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В культурах перитонеальных клеток, выделенных от интактных мышей линии BALB/c, изучали осо-
бенности формирования и функционирования многоядерных макрофагов. Вероятно, что процесс клеточного 
слияния не играл существенной роли в мультинуклеации макрофагов в физиологических условиях, но ами-
тотическое деление их ядер являлось основным механизмом формирования бинуклеарных и многоядерных 
макрофагов. О чем свидетельствовала частота встречаемости макрофагов с признаками амитоза и продук-
ции цитокинов, обеспечивающих клеточное слияние. Активность апоптоза многоядерных макрофагов была 
минимальной, что способствовало увеличению их численности. Фагоцитоз и бактерицидная способность 
макрофагов возрастали по мере увеличения класса ядерности этих клеток. Полученные данные свидетель-
ствуют об особенностях образования и функционирования многоядерных макрофагов, которые участвуют 
в реализации патологических процессов, детерминирующих развитие ряда заболеваний. 
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In  cultures  of  peritoneal  cells  isolated  from  intact  mice  of  line  BALB/c,  we  studied  the  peculiarities  of 
formation and function of the multinucleated macrophages. It is likely that the process of cell fusion does not play 
a  significant  role  in multinucleation  of macrophages  in  physiological  conditions,  but  amitosis  of  their  nuclei  is 
the major mechanism of formation binuclear and multinucleated macrophages. As evidenced by the frequency of 
occurrence of macrophages with signs of amitosis and production of cytokines that drive cell fusion. The activity 
of apoptosis in multinucleated macrophages were minimal. It contributed to increase their population. Phagocytosis 
and bactericidal ability of the macrophages increased with increasing grade of nucleus in these cells. The obtained 
data testify about the peculiarities of formation and functioning of multinucleated macrophages that participate in 
the realization of pathological processes that determine the development of diseases. 
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Известно, что многоядерные макрофаги 
(МФ) формируются при развитии грануле-
матозных  заболеваний  различной  этиоло-
гии,  включая  ряд  инфекционных  грануле-
матозов, в том числе туберкулез [2–4], чем 
определяется  актуальность  исследования 
процессов  образования  и  функционирова-
ния многоядерных макрофагальных произ-
водных. 

Одним  из  механизмов  формирования 
многоядерных  клеток  считается  слияние 
МФ [7],  которое  осуществляется  посред-
ством  влияния  цитокинов,  контролирую-
щих  механизмы  клеточного  слияния [6,  8, 
9].  В частности,  показана  роль  гранулоци-
тарно-макрофагального  колониестимули-
рующего  фактора  (Gm-CSF)  в  регуляции 
процесса слияния клеток [9], тогда как фак-
тор некроза опухолей-α (TNF-α) относится 
к  медиаторам,  индуцирующим  клеточную 
фузию [8].  Кроме  того,  амитотическое  де-
ление клеточных ядер также является меха-
низмом образования макрофагальных поли-
нуклеаров [1]. Однако требуется уточнение 

характера мультинуклеации МФ и роли ме-
ханизмов клеточного слияния и амитотиче-
ского деления ядер в этом процессе. 

В то же время к процессам противопо-
ложным  образованию  многоядерных  МФ 
относится  апоптоз  указанных  клеток.  На-
пример, механизм элиминации полинуклеа-
ров в очаге хронического воспаления связан 
с  их  апоптозом [5]. Об  индукции  апоптоза 
свидетельствует  экспрессия  активирован-
ной каспазы-3 (Caspasa-3) [10]. 

Поскольку одними из наиболее важных 
функций  МФ,  включая  их  многоядерные 
производные,  являются  фагоцитоз  и  бак-
терицидная  способность,  определяемая  по 
уровню  продукции  активных  форм  кисло-
рода  (АФК) [1],  то  самоочевидна  актуаль-
ность изучения этих цитофизиологических 
особенностей многоядерных МФ,  участву-
ющих  в  патологических  процессах,  обу-
словливающих патогенез хронических гра-
нулематозных заболеваний. 

Целью  работы  являлось  изучение  ха-
рактера  реализации  амитотического  деле-
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ния  клеточных  ядер,  обусловливающего 
мультинуклеацию  МФ,  оценка  продукции 
цитокинов,  контролирующих  клеточное 
слияние,  детерминирующее  образование 
многоядерных  МФ,  и  экспрессии  факто-
ров,  свидетельствующих  об  их  апоптозе, 
а  также  исследование  цитофизиологиче-
ских особенностей многоядерных МФ (бак-
терицидной  способности  и  фагоцитарной 
активности), формирующихся в первичных 
культурах перитонеальных клеток (ПК) ин-
тактных мышей. 

Материалы и методы исследования 
Эксперименты проводили in vitro на клетках пе-

ритонеального  транссудата  мышей  линии  BALB/c. 
Клеточную  суспензию  получали  после  выведения 
животных  из  эксперимента  методом  дислокации 
шейных  позвонков  под  эфирным  наркозом [1].  Кле-
точные  культуры  инкубировали  в  течение  48  часов 
на покровных стеклах (106 клеток в 2 мл среды 199, 
содержащей 10 % сыворотки крови эмбрионов коров) 
в  культуральных  планшетах  при  37 °С.  Фиксацию 
клеточных культур проводили 4 % водным раствором 
формальдегида на фосфатном буфере (pH 7,3). 

В  исследовании  были  использованы  культуры 
ПК,  выделенных  от  интактных  животных.  Для  ре-
ализации  каждого  применяемого  в  исследовании 
метода  анализа  использовали  6  клеточных  культур. 
В культурах ПК с помощью методов световой микро-
скопии оценивали относительную численность одно-
ядерных, двуядерных и многоядерных (содержащих 3 
и более ядер) перитонеальных МФ [1; 2] при увели-
чении в 400 раз. 

Определяли  частоту  встречаемости  разнящихся 
по классам ядерности МФ с цитоморфологическими 
признаками амитотического деления ядер: формиро-
ванием межъядерной перетяжки, межъядерной пере-
городки и отпочкованием фрагментов ядра. Иденти-
фикацию  МФ,  участвующих  в  клеточном  слиянии, 
осуществляют путем регистрации МФ, продуцирую-
щих ряд медиаторов, контролирующих процесс кле-
точного слияния [2]. При анализе результатов имму-
ноцитохимических исследований и функциональных 
тестов определяли долю МФ с указанными классами 
ядерности, имеющих соответствующие иммуноцито-
химические  признаки  и  морфофункциональные  ха-
рактеристики. 

Оценку  экспрессии  Gm-CSF,  TNF-α,  Caspasa-3 
у МФ проводили непрямым иммуноцитохимическим 
методом [2] с использованием системы визуализации 
на основе биотин-стрептавидин-пероксидазного ком-
плекса  (Novocastra)  и Anti-Rat  Ig  HRP detection  Kit 
(Bd  Pharmingen).  Признаками  экспрессии  Gm-CSF, 
TNF-α, Caspasa-3 у МФ считали наличие окраски ци-
топлазмы в коричневый цвет. 

Оценку уровней продукции АФК проводили по-
средством НСТ-теста  [1]. ПК инкубировали  в  среде 
199,  содержащей  раствор  нитросинего  тетразолия 
(0,1 %), в течение 1 часа при 37 °С. Продукцию АФК 
определяли  в  результате  учета  количества  образу-
ющегося  в  МФ  формазана  методом  компьютерного 
морфометрического анализа при использовании про-
граммы  «Видео-Тест-Морфо  3.2».  При  этом  сумму 
площадей (мкм2) всех изображений гранул формаза-
на, присутствующих в МФ, принимали за показатель 

их  содержания  в  клетке.  Фагоцитарную  активность 
МФ  оценивали  путем  учета  фагоцитарного  числа 
(ФЧ), которым являлось среднее численное значение 
(N) объектов фагоцитоза (гранулы зимозана), прихо-
дящееся на один МФ. 

При статистической обработке полученных дан-
ных  вероятность  достоверности  различий  между 
сравниваемыми  средними  величинами  оценивали 
с  помощью  непараметрического  критерия  Манна  – 
Уитни.  Данные  результатов  анализа  были  представ-
лены в виде m ± m. Различия считали достоверными 
при p < 0,05. 

Результаты исследования  
и их обсуждение 

При  проведении  исследования  было 
установлено, что в интактных культурах ПК 
содержалось 4,0 ± 0,2 % и 0,6 ± 0,1 % соот-
ветственно бинуклеарных и многоядерных 
МФ. В этих клеточных культурах было  за-
регистрировано  минимальное  количество 
одноядерных МФ с признаками экспрессии 
маркера апоптоза Caspasa-3 (при практиче-
ском  отсутствии  экспрессии  у  двуядерных 
и многоядерных МФ) и продукции цитоки-
на  TNF-α,  индуцирующего  процесс  апоп-
тоза  (таблица).  В то  же  время,  поскольку 
TNF-α  является  также индуктором клеточ-
ного  слияния,  детерминирующего  мульти-
нуклеацию МФ,  то  минимальный  уровень 
его продукции (таблица) мононуклеарными 
МФ (при практическом отсутствии таковой 
у  бинуклеаров  и  многоядерных  макрофа-
гальных производных) указывает на то, что 
в  интактных  культурах ПК  индукция  про-
цессов  апоптоза  и  формирования  двуядер-
ных и полинуклеарных МК за счет клеточ-
ной фузии играет незначительную роль. 

Однако  относительная  численность 
МФ,  продуцирующих  регулятор  процес-
са  клеточного  слияния  Gm-CSF,  была 
существенно  выше  (таблица),  чем  МФ, 
синтезирующих  TNF-α  (за  исключением 
полинуклеарных  форм  макрофагальных 
производных), но учитывая абсолютное ко-
личество присутствующих в культурах МФ, 
вероятно, не оказывало  заметного влияния 
на активизацию процесса мультинуклеации 
клеток. 

В противоположность сказанному заме-
тим, что, судя по интенсивности амитотиче-
ского деления ядер МФ, оно имело решаю-
щее  значение  для  процесса  формирования 
бинуклеарных  и  многоядерных  МФ.  При 
этом наблюдалось прогрессивное  увеличе-
ние численности МФ с признаками амито-
тического  деления  их  ядер  в  соответствии 
с  классом  ядерности  таковых  (таблица). 
Основной формой амитотического деления 
ядер МФ являлось  образование межъядер-
ной перетяжки между фрагментами исход-
ной структуры. 
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Активность  фагоцитоза  увеличивалась 
по мере возрастания класса ядерности МФ, 
о  чем  свидетельствовало  соответствующее 
изменение уровня показателя ФЧ (таблица). 
Аналогичная  ситуация  наблюдалась  в  от-
ношении  интенсивности  продукции  АФК, 
определяемой  при  проведении  НСТ-теста 
путем учета объема формазана, содержаще-
гося в МФ, разнящихся по классам ядерности 
(таблица).  Данные  выводы  подтверждают 
установленные  факты,  свидетельствующие 
о гетерогенности популяции МФ в цитофи-
зиологическом плане [1]  и  о  том,  что  класс 
ядерности МФ детерминирует их функцио-
нальные особенности [1; 2]. 

Заключение 
Таким  образом,  в  интактных  культурах 

ПК  основным  механизмом,  обеспечиваю-
щим образование полинуклеарных МФ, сле-
дует считать амитотическое деление ядер. Об 
этом  свидетельствует  высокая  численность 
МФ с признаками  амитоза. Причем низкий 
уровень содержания МФ с экспрессией как 
регулятора клеточного слияния Gm-CSF, так 
и его индуктора TNF-α указывает на незна-
чительное  участие механизма фузии  в  про-
цессе  мультинуклеации  МФ  в  интактных 
культурах ПК. В то же время интенсивность 
апоптоза МФ следует считать минимальной, 
что  обусловливало  относительно  высокую 
численность бинуклеарных и многоядерных 
МФ  в  клеточных  культурах.  Такие  показа-
тели  функциональной  активности МФ,  как 
фагоцитоз и их бактерицидная способность, 
возрастали по мере увеличения класса ядер-
ности  клеток.  Полученные  данные  целесо-
образно  использовать  при  проведении  ком-
плекса  исследований  фундаментальных 
процессов  формирования  и  функциониро-

вания  многоядерных  МФ,  играющих  роль 
в  патогенезе  хронических  гранулематозных 
заболеваний. 
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Цитофизиологические характеристики МФ в культурах ПК мышей линии BALB/c (m ± m)

Учитываемый показатель Количество ядер в МФ
1 2 3 и более

Амитоз ( %) 0,8 ± 0,1 2,5 ± 0,2* 7,0 ± 0,7* **
Gm-CSF ( %) 4,7 ± 0,4 7,0 ± 0,6*  < 0,1
TNF-α ( %) 1,5 ± 0,2  < 0,1  < 0,1

Caspasa-3 ( %) 0,9 ± 0,1  < 0,1  < 0,1
Фагоцитарное число (N) 4,0 ± 0,4 7,0 ± 0,8* 9,0 ± 0,8*
Объем формазана (мкм2) 26,0 ± 3,0 37,4 ± 4,0* 56,0 ± 5,3* **

П р и м е ч а н и е . *p < 0,05 по сравнению с одноядерными и **p < 0,05 с бинуклеарными МФ. 


