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Цель исследования – оценить иммунофенотип резидентных макрофагов печени, клеток Купфера, 
у крыс в норме. 

Материал и методы. В работе использовали самцов крыс Вистар (n=6), у которых под эфирным 
наркозом забирали фрагмент срединной доли печени. Полученный материал фиксировали в жидком азо-
те, после чего готовили криосрезы толщиной 5–7 мкм. На гистологических препаратах с  помощью набора 
антителами выявляли экспрессию ряда маркеров макрофагов: CD68, CD206, CD 163, CD86 после первых 
антител срезы докрашивали антителами, конъюгированными с FITC, ядра клеток выявляли с помощью 
DAPI, полученные препараты изучали с помощью флуоресцентного микроскопа. 

Результаты. При анализе экспрессии CD68 в печени крыс, установлено, что в норме примерно 
20% клеток в поле зрения приходится на CD68+ клетки, что согласуется с нашими более ранними исследо-
ваниями. Количество CD163+ и CD206+ клеток совпадало с количеством CD68+ макрофагов, в то время как 
CD86+ макрофагов было значительно меньше.  

Выводы. В нормальных условиях популяция резидентных макрофагов печени крыс представлена 
клетками с выраженной экспрессией CD68, CD163 и CD206. Большое количество CD163+ и CD206+ макро-
фагов позволяет заключить, что клетки Купфера близки к М2-прорегенераторным фенотипу. Однако вы-
явление CD86+ резидентных макрофагов свидетельствует о наличии М1-макрофагов, или о присутствии в 
печени крыс в норме макрофагов с промежуточным между М1- и М2-фенотипом. Выявленное высокое 
содержание в печени макрофагов, экспрессирующих CD163 и CD206, свидетельствует не только о проре-
генераторных свойствах клеток Купфера, но также о тесной связи макрофагов с функциями печени, по-
скольку указанные рецепторы участвует в утилизации гемоглобина и ряда гормонов.  

Ключевые слова: крысы Вистар; клетки Купфера; иммунофенотип; макрофаги, печень. 
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The aim of study was to evaluate the immunophenotype of resident macrophages of the liver, Kupffer 
cells, in rats in the norm. 

Material and methods. The study included male Wistar rats’ samples (n=6) that presented fragments of 
the middle lobe of the liver taken under ether anesthesia. The obtained samples were fixed in liquid nitrogen, after 
that cryosections 5–7 μm thick were prepared. Histological slides were used to detect the expression of a number 
of macrophage markers with an antibody kit: CD68, CD206, CD 163, CD86. After the first antibodies, sections 
were stained with antibodies conjugated to FITC, cell nuclei were detected using DAPI, the obtained preparations 
were studied using a fluorescence microscope. 

Results. When analyzing the expression of CD68 in the rat liver, it was found that normally about 20% of 
the cells in the field of vision appeared to be CD68+ cells, which was consistent with the earlier study results of the 
authors. The number of CD163+ and CD206+ cells coincided with the number of CD68+ macrophages, while 
CD86+ macrophages were significantly less. 

Conclusions. Under normal conditions, the population of resident macrophages of the rat liver is repre-
sented by cells with pronounced expression of CD68, CD163 and CD206. A large number of CD163+ and CD206+ 
macrophages allows concluding that Kupffer cells are close to the M2 pro-regenerative phenotype. However, the 
detection of CD86+ resident macrophages indicates the presence of M1 macrophages, or the presence of normal 
macrophages with an intermediate M1 and M2 phenotype, in the rat liver. The revealed high content of macro-
phages expressing CD163 and CD206 in the liver evidences not only pro-regenerative properties of Kupffer cells, 
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but also the close connection of macrophages with liver functions, since these receptors are involved in the utiliza-
tion of hemoglobin and a number of hormones. 
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Введение 

 
Макрофаги представляют собой клетки 

системы врожденного иммунитета, выпол-
няющие помимо защитной множество других 
функций: регуляцию дифференцировки и 
пролиферации клеток, клеточной гибели, ре-
моделирование межклеточного матрикса, 
участие в липидном обмене и др. [18]. Такое 
разнообразие выполняемых функций макро-
фагов может быть связано с их высокой фено-
типической пластичностью [14, 15]. Как пра-
вило, органы млекопитающих содержат сме-
шанную популяцию макрофагов из разных 
источников происхождения, за исключением 
ЦНС и печени, где в норме практически пол-
ностью отсутствуют макрофаги моноцитарно-
го происхождения [6, 16, 17]. 

В настоящее время функциональное со-
стояние макрофагов при том или ином про-
цессе описывается в рамках  
М1/М2-парадигмы, где М1 – классически ак-
тивированные макрофаги, обладающие про-
воспалительными свойствами, и М2 – альтер-
нативно активированные толерогенные мак-
рофаги, способствующие разрешению воспа-
ления [12]. Неясно, как соотносятся макрофа-
ги различных генераций с классификацией 
макрофагов по типу активации. В соответст-
вии с одним из представлений резидентные 
макрофаги, имеющие эмбриональное проис-
хождение, выполняют роль М2-макрофагов, 
тогда как мигрирующие макрофаги моноци-
тарного (костномозгового) происхождения – 
М1[8]. 

Цель работы – сравнить иммунофено-
тип резидентных макрофагов на примере кле-
ток Купфера и макрофагов, производных мо-
ноцитов. 
 

Материал и методы исследования 
 

Самцы крыс аутбредного стока Вистар 
массой тела 250–300 г были получены из пи-
томника «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России. Содержание и уход за лабораторными 
животными осуществляли в соответствии с 

«Международными рекомендациями по про-
ведению медико-биологических исследований 
с использованием животных» (1985), прави-
лами лабораторной практики в Российской 
Федерации (приказ МЗ РФ от 19.06.2003 г. 
№267) и законом «О защите животных от 
жестокого обращения» гл. V, ст. 10, 4679-ГД 
от 01.12.1999 г. На проведение исследования 
получено разрешение биоэтического комите-
та ФГБНУ «НИИМЧ», протокол № 7 от 
04.02.2019 г. 

Животных (n=6) наркотизировали ди-
этиловым эфиром (МедХимПром, Россия), 
после чего вскрывали брюшную полость и 
удаляли фрагмент срединной доли печени. 
Полученный материал фиксировали в жид-
ком азоте, после чего готовили криостатные 
срезы толщиной 5–7 мкм. На гистологических 
препаратах с помощью набора антител выяв-
ляли экспрессию ряда маркеров макрофагов: 
CD68 (1:100, Abcam, Великобритания), CD206 
(1:100, Santa-Cruz, США), CD 163 (1:100, Santa-
Cruz, США), CD86 (1:100, Abcam, Великобри-
тания). После первых антител срезы докра-
шивали антителами, конъюгированными с 
FITC (Abcam, Великобритания), ядра клеток 
докрашивали DAPI (Sigma-AldrichCo LLC, 
США). На препаратах подсчитывали клетки, 
экспрессирующие тот или иной маркер, затем 
вычисляли соответствующий индекс как от-
ношение окрашенных клеток к общему числу 
клеток в %. 

Окрашенные макрофаги изучали с по-
мощью флуоресцентного микроскопа Leica 
DM 4000 B и программного обеспечения LAS 
AF v.3.1.0 build 8587 (LeicaMicrosystems, Гер-
мания). 

Полученные данные анализировали с 
помощью программы SigmaStat 3.5 (Systat 
Software Inc, США) с использованием рангово-
го однофакторного дисперсионного анализа 
ANOVA on Ranks. Различия считали статисти-
чески значимыми при p<0.05. Далее группы 
попарно сравнивали с пользованием критерия 
Tukey. При сравнении были получены сле-
дующие результаты: 

 
All Pairwise Multiple Comparison Procedures 

(Tukey Test) 
 

Comparison Diff of 
Ranks q P<0.05 

CD68 vs CD86 102.000 5.889 Yes 
CD68 vs CD163 48.000 2.771 No 
CD68 vs CD206 42.000 2.425 No 
CD206 vs CD86 60.000 3.464 No 
CD206 vs CD163 6.000 0.346 No 
CD163 vs CD86 54.000 3.118 No 
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Рис. 1. Иммунофенотип резидентных макрофагов печени, клеток Купфера, в норме у крыс. Обозначе-
ния:а – экспрессия маркера CD68, б – экспрессия маркера CD 86, в – экспрессия маркера CD 163, г – экс-
прессия маркера CD 206. Флуоресцентная микроскопия, FITC – зеленое окрашивание, ядра докрашены 
DAPI – синее свечение, масштабный отрезок – 50 мкм, ок. 10, об. 40. 
 

 
Рис. 2. Фенотипическая характеристика рези-
дентных макрофагов печени крыс в норме. Обо-
значения: по оси ординат – доля макрофагов, экс-
прессирующих тот или иной маркер, %; по оси 
абсцисс – наименования маркеров макрофагов, 
полосы погрешности – доверительные интерва-
лы, * – статистически значимые различия 
(p<0.05). 
 

Результаты и их обсуждение 
 

В нормальном состоянии популяция ре-
зидентных макрофагов печени млекопитаю-
щих, в том числе у крыс, представлена прак-
тически исключительно потомками гемопо-
этических клеток желточного мешка [6, 16, 
17]. Для анализа иммунофенотипа макрофа-
гов был использован ряд маркеров. Наиболее 
часто для выявления тканевых макрофагов 
используются антитела к белку CD68 [7, 9].  
CD 68 (макросиалин) представляет собой ин-
тегральный трансмембранный белок, участ-
вующий в фагоцитарной активности, а также 
в работе лизосомального аппарата клетки [7, 
9]. При анализе экспрессии CD68 в печени 

крыс в норме установлено, что примерно 20% 
клеток в поле зрения приходится на CD68+ 
клетки (рис. 1 а), что согласуется с нашими 
более ранними исследованиями [4]. Количе-
ство CD163+ (18%) и CD206+ (19%) клеток при-
мерно совпадало с количеством CD68+ мак-
рофагов, в то время как CD86+ макрофагов 
было значительно меньше (10%) (рис. 1 б, в, 
рис. 2). 

Стоит также отметить особенность рас-
пределения сигнала от CD163 в пределах кле-
ток Купфера. Если CD68, CD206 и CD86 лока-
лизовались преимущественно в перинуклеар-
ной области клетки, то сигнал от CD163 детек-
тировался с одинаковой интенсивность вдоль 
всего макрофага. При этом именно по сигналу 
от CD163 выявляется тесная связь резидент-
ных макрофагов и синусоидов печени (рис. 
1 а, б, в, г). 

Указанные маркеры (CD86, CD163, 
CD206) также участвуют в выполнении ряда 
функций макрофагов. CD86 необходим для 
активации, пролиферации, продукции цито-
кинов, дифференциации Т-лимфоцитов [3], 
CD163 участвует в распознавании бактерий и 
запуске местных реакций воспаления, утили-
зации гемоглобина [5], CD206 необходим для 
связывания, эндоцитоза и метаболизма ряда 
цитокинов, гормонов, а также веществ бакте-
риального происхождения [12]. 

Помимо специфических функций счи-
тается, что рецепторы CD163 и CD206 являют-
ся маркерами М2-прорегенераторных, а  
CD86 – М1-провоспалитльных макрофагов 
[12]. На основании полученных данных мож-
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но заключить, что клетки Купфера печени 
экспрессируют преимущественно маркеры 
М2-фенотипа, что отчасти подтверждает 
представление, в соответствии с которым ре-
зидентные макрофаги выполняют функции 
М2-макрофагов [8], а также согласуются с ра-
нее полученными нами данными [1, 2, 10]. 
Однако часть клеток Купфера несла маркер 
М1-фенотипа – CD86. В связи с этим невоз-
можно строго отнести резидентные макрофа-
ги к М2-макрофагам, что согласуется со 
взглядами некоторых авторов, считающих что 
между М1- и М2-макрофагами существует ряд 
промежуточных фенотипических форм [11, 14, 
15]. 
 

Заключение 
 

Таким образом, в нормальных условиях 
популяция резидентных макрофагов печени 
крыс представлена клетками с выраженной 
экспрессией CD163 и CD206. Это позволяет 
предположить, что клетки Купфера близки по 
фенотипу к М2-прорегенераторным макрофа-
гам. Однако выявление CD86+ резидентных 
макрофагов свидетельствует о наличии М1-
макрофагов, или о присутствии в печени крыс 
в норме макрофагов с промежуточным между 
М1- и М2-фенотипом. Высокий уровень экс-
прессии CD163 и CD206 свидетельствует не 
только о прорегенераторных свойствах клеток 
Купфера, но также о тесной связи макрофагов 
с функциями печени. 
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