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Аннотация

Цель. Исследование посвящено определению количе-
ства альтернативно-активированных (M2, CD163+) макро-
фагов и других мононуклеарных фагоцитов в селезенке 
на  модели системного ювенильного артрита у  крыс ли-
нии Wistar, а  также в  условиях действия дексаметазона 
и  доксициклина. Методика. Клеточный фенотип оце-
нивался методом проточной цитофлуориметрии. Доля 
классически-активированных фагоцитов рассчитывалась 
(M1, CD163-). Результаты. Оценены индексы доминирую-
щего фенотипа фагоцитов в тканях (статистически недо-
стоверное различие). В сравнении показаны изменения 
индексов мононуклеарных фагоцитов крови (выявлены 
достоверные изменения). Тем не менее в тканях проде-
монстрированы фенотипические изменения популяции 
фагоцитов в  целом. Выводы. Обнаружено, что именно 
изменение соотношения альтернативно-активированных 
клеток из  популяций фагоцитов селезенки было досто-
верно значимо различно в группах животных с примене-
нием доксициклина и дексаметазона.

Ключевые слова: системная форма ювенильного 
идиопатического артрита, мононуклерные фагоциты, 
моноциты, макрофаги, фенотип.
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Abstract

Purpose. This study is  devoted to  the  evaluation 
of  the  number of  splenic alternatively activated (M2, 
CD163+) macrophages and other mononuclear phagocytes 
after arthritis development in  a  model of  systemic juve-
nile arthritis in Wistar rats (with and without modifi cation 
by doxycycline or dexamethasone). Methods. Cell pheno-
types were assessed by fl ow cytometric analysis. Percent-
ages of  classically-activated phagocytes were estimated 
(M1, CD163-). Results. The  indexes of dominating pheno-
types are  assessed for  spleen (no  signifi cant diff erences 
in animal groups). In comparison we demonstrate indexes 
for the blood mononuclear phagocytes (signifi cant chang-
es were observed). Nevetherless, we have demonstrated 
phenotypical changes of  splenic phagocyte population 
at whole. Conclusions. Redistribution of  the  tissue alter-
natively-activated cells of phagocyte population in spleen 
was  found to  be  signifi cantly diff erent in  animal groups 
with doxycycline and dexamethasone administration.

Keywords: the systemic form of juvenile idiopathic 
arthritis, mononuclear phagocytes, monocytes, 
macrophages, phenotype.
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Диагностика и лечение системной формы юве-
нильного идиопатического артрита (сЮИА) — акту-
альная проблема современной медицины. Важность 
вопроса подчеркивается тем, что среди осложне-
ний сЮИА описано и такое тяжелое состояние, как 
синд ром активации макрофагов, потенциально чре-
ватый гибелью пациента.

Ранее нами была разработана авторская модель 
сЮИА у крыс линии Wistar [1, 2], которая патоге-
нетически максимально приближена к сЮИА у че-
ловека (модель сочетает аутоиммунный компонент 
с воздействием стимулятора М1-макрофагов липо-
полисахарида ЛПС).

Оценка популяции фагоцитарных клеток селе-
зенки позволит пролить свет на системный компо-
нент иммунопатологической реакции, создаваемой 
в модели, а также соотнести системные изменения 
в крови с таковыми в тканях животных.

Таким образом, задачей настоящего исследо-
вания стало определение количества альтернатив-
но-активированных (M2, CD163+) макрофагов 
и других мононуклеарных фагоцитов в селезенке по-
сле воспроизведения артрита на модели системного 
ювенильного артрита у крыс линии Wistar (в т. ч. при 
действии дексаметазона и доксициклина).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Модель сЮИА [1, 2] адаптировали у 24 крыс Wistar 
(самцы, 6 месяцев). Если кратко, использовано дву-
кратное введение полного адъюванта Фрейнда — 
внутрикожные многоточечные инъекции адъюван-
та (1 мг/мл, Sigma Aldrich, USA) на 0 и 40-е сутки 
по 0,5 мл — и трехкратное (в возрастающих согласно 
формуле изобретения количествах на 0, 18 и 40-е сут-
ки) липополисахарида (Медгамал, Россия). На 
40-е сутки все крысы были разделены на три груп-
пы (дополнительно вводились следующие препара-
ты): в 1-й группе (контроль) — подкожное введение 
0,2 мл физиологического раствора хлорида натрия 
(Борисовский завод медицинских препаратов, Бо-

рисов, Беларусь), во 2-й группе — подкожное вве-
дение 50 мг/кг доксициклина (Саратов, Россия), 
в 3-й группе — подкожное введение 4 мг/кг декса-
метазона, (KRKA, Словения). Такие же количества 
модифицирующих веществ и физраствора ввели 
повторно на 54-е сутки исследования. Изъятие се-
лезенки производилось в завершении эксперимента 
(57-е сутки). Ему предшествовало взятие образцов 
крови на 0, 21, 41 и 55-е сутки.

Подготовку проб тканей селезенок проводили пу-
тем их гомогенизации и обработки коллагеназой; 
выделение мононуклеаров периферической крови — 
гравиметрически. Пробы анализировались на про-
точном цитометре Cell Analyzer BD FACSCanto II 
(USA). Использованы антитела: FITC Mouse Anti-
Rat CD11b FC WT.5 (RUO) (BD Pharmingen™); anti-
rat CD68 RPE (MCA341PE), Serotec, Kidlington, UK; 
anti-rat CD163 ALEXA FLUOR® 647 (MCA342A647), 
Serotec, Kidlington, UK. Процедуры проводились 
в соответствии с инструкциями производителей.

Интерпретация окрашивания клеток из образ-
цов тканей селезенок: CD68 рассматривался как 
маркер мононуклеарных фагоцитов, при этом по-
пуляция CD11b-CD68+ считалась резидентными 
макрофагами, а популяция CD68+CD11b+ рассма-
тривалась как гетерогенная популяция, состоящая 
из других мононуклеарных фагоцитов, в т. ч. при-
влеченных в ткань моноцитов, моноцитов, диффе-
ренцирующихся в макрофаги, и дендритных клеток.

Интерпретация окрашивания клеток из образцов 
периферической крови: CD11b+CD68+ рассматрива-
лась как моноциты, а CD11b-CD68+ как циркулиру-
ющие дендритные клетки.

В качестве маркера альтернативной (М2) акти-
вации мононуклеарных фагоцитов использовал-
ся CD163. Доля классически-активированных фагоци-
тов рассчитывалась (M1, CD163-).

Оценка достоверности различия показателей 
проводилась с использованием программного обе-
спечения R [3] путем проведения теста Mann—Whit-
ney—Wilcoxon. Достоверными считались изменения 
с ошибкой p < 0,05.
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На рисунках представлены диаграммы размаха 
для изученных показателей (черная горизонталь-
ная линия — медиана, ящики ограничены 25-м 
и 75-м перцентилями (Q1 и Q3 соответственно), 
верхняя граница соответствует Q3 + 1,5*(Q3–Q1), 
нижняя граница соответствует Q1–1,5*(Q3–Q1). От-
дельными точками отмечены выбросы. Необходимо 
обратить внимание, что некоторые статистические 
приложения (среди которых и R) при формирова-
нии ящиков определяют не непосредственно квар-
тили 1 и 3, а медианы верхней и нижней половин 
данных [4], которые могут несколько отличаться 
от квартилей, в частности, в зависимости от того, 
четные или нечетные показатели.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Доля альтернативно-активированных 
(CD163+) клеток среди CD68+ популяции 
клеток селезенки при моделировании 
сЮИА у крыс линии Wistar

Достоверных различий между долями CD163+ 
клеток среди совокупности клеток селезенки моно-
цитарно-макрофагального происхождения, опреде-
ляемых по положительной реакции на внутриклеточ-
ный маркер CD68, среди групп животных не выявлено 
(p > 0,05) (рис. 1). Это позволяет предположить, что 
в патогенезе модельного заболевания играют роль 
не фагоциты вместе взятые (CD68+), а отдельные 
их подгруппы или даже изменение соотношения 
между подгруппами. Указанное предположение далее 
будет подкреплено соответствующими результатами.

Доля CD11b+ клеток среди CD68+ популяции 
клеток селезенки (мононуклеарные 
фагоциты, отличные от резидентных 
макрофагов) при моделировании сЮИА 
у крыс линии Wistar
Обращает на себя внимание тот факт, что не-

смотря на несколько различающееся распределение 
показателей (рис. 2), различий в процентном со-
держании среди CD68+ клеток селезенки, несущих 
также моноцитарный маркер CD11b, среди групп 
животных не было (p > 0,05). Т. е. достоверных изме-
нений структуры популяции CD68+ клеток селезен-
ки по маркеру CD11b (без учета активации клеток) 
не было.

Индекс доминирующего фенотипа в группе 
резидентных макрофагов (CD11b-CD68+)

Ранее был предложен алгоритм оценки систе-
мы активации макрофагов (Сахаров В.Н, Литвиц-
кий П.Ф., 2016) [5], который в т. ч. основан на расчете 
индекса доминирующего фенотипа (IDP). В случае 
с резидентными макрофагами индекс определял-
ся как соотношение CD11b-CD68+CD163-/CD11b-
CD68+CD163+. Достоверных различий показателей 
между группами животных (рис. 3) выявлено не было, 
что тем не менее может быть связано с ограничением 
срока изъятия селезенок у животных 57 сутками (ана-
лиз тканей в нескольких временных точках до полно-
ценной реализации модели, что потребовало бы уве-
личения числа групп, учитывая поисковый характер 
данной части исследования, не соответствовал бы 
требованию минимально необходимого использова-
ния животных в лабораторной практике). К тому же 
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РИС.  1.  Доля (в %) альтернативно-активированных 
(CD163+) клеток среди популяции CD68+ клеток селе-
зенки при моделировании сЮИА у крыс линии Wistar. 
Группы животных: 1 (контроль), 2 (доксициклин), 3 (дек-
саметазон)

РИС. 2. Доля CD11b+ клеток среди CD68+ популяции се-
лезенки (мононуклеарные фагоциты, отличные от макро-
фагов) при моделировании сЮИА у крыс линии Wistar. 
Группы животных: 1 (контроль), 2 (доксициклин), 3 (дек-
саметазон)
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различия, достигнутые между группами доксицикли-
на (группа 2) и дексаметазона (группа 3), на 57-е сут-
ки имеют ошибку всего в 8 % (p = 0,08199). Теперь 
актуальность исследования динамики данного по-
казателя макрофагов и на протяжении реализации 
модели подтверждена наличием близкого к достовер-
ному различия данных. Тем не менее дизайн исследо-
вания позволил проанализировать динамику индек-
сов доминирующего фенотипа по результатам оценки 
клеток периферической крови.

Соотношение макрофагов и иных 
мононуклеарных фагоцитов, подвергшихся 
альтернативной активации в ткани слезенки

С учетом вышеприведенных данных оценка 
структуры альтернативно-активированных фагоци-
тов представлялась наиболее актуальной. Для этого 
определено соотношение резидентных макрофа-
гов и иных мононуклеарных фагоцитов (отноше-
ние CD11b-CD68+CD163+/CD11b+CD68+CD163+) 
(рис. 4).

Итак, на момент окончания эксперимента 
 (57-е  сутки) среди альтернативно-активированных 
клеток в селезенке в группе доксицилина (в сравне-
нии с группой дексаметазона) соотношение макро-
фаги/иные фагоциты было достоверно большим 
(p = 0,04988). Таким образом, учитывая, что проявле-
ния местных воспалительных изменений в группе дек-
саметазона также были достоверно ниже, чем в груп-
пе доксициклина [6], можно говорить о значимой 
роли в патогенезе заболевания именно перераспре-
деления численностей популяций моноцитарно-ма-
крофагального происхождения в тканях. В частно-

сти, можно говорить, что увеличение преобладания 
альтернативно-активированных макрофагов CD11b-
CD68+ над остальными альтернативно-активиро-
ванными мононуклеарными фагоцитами сопрово-
ждалось большей выраженностью воспалительных 
проявлений. Также обращает на себя внимание тот 
факт, что в группе контроля больше размах между 
25 и 75 перцентилями, а применение доксициклина 
и дексаметазона привело к разнонаправленному сме-
щению распределения показателей.

Более того, применение дексаметазона приво-
дило к достоверному уменьшению (в сравнении 
с доксициклином) указанного соотношения, это по-
зволяет предположить, что существенная роль в па-
тогенезе модельного заболевания отведена именно 
группе CD11b-CD68+CD163+ клеток, которая (как 
отмечалось ранее) может быть весьма разнородной, 
в т. ч. может включать привлеченные в ткань моно-
циты. Таким образом, в данном исследовании аль-
тернативная активация именно CD68+ клеток, не-
сущих на себе еще и моноцитарный маркер CD11b, 
оказалась более «эффективной». Представленные 
данные показывают, что эффекты популяции ткане-
вых клеток CD68+ (которые зачастую приравнива-
ются к макрофагам) могут реализовываться субпо-
пуляциями этой группы с разной эффективностью.

Индекс доминирующего фенотипа 
мононуклеарных клеток периферической 
крови (отношение CD68+CD163-/
CD68+CD163+)

При моделировании сЮИА у крыс на 21-е сут-
ки отмечены достоверно большие значения IDP 
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РИС. 3. Индексы доминирующего фенотипа резидентных 
макрофагов (CD11b-CD68+) при моделировании сЮИА 
у крыс линии Wistar. Группы животных: 1 (контроль), 2 
(доксициклин), 3 (дексаметазон)
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РИС. 4. Соотношение макрофагов и иных мононуклеар-
ных фагоцитов, подвергшихся альтернативной активации 
в ткани слезенки при моделировании сЮИА у крыс линии 
Wistar. Группы животных: 1 (контроль), 2 (доксициклин), 
3 (дексаметазон)
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(по сравнению с 0, p = 0,003498), повышенные зна-
чения сохранялись на протяжении исследования 
(значения 41 и 55 суток по сравнению с исходными, 
p < 0,05). Однако на 55-е сутки только в группе кон-
троля показатели достоверно выше по сравнению 
с 21-ми сутками (рассматривается как первичный 
ответ, т. к. еще не произошло повторной стимуля-
ции иммунной системы одновременным введением 
адъюванта и ЛПС, p = 0,003127), в группах же докси-
циклина и дексаметазона показатель 55 суток не от-
личается достоверно от первичного ответа, зареги-
стрированного на 21-е сутки (p = 0,06738, p = 0,5565 
соответственно). Обращает на себя внимание, что 
на 41-е сутки наибольшее медианное значение ин-
декса (1,41) в группе дексаметазона (недостоверно), 
а к 55-м суткам (по сравнению с 41) показатели ин-
декса уменьшаются (p = 0,03906).

Различия динамики изменения индекса под вли-
янием модифицирующих препаратов и в контроле 
подтверждают гипотезу, легшую в основу алгоритма 
оценки активации макрофагов [5]. Однако в связи 
с полученной в исследовании информацией необ-
ходимо добавить, что исследованные препараты, 
как, очевидно, и другие, не являются строгими ак-
тиваторами только М1 или М2 звеньев, а напротив, 
включают целый профиль воздействий, зависящий 
от подгруппы клеток и ее вклада в развитие воспали-
тельного процесса.

Уместно предполагать, что, зная профиль препа-
рата, профиль патогенеза конкретного заболевания 
(перечень иммунологических сдвигов на фоне раз-
вития заболевания), степень важности каждого ком-
понента в патогенезе и степень влияния препарата 
на каждый комнонент, можно расчетным путем оце-
нить вероятность успеха применения препарата при 
конкретном заболевании (по аналогии, например, 
с расчетом биологической дозы облучения на осно-
ве точных коэффициентов пересчета).

ВЫВОДЫ И ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. При моделировании сЮИА среди групп крыс 
достоверно не различались доли альтерна-
тивно-активированных CD68+ фагоцитов 
селезенки; структура популяции CD68+ фа-
гоцитов селезенки (разделение проводилось 
по дополнительному маркеру CD11b); ин-
дексы доминирующего фенотипа для рези-
дентных макрофагов (CD11b-CD68+CD163-/
CD11b-CD68+CD163+) селезенки.

2. Увеличение преобладания альтернативно-ак-
тивированных макрофагов CD11b-CD68+ над 
остальными альтернативно-активированны-
ми мононуклеарными фагоцитами (отмечен-
ное в группе доксициклина) сопровождалось 
большей выраженностью воспалительных 
проявлений, т. е. в патогенезе модельного за-
болевания достоверно различалась именно 
структура популяции альтернативно-активи-
рованных фагоцитов.

3. Динамика изменения индексов доминиру-
ющего фенотипа для мононуклеаров пери-
ферической крови различна в группах моди-
фицирующих препаратов и группе контроля. 
В частности, к концу исследования (55-е сутки) 
повышение роли М1 ответа в группе контроля 
оставалось более выраженным (по сравнению 
с 21-ми сутками), а в группах модифицирующих 
препаратов не отличалось от такового 21 суток.
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