в 
гистологических срезах органов эксперимен-
тальных животных [13, 15]. Клетки, экспрес-
сирующие CD68, локализуются как в корко-
вом, так и в мозговом веществе тимуса, но их 
не обнаруживают в тельцах Гассаля [14]. В ис-
следованиях [7, 13] отмечается вариабель-
ность популяции макрофагов тимуса CD68+ 
на введение иммуномодуляторов. 

Ранее показано более быстрое и полное 
восстановление уровня магния в крови при 
введении в организм лабораторных животных 
гидрокси-формы магния оротата [12], выра-
женное активное действие его на электроки-
нетическую активность клеток, иммунокомпе-
тентные клетки экспериментальных живот-
ных [6, 11]. 

В связи с вышеизложенным, целью на-
шего исследования явилось изучение популя-
ции CD-68+ макрофагов тимуса в условиях 
дефицита магния, индуцированного введени-
ем фуросемида с последующей коррекцией 
таутомерными формами оротата магния: ис-
ходной, или оксо-формой и механоактивиро-
ванной, или гидрокси-формой. 

 
Материал и методы исследования 
 

Работа выполнена на 50 беспородных 
белых крысах Rattus norvegicus Berk обоего 
пола в возрасте 2–3 месяцев, массой тела  
180–200 г. Исследование одобрено комитетом 
по биомедицинской этике ФГБОУ ВО «Ижев-
ская государственная медицинская академия» 
МЗ РФ. Животных содержали в стандартных 
условиях вивария при естественном освеще-
нии, стандартном режиме питания, свобод-

ном доступе к воде и двигательной активно-
сти. Для устранения влияния сезонной цир-
кадной зависимости эксперименты проводи-
ли в осенне-зимний период во второй поло-
вине дня. Эксперименты на животных прово-
дили в соответствии с Женевской конвенцией 
«International Guiding principles for Biomedical 
Research Involving Animals» (Женева,1990) и 
Хельсинкской декларацией (1975). 

Известно, что дефицит магния прово-
цируется диуретиками [3]. Для формирования 
магнийдефицитного состояния была исполь-
зована модель фуросемидной нагрузки [10]. 
Для этого животным внутрибрюшинно вво-
дили 1% раствор фуросемида в дозе 30 мг/кг в 
течение 2 недель. На 14-й день введение фу-
росемида отменяли и животных разделяли на 
2 группы. Первая (экспериментальная группа 
№1) получала внутрижелудочно через зонд 
оксо-форму магния оротата (Magnerot©, Вер-
ваг Фарма ГмбХ и Ко, Германия); вторая (экс-
периментальная группа №2) – гидрокси-
форму магния оротата. Гидрокси-форму пре-
парата готовили с использованием метода ме-
ханоактивации в шаровой планетарной мель-
нице АГО-2С (ФГБУН УдмФИЦ УрО РАН НЦ 
МФМ, Ижевск) при скорости вращения бара-
банов 600 об/мин., энергонапряженность со-
ставила 2кДж/г. Температура стенок бараба-
нов в процессе механоактивации не превыша-
ла 60°C за счет принудительного водяного 
охлаждения. 

Доза препарата (исходного и механоак-
тивированного) составляла 50 мг/кг элемен-
тарного магния, что соответствует терапевти-
ческой дозе магния оротата. Животных выво-
дили из эксперимента на 14-й день путем 
эфирного наркоза в летальной дозе в соответ-
ствии с правилами проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных 
(приказ Минздрава СССР от 12.08.1977 №755; 
приказ Минздравсоцразвития РФ от 
23.08.2010 №708н). 

Все процедуры проводились в строго 
контролируемых условиях, материал от опыт-
ных и контрольных животных каждой серии 
обрабатывали одновременно. 

Тимус фиксировали в 10% формальде-
гиде («Реахим»), заливали в парафиновую 
среду Histomix, готовили серийные срезы и 
подвергали стандартной гистологической об-
работке с окраской гематоксилином и эози-
ном. В тимусе подсчитывали плотность рас-
положения тимоцитов и макрофагов в субкап-
сулярной зоне, корковом и мозговом веществе 
при увеличении в 1000 раз (ок. 10, об. 100, 
масляная иммерсия). Количество клеточных 
элементов рассчитывали на площадь 100 
мкм2, данные представляли в %. Макрофа-
гальную реакцию оценивали иммуногистохи-
мически с использованием мышиных моно-
клональных антител CD68 (Clone PG-M1, раз-
ведение 1:50), вторые антитела были конъю- 
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Таблица 1 
Плотность расположения и количество тимоцитов и макрофагов в структурных зонах тиму-

са в эксперименте (М±m, %) 
 

Показатели  Подкапсулярная зона Корковое вещество Мозговое вещество 
Плотность расположения 

клеток 
90.1±5.2  92.2±6.9 53.4±5.2 

Тимоциты 71.5±5.8 76.4±2.5 56.3±5.3 
Макрофаги 1.5±0.32 2.5±0.23 4.5±0.54 

 

Фуросемид-индуцированный дефицит магния 
Плотность расположения 

клеток 
96.8±7.5*  94.15±4.5 44.8±3.8* 

Тимоциты 73.2±5.6 77.4±4.6 59.9±6.4 
Макрофаги 2.2±0.32* 3.0±0.64 5.7±0.69* 

 

Введение исходного магния оротата (оксо-форма) 
Плотность расположения 

клеток 
92.3±1.5 89.6±2.5 31.3±2.0* 

Тимоциты 70.2±4.3 74.2±5.2 60.6±6.8 
Макрофаги 1.9±0.21* 5.7±0.5* 6.1±0.56* 

 

Введение механомодифицированного магния оротата (гидрокси-форма) 
Плотность расположения 

клеток 
91.0±1.3 90.9±5.8 56.5±6.2 

Тимоциты 69.9±3.7 75.1±4.2 60.0±7.3 
Макрофаги 2.4±0.32* 3.2±0.68* 5.2±0.47* 

Примечание: * – различия достоверны в сравнении с контролем при р≤0.05. 
 
гированы с FITC, ядра клеток докрашивали 
DAPI (Sigma-Aldrich, США). Иммуногистохи-
мическое исследование проводили на серий-
ных парафиновых срезах в соответствии со 
стандартными протоколами пробоподготов-
ки. Срезы изучали с помощью люминесцент-
ного микроскопа Nikon ECLIPSE E200, изме-
рение интенсивности свечения иммунореак-
тивного продукта в границах определенной 
области проводили на фронтальных срезах 
при помощи морфометрических программ 
Image ProInsite 8.0, Image ProPlus 6.0 
(MediaCybernetics). Результаты исследования 
оценивали с учетом локализации СD68+ кле-
ток, их количества, степени окраски (интен-
сивность свечения). Рассчитывали: среднюю 
суммарную площадь клеток в поле зрения 
микроскопа (в 10 случайных полях зрения на 
каждом из 6 срезов препарата при увеличе-
нии 400 крат, представлена в усл. ед.); интен-
сивность свечения представлена для всей по-
пуляции клеток (в усл.ед). 

Статистическая обработка материала 
велась с помощью пакета прикладных про-
грамм «STATISTICA 10.0». Рассчитывали 
среднее арифметическое (М) и стандартную 
ошибку средней (m). Использовали 95% уро-
вень статистической значимости различий 
результатов исследования. Статистический 
анализ выполнялся согласно методикам, 
применяемым в медико-биологической стати-
стике [2]. 

 
Результаты и их обсуждение 

 
Количественная оценка клеточных по-

пуляций при стандартной гистологической 
окраске (гематоксилин и эозин) выявляет вы-
раженный макрофагальную реакцию на вве-
дение таутомеров оротата магния как в исход-

ной, так и в механомодифицированной форме 
(табл. 1). 

У животных в ответ на фуросемидную 
нагрузку и вызываемый ею дефицит магния 
(ДМ) плотность клеток в подкапсулярной зоне 
(ПЗ) тимуса увеличивается на 20.6±1.2%, а в 
мозговом веществе уменьшается в 1.2 раза. 
В этих же зонах тимуса увеличивается коли-
чество макрофагов (в 1.5 раза – в ПЗ; в 1.3 – в 
мозговом веществе, р≤0.05). Количество кле-
ток в мозговом веществе тимической дольки 
при введении оксо-формы магния оротата 
продолжает снижаться, при введении гидро-
кси-формы магния оротата восстанавливает-
ся. Количество макрофагов остается повы-
шенным в обеих экспериментальных группах 
с введением препаратов, особенно в тимусе 
животных, получавших исходную оксо-форму 
магния оротата. 

CD68 позитивные клетки в контрольной 
популяции представлены как в корковом, так 
и в мозговом веществе тимуса, локализуются 
на границе этих областей (кортико-
медуллярная граница) (рис. 1). Клетки харак-
теризуются в основном малыми размерами 
(суммарная площадь клеток равна  
5753.3±81.5 усл.ед.) с яркой или умеренной 
окраской (средние параметры интенсивности 
свечения – 44.74±2.2 усл.ед.), что согласуется 
с данными литературы [4, 8, 9, 13]. 

Дефицит магния практически не вызы-
вает изменений в интенсивности свечения 
СD68 положительных макрофагов, их вели-
чины и распределения в органе, суммарная 
площадь клеток не изменяется. Яркость ок-
рашивания сохраняется на уровне интактного 
контроля (44.4±2.5 усл.ед.). Таким образом, 
функциональная активность макрофагов, 
оцениваемая по экспрессии маркера CD68, 
изменяется незначительно, интенсивность 
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Таблица 2 
Количество СD68+ клеток в структурных зонах тимуса в эксперименте (М±m) 

 

Зона тимической 
дольки 

Интактный 
контроль 

Фуросемид-
индуцированный 
дефицит магния 

Введение оксо-
формы магния 

оротата 

Введение гидро-
кси-формы магния 

оротата 
Корковое вещество 6.5±0.5 6.9±0.5 11.2±1.1* 10.3±0.9* 
Мозговое вещество 1.5±0.2 1.4±0.5 3.5±0.9* 2.0±0.8 

Кортико-
медуллярная зона 

4.1±0.9 3.8±0.5 4.5±0.5 5.8±0.4* 

Примечание: * – различия достоверны в сравнении с контролем при р≤0.05 
 

  
Рис. 1. Препарат тимуса крысы контрольной 
группы. CD68 позитивные макрофаги представ-
лены мелкими клетками с ярким и умеренным 
свечением. Ок. 10, об. 4. Маркеры визуализированы 
с помощью вторых антител, конъюгированных с 
FITC. 

Рис. 2. Корковое вещество тимуса крыс с введени-
ем оксо-формы оротата магния. Популяция ярко 
окрашенных CD68+ клеток мелких и средних раз-
меров.Ок. 10, об. 4. 

  

  
Рис. 3. Корковое вещество тимуса крыс после вве-
дения оксо-формы оротата магния. В крупных 
CD68+ клетках четко различимы внутриклеточ-
ные гранулы. Ок. 10, об. 40. 

Рис. 4. Тимус крыс, которым вводили гидрокси-
форму оротата магния. Корково-медуллярная 
зона. СD68+ макрофаги средней величины, с уме-
ренной интенсивностью окраски. Ок. 10, об. 40. 

 
 
иммуногистохимической реакции характери-
зуется относительно невысокой степенью 
проявления, что выражается слабым диффуз-
ным окрашиванием цитоплазмы. 

При введении животным оксо-формы 
магния оротата экспрессия маркера резко 
возрастает, характерно интенсивное окраши-
вание цитоплазмы, появление в клетках ком-
пактных, четко различаемых и тесно распо-
ложенных зерен. С функциональной точки 
подобную картину можно трактовать как вы-
сокую степень функциональной активности 

макрофагов. Введение оксо-формы магния 
оротата приводит к увеличению количества 
макрофагов в корковом веществе в 1.72 раза 
(р≤0.05), в мозговом – в 2.3 раза (р≤0.05) 
(табл. 2). Отмечается появление крупных, с 
яркой или умеренной окраской клеток, редко 
встречаемых в интактном контроле (рис. 2). 
В таких клетках четко прослеживается внут-
риклеточная структурированность окраски 
(рис. 3). Макрофаги CD68+ формируют груп-
пы и цепочки в корковом веществе (рис. 4), 
клетки меньших размеров локализуются по 
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периферии мозгового вещества, в области 
кортико-медуллярной границы. Общая ин-
тенсивность свечения CD68+ клеток при вве-
дении оксо-формы оротата магния возрастает 
на 22.5% (до 54.82±1.3 усл.ед). 

Введение гидрокси-формы магния оро-
тата приводит к увеличению количества мак-
рофагов с фенотипом СD68+ в корковом ве-
ществе (в 1.59 раза, р≤0.05), но их число не 
изменяется в мозговом веществе. Выраженная 
реакция макрофагов при введении гидрокси-
формы магния оротата отмечается в области 
кортико-медуллярной границы: здесь их ко-
личество увеличено на 41.5% (табл. 2). 

Гидрокси-форма не вызывает столь вы-
раженной ответной реакции макрофагальной 
популяции в отношении интенсивности им-
муногистохимической окраски, проявляясь 
диффузным окрашиванием цитоплазмы и 
отдельными рассеянными в цитоплазме кле-
ток зернами, что соответствует умеренной 
степени функциональной активности. Разли-
чается и локализация клеток: большая часть 
CD68+ макрофагов располагается в корковом 
веществе и в кортико-медуллярной зоне (табл. 
2). При введении животным механомодифи-
цированного магния оротата мы не обнару-
жили очень крупных CD68+ макрофагов с вы-
сокой степенью окраски, как это отмечалось 
при введении оксо-формы оротата магния. 
Популяция макрофагов при введении гидро-
кси-формы оротата магния представлена в 
подкапсулярной зоне крупными бледными 
СD68+ клетками, нередко формирующими 
цепочки. CD68+ макрофаги, располагающие-
ся в кортико-медуллярной области, средних 
размеров, умеренно окрашенные. Интенсив-
ность свечения клеток при введении гидро-
кси-формы оротата магния составила 
27.87±2.2 усл.ед., что в 2 раза ниже, чем при 
введении исходной оксо-формы магния оро-
тата. 

Макрофаги – гетерогенная популяция, 
помимо присущей функции фагоцитоза они 
стимулируют и регулируют иммунный ответ, 
участвуют в репаративных процессах, обмене 
компонентов внеклеточного матрикса. СD68 
взаимодействует с клеточной поверхностью 
лимфоцитов, эндотелиоцитов, фибробластов. 
В тканях крыс и мышей он используется как 
маркер макрофагальных клеток [7, 13, 16]. 
Механизмы преобразования макрофагов во 
многом неясны, что предполагает в интерпре-
тации их изменений ряд обобщений и неко-
торых упрощений, необходимость выделения 
главных элементов, которые можно было бы 
связать с течением конкретного патологиче-
ского процесса [5]. 

Фенотип CD68 связывают с появлением 
классически активированных макрофагов, 
которые обеспечивают клеточно-
опосредованный иммунный ответ, таким же 
они могут реагировать на различные стрессо-

вые стимулы [1, 18]. Велика роль макрофагов 
и в регенерации [17, 19]. Полученные в экспе-
рименте данные об активности популяции 
СD68+ макрофагов тимуса в ответ на введение 
различных таутомерных форм магния оротата 
свидетельствуют о напряженности иммунных 
процессов (увеличивается количество макро-
фагов, изменяется их функциональная актив-
ность) при введении таутомеров оротата маг-
ния, но более выраженное воздействие отме-
чается при использовании оксо-формы пре-
парата, что может свидетельствовать об уве-
личении провоспалительного потенциала в 
ткани. В то же время, гидрокси-форма оказы-
вает умеренно-модулирующее воздействие на 
популяцию CD68 положительных макрофа-
гов, преобразования касаются в основном ко-
личественных показателей, интенсивность 
свечения изменяется незначительно. 

 
Выводы 

 
Введение магния оротата независимо от 

его таутомерной формы (исходной – оксо-
формы или механоактивированной – гидро-
кси-формы) сопровождается увеличением ко-
личества CD68+ макрофагов в тимусе, но с 
различной локализацией активных клеток в 
зависимости от формы препарата. 

Более выраженный как количествен-
ный, так и функциональный ответ наблюдает-
ся при введении оксо-формы магния оротата, 
в этом случае характерно наличие крупных 
CD68+клеток, с четко прослеживаемой внут-
риклеточной локализацией гранул, что пред-
полагает активацию макрофагов по классиче-
скому пути с провоспалительной направлен-
ностью. 

Введение механоструктурированного 
препарата (гидрокси-формы) сопровождается 
менее выраженной иммунной реакцией, с 
умеренной степенью окрашивания, а, следо-
вательно, и функциональной активностью 
макрофагальной группы клеток. 
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