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УДК 576.3:611.013.395[-097] 
ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЕЙ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ В МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 

СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ И МАКРОФАГАХ ПРИ ИХ СОВМЕСТНОМ КУЛЬТИВИРОВАНИИ 

А. Н. Кондрачук1, Э. А. Надыров1, А. Е. Козлов2, М. В. Матвеенков2, А. С. Шафорост1, 
А. А. Зятьков1, А. Н. Переволоцкий3, Т. В. Переволоцкая3, В. Н. Беляковский1 

1Учреждение образования 
«Гомельский государственный медицинский университет» 

г. Гомель, Республика Беларусь 
2Государственное научное учреждение  

«Институт радиобиологии» Национальной академии наук Беларуси 
г. Гомель, Республика Беларусь 

3Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 
«Всероссийский научно-исследовательский институт радиологии и агроэкологии» 

г. Обнинск, Российская Федерация 

Цель: определить спонтанный и индуцированный уровень экспрессии генов цитокинов в мезенхималь-
ных стромальных клетках (МСК) и макрофагах при их совместном культивировании как модель изучения 
иммуномодуляторных свойств мезенхимальных стромальных клеток. 
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Материалы и методы. Анализировали культуры клеток лабораторных мышей линии C57Bl/6: в каче-

стве контрольных групп изучали обособленные краткосрочные интактные культуры мезенхимальных стро-
мальных клеток и макрофагов. Культуры мезенхимальных стромальных клеток и перитонеальных макро-
фагов при их совместном культивировании в условиях стимуляции липополисахаридом Escherichia coli в 
концентрациях 1 и 5 мкг/мл выступали как экспериментальные группы. 

Результаты. Установлены статистически значимые различия (p < 0,05) по величине нормализованной 
экспрессии генов TNF-α и IL-1β между контрольными группами и группами мезенхимальных стромальных 
клеток, стимулированных липополисахаридом в концентрациях 1 и 5 мкг/мл, что свидетельствует об отли-
чиях в спонтанной и митоген-индуцированной продукции биологически-активных медиаторов. 

Заключение. Установлены статистически значимые различия (p < 0,001), которые характеризовались 
снижением уровня нормализованной экспрессии генов TNF-α и IL-1β между контрольными группами (ин-
тактные культуры МСК и перитонеальные макрофаги) и группами стимулированных липополисахаридом 
МСК в концентрациях 1 и 5 мкг/мл. Проведенные исследования позволяют предложить мезенхимальные 
стромальные клетки и макрофаги в качестве клеток, осуществляющих регуляцию иммунного ответа при 
заболеваниях, связанных с риском хронизации воспалительного процесса. Результаты исследования в 
перспективе будут использованы для создания модели, позволяющей экстраполировать условия in vitro к 
процессам, протекающим в очаге воспаления в живом организме. 

Ключевые слова: мезенхимальные стромальные клетки, макрофаги, цитокины. 
 
Objective: to determine the spontaneous and induced level of cytokine gene expression in mesenchymal stro-

mal cells (MScs) and macrophages during their joint cultivation as a model for studying the immunomodulatory 
properties of mesenchymal stromal cells. 

Materials and methods. C57Bl/6 cell cultures of laboratory mice were analyzed: isolated short-term intact cul-
tures of mesenchymal stromal cells and macrophages were studied as control groups. The cultures of mesenchymal 
stromal cells and peritoneal macrophages at their joint cultivation under conditions of Escherichia coli lipopolysac-
charide stimulation in concentrations of 1 and 5 µg/ml acted as experimental groups. 

Results. Statistically significant differences (p < 0.05) in the value of normalized expression of TNF-α and IL-
1β genes between control groups and groups of mesenchymal stromal cells stimulated by lipopolysaccharide in con-
centrations of 1 and 5 µg/ml were found, which indicates differences in spontaneous and mitogen-induced produc-
tion of biologically active mediators. 

Conclusion. Statistically significant differences (p < 0.001) were found, which were characterized by a de-
crease in the normalized expression of TNF-α and IL-1β genes between the control groups (intact MSc cultures and 
peritoneal macrophages) and the groups of MSc stimulated by lipopolysaccharide in concentrations of 1 and 5 
µg/ml. The studies performed allow us to propose mesenchymal stromal cells and macrophages as cells that regulate 
the immune response in diseases associated with the risk of chronization of the inflammatory process. In the long 
term, the results of the study will be used to create a model that allows extrapolating in vitro conditions to the pro-
cesses occurring in the inflammation zone in a living organism. 

Keywords: mesenchymal stromal cells, macrophages, cytokines. 
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Введение 
Известно, что любые клетки, введенные в 

организм с терапевтической целью, в первую 
очередь сталкиваются с факторами врожден-
ного иммунитета. Важным аспектом влияния 
мезенхимальных стромальных клеток (МСК) 
на врожденный иммунитет является взаимо-
действие их с моноцитами и происходящими 
от них клетками воспаления. Моноциты и мак-
рофаги под влиянием микроокружения, прохо-
дят поляризацию для обеспечения либо мощ-
ных локальных фагоцитарных реакций, либо 
для продукции ряда противовоспалительных 
факторов, участвуя в фазе разрешения и вос-
становления тканевых повреждений [1]. В 
настоящее время известны две взаимодопол-
няющие концепции влияния МСК на другие 
клетки in vivo: взаимодействие реализуется как 

за счет непосредственных клеточных контак-
тов, так и посредством продукции ими пара-
кринных факторов. Спектр секретируемых 
МСК факторов не постоянен и зависит от вза-
имной регуляции МСК, клеток иммунной си-
стемы, медиаторов иммунного ответа, то есть 
от локального микроокружения, в том числе 
воспалительного [2]. 

В то же время, согласно современной ги-
потезе, сами МСК по иммуномодулирующей 
активности можно условно разделить на два 
типа в зависимости от активации Toll Like ре-
цепторов на клетках: МСК-1 — провоспали-
тельные и МСК-2 — иммуносупрессивные, что, 
очевидно, характеризуется спектром продуци-
руемых ими цитокинов и в целом позволяет 
определить общий эффект МСК на иммунную 
систему как «иммуномодулирующий» [3]. 
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Эффективное использование МСК как 
пула малодифференцированных стромаль-
ных предшественников в клинической прак-
тике невозможно без всестороннего изучения 
их физиологии с учетом их места и роли in 
situ, в конкретной тканевой локализации. В 
связи с этим изучение влияния факторов 
микроокружения на функциональную актив-
ность как этих клеток, а также паракринное 
влияние самих МСК на другие клетки явля-
ется важной практической и фундаменталь-
ной задачей. 

Цель работы 
Определить спонтанный и индуцирован-

ный уровень экспрессии генов цитокинов в 
МСК и макрофагах при их совместном культи-
вировании как модель изучения иммуномоду-
ляторных свойств МСК. 

Материалы и методы 
Экспериментальные исследования прово-

дились в соответствии с «Европейской кон-
венции о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов или в иных 
научных целях» [4]. Для исследования были 
сформированы 4 группы культур клеток от 8–
10 особей лабораторных мышей линии C57Bl/6 
в каждой группе. Первую и вторую группу со-
ставили краткосрочные интактные культуры 
МСК и перитонеальных макрофагов, как кон-
трольные группы, третью и четвертую группы — 
культуры МСК и перитонеальных макрофагов 
при их совместном культивировании в услови-
ях индукции липополисахаридом, как группы 
сравнения. В качестве стимулирующего фак-
тора использован готовый коммерческий пре-
парат липополисахарида — Lypopolysaccharide 
from Escherichia coli 055:B5 (Sigma, США) в 
концентрациях 1 и 5 мкг/мл (группы «МСК-1» 
и «МСК-5» соответственно). 

МСК жировой ткани получали по адапти-
рованной общепринятой методике выделения 
путем ферментативной обработки ткани колла-
геназой I типа [5]. Концентрацию клеток дово-
дили до 1×106/мл полной культуральной сре-
дой и разливали по 3 мл в лунки 6-луночного 
планшета для адгезионных культур (Sarstedt, 
Германия). В качестве полной культуральной 
среды использовали DMEM/F-12 (Gibco-Invitrogen, 
США) с 10% FBS (HyClone, США). Клетки 
культивировали в CO2 инкубаторе при 37 °С, 
5 % СО2. в виде первичной культуры в течение 
7–9 дней с 50 % заменой среды каждые 2 дня. 
На протяжении всего срока культивирования в 
разные сроки состояние культуры монитори-
ровали с помощью инвертированного микро-
скопа. К 7–9-м суткам доминирующей популя-
цией были фибробластоподобные элементы. 
Для оценки экспрессии генов цитокинов клет-

ки снимались с пластика с помощью 0,25 % 
раствора трипсин/EDTA. 

Взятие перитонеального экссудата для по-
лучения макрофагов проводили по адаптиро-
ванным общепринятым методикам [6]. После 
выделения макрофаги подсчитывали в камере 
Горяева (в среднем выделяется около 1×106 
клеток в мл). До момента посева культуры 
клетки сохраняли на льду. 

Для сокультивирования использовали 
мембранные вставки ThinCert™ (Greiner Bio-
one, Германия) для 6-луночных планшетов с 
размером пор 0,4 мкм. В лунки планшета вы-
севали МСК в концентрации 25×104 клеток/мл. 
В ячейки мембранных вставок высевали пери-
тонеальные макрофаги в концентрации 1× 
106/мл. Клетки стимулировали, как описано 
выше. После прикрепления клеток к мембране 
вставок их переносили в лунки планшета и со-
культивировали МСК и макрофаги в течение 
16 часов. В качестве контроля использовали 
активированные и интактные культуры МСК и 
макрофагов, культивируемые в аналогичных 
режимах и условиях. 

Для проведения сравнительной характери-
стики уровней спонтанной и митоген-
индуцированной продукции цитокинов в куль-
турах МСК и макрофагов выбраны уровни 
экспрессии генов кодирующих продукцию ци-
токинов TNF-α и IL-1β.  

Для статистической обработки результатов 
была использована программа «Statistica», 12.0. 
В качестве нулевой гипотезы (H0) принято 
предположение об отсутствии различий между 
исследованными группами образцов по норма-
лизованной экспрессии генов IL-1β и TNF-α. 
Расчет мощности исследования проводился с 
использованием двухстороннего Т-критерия. 
Нормальность распределения числовых при-
знаков проводили с помощью критерия Кол-
могорова-Смирнова. При анализе числовых 
данных было установлено, что числовые ряды 
не подчинялись закону нормального распреде-
ления. В этой связи представленные данные 
были выражены в виде медианы (Me) и интер-
квартильного размаха (Q1-Q3). Сравнительный 
анализ между группами проводился с исполь-
зованием критерия Краскела-Уоллиса (множе-
ственные сравнения), сравнение между груп-
пами проводилось с использованием критерия 
Манна-Уитни. Результаты считали статистиче-
ски значимыми при p ˂ 0,05 [7]. 

Оценку уровня потенциальной продукции 
цитокинов проводили по экспрессии соответству-
ющих генов при помощи метода Real-Time PCR с 
применением красителя SYBR Green. Структура 
праймеров, использованных для оценки уровня 
экспрессии, приведена в таблице 1. 
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Таблица 2 — Значения нормализованной экспрессии локусов генов, отвечающих за синтез интер-
лейкинов в экспериментальных группах исследований (Me [Q1; Q3]) 

Цитокины 
Группа 

p 
МСК контроль (1) Макрофаги (2) МСК-1 (3) МСК-5 (4) 

TNF-α 
34,32 

[21,95; 46,82] 
82,982 

[32,37; 175,67] 
1,419 

[0,737; 2,142] 
1,700 

[0,864; 2,976] 

p1,2 = 0,127 
p1,3 ˂ 0,001 
p1,4 ˂ 0,001 
p2,3 ˂ 0,001 
p2,4 ˂ 0,001 
p3,4 = 0,270 

IL-1β 
1059,15 

[265,84; 285,58] 
532,07 

[275,83; 1131,96] 
2,844 

[1,824; 4,0536] 
5,950 

[3,247; 8,237] 

p1,2=0,563 
p1,3˂0,001 
p2,3˂0,001 
p2,3=0,001 
p2,4˂0,001 
p3,4=0,040 

 
 

Как видно из данных таблицы 2, макси-
мальный уровень экспрессии TNF-α наблюдал-
ся во 2-й группе (макрофаги без стимуляции) и 
составил 82,982 [32,37; 175,67]. Указанный 
уровень экспрессии был статистически значи-
мо выше в сравнении с тремя другими группа-
ми клеток: 1-й группой (МСК без стимуляции), 
где уровень экспрессии составил 34,32 [21,95; 
46,82], 3-й группой (МСК-1) — 1,419 [0,737; 
2,142] и 4-й группой (МСК-5) — 1,700 [0,864; 
2,976]. Статистическая значимость для всех 
групп составила p ˂ 0,001. 

При анализе уровней экспрессии IL-1β 
максимальные значения определялись в кон-
трольных группах (интактные культуры МСК 
и макрофагов) и составило 1059,15 [265,84; 
1285,58] и 532,07 [275,83; 1131,96] для 1-й и 
2-й групп соответственно. При проведении 
сравнительного анализа статистически значи-
мых различий  установлено не было (p ˃ 0,05), 
что, по-видимому, связано с большим разбро-
сом числовых значений. В 1-й группе указан-
ный показатель статистически превышал ана-
логичный уровень в 3-й группе — 2,844 [1,824; 
4,0536] (p ˂ 0,001) и соответствующий показа-
тель в 4-й группе — 5,950 [3,247; 8,237], а так-
же при попарном сравнении показателей экс-
прессии гена IL-1β между группами (p ˂ 
0,001). В то же время были обнаружены разли-
чия в значениях в зависимости от концентрации 
бактериального стимулятора липополисахарида. 
При стимуляции в концентрации 5 мкг/мл уро-
вень экспрессии IL-1β был в два раза выше, 
чем при стимуляции в концентрации 1 мкг/мл. 

Известно, что продукция цитокинов явля-
ется ответом только на определенный стимул, 
хотя МСК (как и иммунокомпетентные клетки) 
потенциально являются «запрограммирован-
ными» на экспрессию генов определенного 
спектра цитокинов. Но снятие или изменение 
этой «программы» не реализуются в культурах 

in vitro, а возможно только в организме, в 
условиях взаимодействия с клетками микро-
окружения. Этот факт свидетельствует в поль-
зу общепринятого предположения о том, что 
число МСК, например, в очагах воспаления 
также, как и синтез цитокинов в первичных 
культурах будут находиться под влиянием ак-
тивированных антигенами иммунокомпетент-
ных клеток (макрофаги, лимфоциты). 

Заключение 
Установлены статистически значимые 

различия (p < 0,001), которые характеризова-
лись снижением уровня нормализованной экс-
прессии генов TNF-α и IL-1β между контроль-
ными группами (интактные культуры МСК и 
перитонеальные макрофаги) и группами сти-
мулированных липополисахаридом МСК в 
концентрациях 1 и 5 мкг/мл. Выявленные из-
менения свидетельствуют об отличиях в моде-
ли спонтанной и дозозависимой митоген-
индуцированной продукции цитокинов. 

Таким образом, проведенное исследование 
расширяет существующие представления о им-
муномодуляторных свойствах МСК и их влия-
нии на иммунокомпетентные клетки, в частно-
сти, макрофаги. Интерес к вероятным процессам 
активации и поляризации макрофагов объясня-
ется тем, что они играют ведущую роль в регу-
ляции репаративных процессов и воспаления. В 
этой связи взаимовлияние МСК и макрофагов в 
качестве регуляторных клеток могут рассматри-
ваются в качестве потенциальных кандидатов 
при разработке новых клеточных технологий, 
осуществляющих регуляцию иммунного ответа 
при заболеваниях, связанных с риском хрониза-
ции воспалительного процесса. Кроме того, по-
лученные в ходе выполнения работы результаты 
в перспективе будут использованы для создания 
модели, позволяющей экстраполировать условия 
in vitro к процессам, протекающим в очаге вос-
паления в живом организме. 
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