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Проведены исследования функциональ-
ного состояния перитонеальных макрофа-
гов белых беспородных мышей (Б/б), устой-
чивых к онкопатологии и мышей линии
A/Sn, склонных к развитию онкологических 
заболеваний. Обнаружено, что при индукции 
асептического воспаления (вызванного вве-
дением крахмала) хемотаксис макрофагов 
онкологической линии снижен в 2,5–3 раза, 
способность к адгезии снижена в 1,5–2 раза 
по сравнению с макрофагами контрольной 
группы (Б/б). Окраска на F- актин цитоскеле-
та клеток, показала, что при адгезии на суб-
страт, при межклеточных контактах, а также 
при инкубации макрофагов с ретиноевой кис-
лотой клетки контрольной группы образуют 
филоподии. Макрофаги A/Sn при воздействии 
ретиноевой кислотой образуют псевдоподии. 
Макрофаги той и другой группы мышей яв-
ляются продуцентами эндонуклеаз. Одина-
ковая активность этих ферментов обеспечи-
валась вдвое меньшим количеством клеток 
у мышей линии А/Sn. 
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Характерной особенностью мышей линии 
A/Sn является высокая частота возникновения 
различных форм спонтанных новообразований 
в возрасте 1–1,5 года и гибель животных в ран-
нем возрасте от воспалительных заболеваний 
[5]. На фоне генетических дефектов, обуслов-
ливающих онкопатологию, мыши данной линии 
обнаруживают резистентность к Micobacteria — 
tuberculesis [11]. Миелоидные клетки принима-
ют участие во врожденном и приобретенном 
иммунитете. Общей чертой этих клеток яв-
ляется их способность к миграции и адгезии. 
Динамические перестройки цитоскелета сопро-
вождают хемотаксис, адгезию, фагоцитоз, меж-
клеточные взаимодействия, экспрессию генов, 
апоптоз [13,16,18]. Нарушения любой из этих 
функций вносит свой вклад в развитие и про-
грессирование рака. [9] Если для осуществления 
противоинфекционного ответа важны нейтрофи-
лы и макрофаги, формирующие первую линию 

защиты, то в противоопухолевом иммунитете 
ключевая роль принадлежит макрофагам и ден-
дритным клеткам [2, 15]. Макрофаги вовлечены 
в процесс распознавания и элиминацию чуже-
родных агентов. Именно эндоДНКазы обеспе-
чивают элиминацию всего чужеродного или 
ставшего таковым, собственного генетического 
материала. Биохимическим маркером апоптоза 
считают активацию нуклеаз, когда начинается 
фрагментация геномной ДНК [20]. Одной из 
функций нуклеаз, является неспецифическая гу-
моральная защита от инфекций различной при-
роды [3]. 

Исследования дефектов функционирования 
макрофагов, выяснение причин возникновения 
онкологических заболеваний дают возможность 
найти пути их терапии. 

Материалы и методика

В работе использовали самцов белых беспородных 
(Б/б) мышей (контрольная группа) и мышей линии A/Sn 
в возрасте 2–3 мес. из питомника ИЦИГ СО РАН. В 3 не-
зависимых экспериментах использовали по 4 мыши в каж-
дой группе. Перитонеальные макрофаги выделяли по стан-
дартной методике. Через 4 суток, после введения крахмала, 
животных умерщвляли декапитацией под легким эфирным 
наркозом. Аликвоты лаважа окрашивались трипановым си-
ним, клетки живые и погибшие подсчитывали в камере 
Горяева. Клетки по 2,4 млн. высаживали на чашки Пе-
три. После 2-х ч. в адгезии сливали инкубационную среду, 
к макрофагам добавляли по 4 мл свежей икубационной 
среды и оставляли в СО2 инкубаторе на 6 ч, 18 ч, 24 ч. 
Все процедуры по получению макрофагов, определению их 
эндоДНКазной активности проводили по описанной ранее 
методике [1].

В ходе эксперимента, для цитохимических исследова-
ний, в чашки Петри помещали покровные стекла для ад-
гезии клеток на них. Во все временные точки (0 ч, , 72 ч, 
7 сут.) прилипший к стеклам пул клеток окрашивали по 
Романовскому-Гимза и на F-актин.

Для окраски на F-актин цитоскелета макрофагов стекла 
фиксировали в 2% растворе параформальдегида (SIGMA) 
15 мин., инкубировали с 0,2% TritonX-100 в PBS 2 мин., 
15минут инкубация с rhodamine phaloidin(Invitrogen) 1:100 
в PBS. Сканировали и фотографировали стекла в центре 
коллективного пользования ИЦИГ СО РАН на микроскопе 
AxiosKор2plus (Zeiss), камера AxioCamHRc (Zeiss). Ин-
дукцию реорганизации цитоскелета макрофагов проводи-
ли ATRA(полностью транс — ретиноевая кислота) 10-7М 
в ростовой среде. ATRA( SIGMA) предварительно раство-
ряли в диметилсульфоксиде до конценрации 10-2М. 
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Результаты и обсуждения

В данном эксперименте исследовали жизне-
способность, функционирование перитонеаль-
ных макрофагов в течение 7 суток и активность 
эндонуклеаз в течение 24 ч. у мышей линии
A/Sn и Б/б. На рис.1 представлено изменение 
активности Mg2+-зависимой эндоДНКазы при 
0 ч. в инкубации клеток (сразу после адгезии), 
затем через 6 ч., 18 ч. и через 24 ч. инкубации 
макрофагов при рН 8,3; 7,2 и 5,0 . Эндонукле-
азная активность в 0 ч. высокая и одинакова 
у макрофагов мышей Б/б и A/Sn (в 0 точке 
пробы разводились в 2 раза). Однако при окра-
шивании макрофагов A/Sn и Б/б азур-эозином 
было обнаружено, что при одинаковой плотно-
сти посадки клеток в системе in vitro, у линии 
A/Sn адгезированных клеток оказалось в два 
раза меньше, чем у мышей Б/б. (рис. 2а, б). 
При сравнении эндоДНКазной активности при 
щелочном и нейтральном рН макрофагов A/Sn 
с контрольными, у A/Sn отмечено повышение 
активности на 18–24% после 18 ч. культивиро-
вания и затем к 24 ч. активность фермента пони-
жалась. В остальном динамика эндоДНКазной 
активности была сходна с таковой у макрофагов 
Б/б. Активность кислых нуклеаз была одинако-
вой у A/Sn и в контрольных макрофагах, но как 
показано выше, обеспечивался этот уровень ак-
тивности вдвое меньшим количеством клеток. 
Существенную роль в формировании ответа на 
любое агрессивное воздействие играют лизосо-
мы. Так кислые нуклеазы лизосом вызывают 
аутолиз клетки при ее повреждении [12]. 

Ядерная каспаза-активируемая ДНКаза 
(CAD) принимает участие в апоптозе клеток 
[20]. И нами отмечена повышенная гибель кле-
ток A/Sn в течении первых суток инкубации по 
сравнению с контролем. Это, вероятно, и явля-
ется одной из причин повышения нуклеазной 
активности адгезированных макрофагов A/Sn. 
Возможно, повышенная нуклеазная активность 
макрофагов мышей линии A/Sn отражает вяло 
текущий воспалительный процесс. Образование 
2–3 ядерных гигантских клеток (см. рис. 2в), 
при 7 дневном культивировании, хотя и явля-
ется компенсаторным процессом, направленным 
на уничтожение чужеродного агента, но и свиде-
тельствует о хроническом течении воспалитель-
ного ответа, который является одним из факто-
ров онкологического риска [7].

На индукцию асептического воспаления 
мыши А/SN отвечают сниженным в 2,5 раза 
притоком макрофагов в перитонеальную по-
лость по сравнению с контрольными мышами 
Б/б. В 3 независимых экспериментах в лаваже 
Б/б было 1,6млн.±0,4млн. мф/мл, у А/SN — 
0,5млн.±0,06млн.мф/мл. Клетки перитонеального 

Рис 1. Активность Mg2+ — эндоДНКазы в макрофагах мышей ли-
нии A/SN и Б/б при инкубации клеток перитонеальных макрофа-

гов при pH 8.3, 7.2 и 5.0.
По оси абсцисс отложено время инкубации, по оси ординат — 

% перехода суперскрученной ДНК плазмиды в кольцевую.
Контроль — термостатированная ДНК плазмиды Bluescript.
Достоверное отличие по сравнению с контролем ( р<0,002)
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эксудата мышей А/SN были гетерогенны по раз-
меру и содержали островки слипшихся клеток. 
Перитонеальный эксудат мышей Б/б был более 
однотипен и не содержал слипшихся клеток. 

Макрофаги Б/б были количественно адгези-
рованы, супернатант содержал незначительное 
количество клеток, большая часть которых была 
погибшей, (окрашивалась трипановым синим), 
окраска на F-актин практически отсутствовала. 
Не адгезированный пул клеток А/SN содержал 
как окрашенные трипановым синим погибшие 
клетки, так и мелкие клетки 8-10μм имеющие 
окраску на F-актин, при витальной окраске 
акридиновым оранжевым плавающие клетки 
имели вид живых. Таким образом, перитонеаль-
ный эксудат мышей А/SN содержит клетки с на-
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рушенной адгезией к субстрату и конгломераты 
слипшихся клеток — скорее всего у данных мы-
шей есть нарушения в экспрессии адгезионных 
молекул. 

Процесс распластывания клеток является 
результатом последовательной разборки цито-
скелета и следующей за ней стадией сборки с 
полимеризацией актина на краях клетки. Распла-
стывающаяся клетка имеет филаподии, складки 
клеточного края, различные выпячивания по-
верхности, что помогает ей контактировать с 
субстратом и другими клетками [4,6]. В наших 
исследованиях в 0 точке, после 2-часовой ад-
гезии клеток, макрофаги Б/б из суспензионного 
состояния переходят к адгезированному, образуя 
филоподии, точки контакта с субстратом, име-
ют слегка поляризованную форму, актин ярко 
выражен (рис. 3а) Макрофаги А/Sn после двух 
часов адгезии недостаточно распластаны клетки 
округлые, выглядят рыхлыми, филлоподий нет 
(рис. 3б).

В качестве индуктора реорганизации цито-
скелета использовали ATRA. Ретиноевая кис-
лота является индуктором дифференцировки 
бластных клеток. Этот процесс сопровождает-
ся увеличением количества молекул адгезии на 
бластных клетках, поляризацией клеток и ре-
организацией актинового цитоскелета [14, 17]. 
ATRA, добавленная в среду для культивирова-
ния в период адгезии, стемулировала распла-
стывание и поляризацию клеток с образованием 
филоподий у макрофагов Б/б в 0 точке (рис. 4а). 
Воздействие ATRA на макрофаги Б/б в течении 
7 суток увеличивало количество филоподий по 
всей поверхности клеток, регулировало плот-
ность макрофагов в монослое (рис. 4б). 

Распластывание макрофагов A/SN в присут-
ствии ATRA в течение 72 ч. происходило без 
образования филоподий , но с полимеризацией 
актина на краях широких протрузий (рис. 4в). 
При инкубации с ATRA в течение 7 суток ма-
крофаги A/SN образовывали микровыросты 
цитоплазмы (рис. 4г). В наших исследованиях 
в ходе эксперимента получали также перитоне-
альные макрофаги без предварительной стиму-
ляции крахмалом. Такие макрофаги A/Sn и Б/б 
имели сходный фенотип при культивировании 
в течении 72 часов.(рис. 5а,в) Добавление ATRA 
в культуральную среду стимулировало образо-
вание филоподий у макрофагов Б/б (рис. 5б), 
макрофаги A/Sn были поляризованы и образо-
вывали длинные псевдоподии (рис. 5г). 

Клетки моноцитарно-макрофагальной си-
стемы выполняют в организме ряд функций: 
уничтожают чужеродные вещества и участвуют 
в механизмах включения и регуляции иммунно-
го ответа. В первом случае это неспецифическое 

Рис. 2. Перитонеальные макрофаги A/SN и Б/б окраска по Рома-
новскому-Гимза, объектив �40, увеличение 400.

а, б — клетки инкубировались в течении 18 часов после адгезии. 
а — макрофаги Б/б;

б — макрофаги A/SN(стрелками показаны погибшие клетки);
в — макрофаги A/SN при инкубации в течении 7 суток, в моно-

слое макрофагов гигантские 2–3-х ядерные клетки

а

б

в
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Рис. 3. Перитонеальные макрофаги мышей линии A/SN и Б/б (0 точка, после 2 ч. адгезии),
окраска актиновых структур родамин-фаллоидином. Флуорисцентная микроскопия, объектив �100, увеличение 1000.

а — макрофаги Б/б, клетки имеют актин богатые контакты с субстратом; б — макрофаги A/Sn, рыхлая структура F-актина

б

б

г

а

а

в

Рис. 4. Перитонеальные макрофаги A/SN и Б/б, инкубация с ATRA 10-7M,
окраска актиновых структур родамин-фаллоидином. Флуорисцентная микроскопия, объектив �100. 

а — макрофаги Б/б, 0 точка (адгезия в присутствии ATRA 10-7M) — поляризация клеток, активное образование филоподий,
б — макрофаги Б/б, инкубация с ATRA 10-7 М в течении 7 суток, многочисленные филоподии в виде ворсинок, подобные ворсинки на-
блюдаются по всей поверхности клеток; в — макрофаги A/Sn, инкубация с ATRA 10-7М в течении 72 часов, поляризация клеток, актин 

богатые протрузии; г — макрофаги A/SN, инкубация с ATRA 10-7M в течении 7 суток — образование микровыростов цитоплазмы
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распознавание вторгшегося агента, основанное 
на адгезионных контактах [2].

Можно предположить, что опухолевые клет-
ки у мышей А/SN могут плохо распознавать-
ся клетками иммунной системы за счет нару-
шения экспрессии некоторых молекул адгезии 
у макрофагов. Известно, что семейство малых 
GTPas регулирует процессы реорганизации 
цитоскелета и тем самым управляет адгезией 
и миграционным поведением клеток. При этом 
Rho и Cdc42 GTPазы регулируют образование 
ламелоподий и филоподий соответственно [21]. 
Ответом на воздействие ретиноевой кислоты 

является, Cdc42 опосредованное, образование 
филоподий [10]. В наших исследованиях у ма-
крофагов A/SN явно снижена (изменена) способ-
ность отвечать подобным образом. Сниженный 
хемотаксис у A/SN может быть опосредован не 
только нарушением представительства молекул 
адгезии на их поверхности, но и нарушением 
именно направленной миграции клеток. Извест-
но, что за направленную миграцию отвечают 
Rho GTPазы Cdc42, Rac1 [8]. Созревание и диф-
ференцировка миелоидных клеток сопровожда-
ется изменениями в экспрессии малых GTPаз, 
при этом развитие моноцитов в направлении 

Рис. 5. Перитонеальные макрофаги (без стимуляции крахмалом) A/SN и Б/б.
Окраска актиновых структур родамин-фаллоидином. Флуорисцентная микроскопия, объектив �100, увеличение 1000.

а — Макрофаги Б/б, 72 часа культивирования — актин богатые контакты с субстратом, протрузии;
б — Макрофаги Б/б, инкубация с ATRA 10-7M в течении 72 часов — многочисленные актин богатые филоподия подобные ворсинки;

в — Макрофаги A/Sn, 72 часа культивирования — ярко выраженные актин богатые протрузии и контакты с субстратом;
г — макрофаги A/Sn , инкубация с ATRA 10-7М—активное образование длинных псевдоподий

ба

гв
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зрелых дендритных клеток сопровождается ро-
стом числа маркеров — Rac1, Cdc42 [19]. В по-
следнее время уделяют много внимания полу-
чению дендритных клеток и противоопухолевой 
терапии на их основе [15]. Наблюдаемые нами 
изменения миграции, адгезии и реорганизации 
цитоскелета у макрофагов A/SN позволяют 
предположить наличие нарушений в экспрес-
сии малых GTPаз, которые контролируют эти 
процессы. Rho GTPазы играют ключевую роль 
в регуляции многих клеточных функций, связан-
ных со злокачественной трансформацией, и ча-
сто рассматриваются в качестве объектов для 
противоопухолевой терапии [9]. Мыши линии 
A/SN интересны в качестве модели для таких 
исследований.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF 
MORPHOFUNCTIONAL INDICATORS 

OF PERITONEAL MACROPHAGES IN MICE 
OF THE CANCER LINE A/SN AND WHITE 

OUTBRED MICE
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RAMS, Novosibirsk

A study of the functional state of peritoneal macrophages 
was conclucted of white outbred mice (W/o) which were resis-
tant to cancer pathology as well as the mice of the A/sn line 
prone to development of cancer diseases. It was reveald that 
due to induction of aceptic infl amention ( induced by starch 
administration), chemotaxis of macrophages of the oncological 
line was 2.5–3 times reduced and capacity to adhesion was 
1.5–2 times lower than capacity of macrophages of the con-
trol group (W/o). The paint on F-actin of cytoskeletone in 
cells showed that cells of the control group form fi lopodia 
as a result of adgesion to the substrate, during intercellular 
contacts as well as during macrophage incubation with retinoic 
acid. Macrophages A/sn can form pseudopodia when exposed 
to retinoic acid. Macrophages of both groups of mice were 
shown to be producer of endonucleases. The same activity 
of these enzymes was provided by the number of cells which 
was 1.5–2 times fewer in mice of the A/sn line. 
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