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Исследования последних лет убедительно дока-
зывают важнейшую роль макрофагов в регуля-
ции процессов воспаления и репарации. Было 
показано, что пластичность макрофагов позво-
ляет им последовательно изменять свой функ-
циональный фенотип во время ранозаживления 
[1]. Они играют важную роль в паракринной 
регуляции фибробластов, продуцируя ростовые 
факторы с фибромодулирующей активностью 
(включая TGFβ, FGF, PDGF, а также VEGF, об-
ладающий проангиогенной активностью) [2].

Одним из продуктов секретома макрофагов 
является ангиогенин — многофункциональный 
белок, участвующий в модуляции большого 
количества патофизиологических процессов, 
включая онкогенез, воспаление, аутоиммуни-
тет, репродукцию, нейропротекцию, регенера-
цию повреждённых тканей [3,4]. Он оказывает 
противовоспалительное и мощное проангио-
генное действие, регулирует рост, апоптоз и 
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дифференцировку клеток [4,5]. Функциональ-
ная активность ангиогенина в значительной 
степени определяет течение и разрешение ране-
вого процесса [6,7].

Ранее нами показано, что М2-макрофаги, 
фенотип которых индуцирован взаимодействи-
ем с апоптотическими клетками (М2(LS, Low 
Serum)), проявляют выраженные профиброген-
ные свойства, активно стимулируя пролифера-
цию и дифференцировку фибробластов дермы 
[8], однако вклад ангиогенина в данный эффект 
неясен.

Целью данной работы являлось изучение 
продукции ангиогенина различными функцио-
нальными фенотипами макрофагов человека и 
возможной роли этого фактора в опосредовании 
фибромодулирующей активности макрофагов.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Макрофаги генерировали из моноцитов перифе-
рической крови 10 здоровых доноров в возрасте 
22-48 лет, как указано в работе [8]. Забор крови 
и все исследования проведены после получения 
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информированного согласия в соответствии с 
протоколом, утверждённым этическим коми-
тетом НИИФКИ. Линия дермальных фиброб-
ластов NAF1 предоставлена ЦКП "Коллекция 
плюрипотентных культур клеток человека и 
млекопитающих общебиологического и био-
медицинского направления" ФИЦ ИЦиГ СО 
РАН. Рекомбинантный ангиогенин предостав-
лен компанией ООО "Лаборатория Ангиофарм" 
(Новосибирск).

Уровень ангиогенина в супернатантах мак-
рофагов определяли с помощью ИФА (ELISA 
kit; R&D System). Пролиферативный уровень 
фибробластов оценивали в присутствии/отсут-
ствие ангиогенина (10, 50, 100, 200 нг/мл) или 
TGF-β1 (20 нг/мл; PeproTech) на 5-й день с по-
мощью WST-теста в соответствии с инструкци-
ей производителя. Эксперимент с ингибирова-
нием ангиогенина проводили с использованием 
200 нг/мл неомицина ("Агрофарм").

Дифференцировку фибробластов определя-
ли на 5-й день в присутствии/отсутствие ангио-
генина или TGF-β1 (20 нг/мл) по уровню внутри-
клеточной экспрессии альфа-гладкомышечного 
актина (α-SMA) с помощью проточной цитомет-
рии (антитела к α-SMA; R&D Systems).

Статистическую обработку полученных 
результатов проводили в программе Statistica 
8.0 (StatSoft, Inc.). Данные представляли в виде 
медианы (Ме) и интерквартильного диапазона 
(Q1; Q3). Значимость различий рассчитывали 
с помощью критерия Вилкоксона для парных 
выборок при p<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На первом этапе был проведён анализ продук-
ции ангиогенина макрофагами человека (рис. 1). 
Макрофаги продуцировали ангиогенин на хоро-
шо детектируемом уровне, при этом М1(LPS), 
M2a(IL-4) и M2c(Dex) характеризовались со-
поставимым уровнем продукции (1730, 1220 
и 1160 пг/мл соответственно), в то время как 
М2(LS), поляризованные в М2-направлении в 
результате эффероцитоза, отличались значимо 
более высоким уровнем продукции ангиогенина. 
Его содержание в культуральных супернатан-
тах достигало 4730 пг/мл и более чем в 2.7 ра за 
превышало уровень продукции данного фак-
тора другими функциональными фенотипами 
(как М1, так и М2). Продукция ангиогенина 
дермальными фибробластами NAF1 была су-
щественно ниже (280 пг/мл).

Ранее вклад ангиогенина в репаративный 
процесс преимущественно связывали с его 

мощным проангиогенным действием [9], поэто-
му сначала необходимо было оценить влияние 
экзогенного ангиогенина на функциональную 
активность фибробластов дермы. Мы проана-
лизировали действие различных концентраций 
рекомбинантного ангиогенина на пролифератив-
ный ответ фибробластов и обнаружили концен-
трационно-зависимый стимулирующий эффект 
на пролиферацию NAF1, который исчезал при 
высоких концентрациях (200 нг/мл) (рис. 2, а). 
Более того, в концентрации 50 нг/мл стимули-
рующее влияние ангиогенина превышало эф-
фект TGF-β1 (20 нг/мл), используемого в каче-
стве позитивного контроля.

На следующем этапе мы оценивали влияние 
рекомбинантного ангиогенина на дифференци-
ровку фибробластов. α-SMA является одним из 
ключевых маркеров миофибробластов — основ-
ных клеток, продуцирующих внеклеточный мат-
рикс и играющих ведущую роль в ранозаживле-
нии [10]. Увеличение клеток, экспрессирующих 
данный белок, косвенно может свидетельство-
вать о стимулирующем влиянии ангиогенина 
на процесс дифференцировки фибробластов. 
Рекомбинантный ангиогенин в концентрации 
50 нг/мл способствовал увеличению количе-
ства α-SMA-экспрессирующих клеток в культу-
рах NAF1 по сравнению с уровнем спонтанной 
дифференцировки фибробластов (63.5% против 
55%), однако максимальный стимулирующий 
эффект ангиогенина при этом не достигал зна-
чений TGFβ-индуцированного (позитивного) 
контроля (80.5%) (рис. 2, б).

На завершающем этапе был исследован 
вклад ангиогенина в пропролиферативную 

Рис. 1. Содержание ангиогенина в супернатантах 
функциональных фенотипов макрофагов.
*р<0.05 по сравнению с M1(LPS), M2a(IL-4) и M2c(Dex). 
N=7.
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активность М2(LS). Неомицин — ингибитор 
ангиогенина [11], блокирующий его ядерную 
транслокацию в клетке. Мы показали значи-
тельное снижение эффекта кондиционных сред 
M2(LS) на пролиферативный ответ NAF1 в при-
сутствии неомицина (до 30%) (рис. 3, б), что 
свидетельствует о наличии ангиогенинзави-
симых путей влияния макрофагов на пролифе-
рацию фибробластов дермы. При этом неоми-
цин не снижал уровень спонтанной пролифе-
ративной активности фибробластов (рис. 3, а), 
несмотря на то что клетки NAF1 способны са-
мостоятельно продуцировать ангиогенин.

Полученные нами данные свидетельству-
ют о чувствительности клеточной линии дер-
мальных фибробластов NAF1 к ангиогенину 
и согласуются с исследованиями, продемон-
стрировавшими положительные корреляцион-
ные связи между концентрацией ангиогенина 
и активностью пролиферации и экспрессии 
белка α-SMA в фибробластах конъюнктивы и 
птери гиума [12], а также с работой, показавшей 
важное значение ангиогенина для миграции и 
инвазии фибробластов предстательной желе-
зы [13]. В то же время работы [12,13] ограни-
чены исследованием эндогенного ангиогенина, 

Рис. 3. Влияние неомицина на пролиферативную активность дермальных фибробластов линии NAF1 (WST-
тест), стимулированных ангиогенином (в триплетах) (а) и кондиционными средами М2(LS) (б).

Рис. 2. Влияние рекомбинантного ангиогенина на функциональную активность дермальных фибробластов 
линии NAF1.
а — пролиферативная активность фибробластов (WST-тест); количество экспериментов n=4-5. б — доля 
α-SMA+-клеток в культурах NAF1, обработанных рекомбинантным ангиогенином; количество экспериментов 
n=4. *p<0.05 по сравнению с контролем.
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вырабатываемого фибробластами, тогда как 
полученные нами результаты демонстрируют 
прямой стимулирующий эффект экзогенного ан-
гиогенина на активность фибробластов дермы. 
Интересно также, что в более высоких концен-
трациях (250-1000 нг/мл) ангиогенин, по-види-
мому, способен оказывать защитное действие 
против образования рубцов, снижая пролифе-
рацию фибро бластов и секрецию ими TGF-β1, 
как показано в работе [14]. Мы также не обна-
ружили стимулирующего эффекта ангиогенина 
в концентрации 200 нг/мл на пролиферативный 
ответ фибробластов. Эти данные свидетельству-
ют о разностороннем влиянии рекомбинантно-
го ангиогенина на функциональную активность 
дермальных фибробластов, которое, по-видимо-
му, определяется концентрацией фактора.

Таким образом, макрофаги человека проду-
цируют ангиогенин в гораздо больших концен-
трациях по сравнению с дермальными фибро-
бластами, причём наиболее высокий уровень 
продукции характерен для М2(LS), поляриза-
ция которых связана с эффероцитозом и для 
которых ранее нами была продемонстриро вана 
выраженная профиброгенная активность. При 
этом блокирование ангиогенина с помощью 
нео мицина снижает пропролиферативный эф-
фект экзогенного ангиогенина и кондиционных 
сред М2(LS), не оказывая влияния на спонтан-
ную пролиферативную активность фиброблас-
тов. Это позволяет предположить, что относи-
тельно низкий уровень эндогенной продукции 
ангиогенина фибробластами не играет значи-
мой роли в поддержании пролиферации фибро-
бластов линии NAF1 в культуре in vitro, в то 
время как более высокие концентрации ангиоге-
нина, содержащиеся в супернатантах М2(LS), 
опосредуют стимулирующий эффект макрофа-
гов на пролиферацию фибробластов. Таким об-
разом, ангиогенин является важным медиато-
ром паракринной регуляции, осуществляемой 
макрофагами в отношении фибробластов.

Авторы выражают благодарность А.А.Пур-
тову (ООО "Лаборатория Ангиофарм", Ново-
сибирск) за предоставление рекомбинантного 
человеческого ангиогенина.
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