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РАСТВОРИМЫЕ ФАКТОРЫ МАКРОФАГОВ  
ЧЕЛОВЕКА СПОСОБНЫ ИНГИБИРОВАТЬ  
TGF-ββ-ИНДУЦИРОВАННУЮ ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ 
ФИБРОБЛАСТОВ ЛЕГКИХ
Максимова А.А., Шевела Е.Я., Сахно Л.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Макрофаги являются ключевыми клетками-регуляторами фиброгенеза и благодаря сво-
ей пластичности и гетерогенности способны оказывать как про-, так и антифиброгенное действие. 
В некоторых работах был продемонстрирован антифиброгенный потенциал макрофагов в отноше-
нии фибробластов дермы, однако влияние макрофагов на функции фибробластов легких остается не-
исследованным. Таким образом, целью данного исследования являлось изучение влияния кондици-
онных сред макрофагов человека, дифференцированных M-CSF/GM-CSF и далее поляризованных 
дексаметазоном/неполяризованных на TGF-β-индуцированную дифференцировку фибробластов 
легких. Макрофаги генерировали из моноцитов периферической крови условно здоровых доноров 
в присутствии M-CSF или GM-CSF в течение 7 дней. На 5-й день добавляли дексаметазон с целью 
получения поляризованных макрофагов M-M(Dex) и GM-M(Dex), которые сравнивали с неполяри-
зованными M-M0 и GM-M0, к которым не добавляли дексаметазон. Далее собирали кондиционную 
среду макрофагов указанных подтипов, которую тестировали по способности ингибировать диф-
ференцировку фибробластов легких (клеточная линия HLF210). Для этого к культурам фибробла-
стов одномоментно добавляли TGF-β (индуцирующий фактор дифференцировки) и кондиционную 
среду макрофагов. Дифференцировку оценивали по уровню экспрессии маркера миофибробластов 
α-гладкомышечного актина (α-SMA) и продукции белка внеклеточного матрикса – коллагена I типа. 
Анализ α-SMA был выполнен при помощи проточной цитометрии. Содержание коллагена I типа 
определяли иммуноферментным методом. Оценку экспрессии α-SMA проводили с использованием 
3D-культур фибробластов, поскольку полученные нами данные демонстрируют, что при стандартном 
культивировании происходит спонтанная активация фибробластов, тогда как в 3D-культурах коли-
чество α-SMA-позитивных клеток значительно меньше, что свидетельствует о более физиологичном 
росте клеток. Кондиционные среды дексаметазон-поляризованных макрофагов, независимо от диф-
ференцировочного стимула, не влияли значимо на экспрессию α-SMA, а также уровень продукции 
коллагена I типа клетками HLF210. Напротив, растворимые факторы М-М0 оказывали выраженный 
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ингибирующий эффект, приводя к снижению количества фибробластов, экспрессирующих маркер 
миофибробластов, а также к снижению содержания коллагена I типа в исследуемых культурах фибро-
бластов. При этом GM-M0 не обладали таковым эффектом и, подобно поляризованным макрофагам, 
не ингибировали дифференцировку фибробластов легких. В целом, полученные результаты свиде-
тельствуют о возможном антифиброгенном потенциале М-М0 макрофагов. При этом отсутствие та-
кового эффекта в GM-M0 макрофагах свидетельствует о важном вкладе дифференцировочного фак-
тора в формирование антифиброгенного фенотипа макрофагов.

Ключевые слова: макрофаги, фибробласты, кондиционные среды, антифиброгенная активность, коллаген, 
α-гладкомышечный актин

SOLUBLE HUMAN MACROPHAGE FACTORS ARE ABLE 
TO INHIBIT TGF-ββ-INDUCED DIFFERENTIATION OF LUNG 
FIBROBLASTS
Maksimova A.A., Shevela E.Ya., Sakhno L.V.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Macrophages are key regulatory cells of fibrogenesis. They can have pro- or antifibrotic activity 
due to their plasticity and heterogeneity. Some studies have shown the antifibrotic effect of macrophages 
on dermal fibroblasts, but the effect of macrophages on the lung fibroblast functions remains unexplored. 
Therefore, the purpose of this study was to examine the influence of conditioned media of human macrophage 
differentiated by M-CSF/GM-CSF and further dexamethasone polarized/unpolarized on the TGF-β-induced 
lung fibroblast differentiation. Macrophages were derived from peripheral blood monocytes of healthy donors. 
Monocytes were differentiated by M-CSF or GM-CSF for 7 days. On day 5, dexamethasone was added to 
generation of polarized macrophages M-M(Dex) and GM-M(Dex). Polarized macrophages were compared 
with non-polarized M-M0 and GM-M0, to which dexamethasone was not added. Next, the conditioned 
medium of these macrophage subtypes was collected and tested for inhibition the lung fibroblast differentiation 
(HLF210 cell line). To do this, TGF-β (inducing differentiation factor) and conditioned macrophage medium 
were added to fibroblast cultures. Effectiveness of differentiation was estimated by the expression of the 
myofibroblast marker, α-smooth muscle actin (α-SMA), and the production of extracellular matrix protein, 
collagen I. The expression of α-SMA was determined using flow cytometry. The concentration of collagen 
I was measured by ELISA. Since our data indicates that spontaneous activation of fibroblasts occurs during 
standard cultivation, the α-SMA expression was investigated in 3D culture of fibroblasts. Notably, the content 
of α-SMA-positive cells in 3D cultures was significantly reduced, indicating more physiological growth cells. 
Regardless of the differentiation stimulus, the conditioned media of dexamethasone-polarized macrophages 
do not affect the level of collagen I production or the α-SMA expression. On the contrary, M-M0 showed 
a strong inhibitory effect that reduced the amount of collagen I in the fibroblast cultures and the expression 
of marker myofibroblasts by fibroblasts. Interesting, GM-M0 had no such effect and did not prevent lung 
fibroblast differentiation like polarized cells. Taken together, the findings suggest that M-M0 macrophages 
may have antifibrotic properties. Furthermore, the lack of this effect in GM-M0 macrophages indicates that 
the differentiation factor plays a significant role in the development of the antifibrotic macrophage phenotype.

Keywords: macrophages, fibroblasts, conditioned media, antifibrotic activity, collagen, α-smooth actin
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Введение
Легочный фиброз представляет собой полиэ-

тиологическую патологию, характеризующуюся 
разрастанием соединительной ткани в легких. 

Долгое время считалось, что фиброз необратим, 
но некоторые эксперименты in vivo и известные 
случаи регрессии фиброза легких у людей [3, 4, 
8] доказывают, что это не так. Тем не менее эф-
фективного лекарства, которое могло бы помочь 
обратить процесс вспять, на данный момент не 
существует, а известные антифибротические пре-



651

Макрофаги ингибируют фибробласты
Macrophages inhibit fibroblasts2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

параты, такие как пирфенидон и нинтеданиб, 
замедляют прогрессирование фиброза, а не спо-
собствуют его разрешению. Поэтому поиск те-
рапевтических методов, которые позволили бы 
предотвратить развитие фиброза и восстановить 
нормальную структуру легочной ткани, является 
актуальным. Определенные надежды связывают 
с развитием клеточной терапии, направленной 
на перепрограммирование макрофагов или ис-
пользование макрофагов с антифиброгенными 
свойствами [11].

Макрофаги являются гетерогенной и высоко-
пластичной популяцией клеток. В рамках кон-
цепции влияния на процесс воспаления выделя-
ют М1- и М2-макрофаги с провоспалительными 
и противовоспалительными свойствами соответ-
ственно. Кроме того, в настоящий момент извест-
но, что подмножества М1- и М2-макрофагов ге-
терогенны и в зависимости от стимулов, которые 
формируют функциональный фенотип макрофа-
гов, могут проявлять различную активность. Так, 
например, в отношении фибротического про-
цесса М2-макрофаги, поляризованные IL-4 (так 
называемые М2а) и/или IL-13, обладают профи-
брогенным действием, стимулируя активность 
фибробластов кожи, тогда как М2-макрофаги, 
поляризованные IL-10 (М2с), проявляют анти-
фиброгенные свойства [10]. Однако влияние ма-
крофагов человека на дифференцировку легоч-
ных фибробластов остается неизученным. 

Данное исследование нацелено на изучение 
влияния кондиционных сред макрофагов чело-
века на способность фибробластов легких акти-
вироваться под влиянием профиброгенных сти-
мулов, что in vitro модулирует раннюю стадию 
формирования фиброза. Миофибробласты, обра-
зующиеся из фибробластов в результате их диф-
ференцировки, являются ключевыми клетками 
в фиброзном процессе [1]. Они характеризуются 
активной продукцией внеклеточного матрик-
са (ВКМ), в первую очередь – коллагена, экс-
прессией α-гладкомышечного актина (α-SMA) 
и виментина, а также способностью к сократи-
мости [1]. Основным фактором, индуцирующим 
дифференцировку фибробластов в миофибро-
бласты, является TGF-β [7]. Таким образом, для 
того, чтобы оценить способность макрофагов 
ингибировать дифференцировку фибробластов, 
в культуры фибробластов, наряду с TGF-β, до-
бавляли кондиционные среды различно активи-
рованных макрофагов. 

Согласно полученным нами ранее данным, 
макрофаги, поляризованные дексаметазоном 
М(Dex), характеризуются низкой TGF-β-
продуцирующей активностью, что в совокупно-
сти с активной продукцией ММР и низким уров-
нем TIMP-1, а также минимальным влиянием на 

дифференцировку и коллаген-продуцирующую 
активность фибробластов дермы, может указы-
вать на их антифиброгенный потенциал. Кроме 
того, в некоторых исследованиях было показано, 
что неполяризованные макрофаги (М0) также 
могут обладать антифиброгенными свойства-
ми [2, 14]. Таким образом, данное исследование 
было сосредоточено на макрофагах человека, 
дифференцированных в присутствии M-CSF и 
GM-CSF, и далее поляризованных дексаметазо-
ном/неполяризованных, как клетках с потенци-
альной антифиброгенной активностью.

Материалы и методы
Макрофаги генерировали из моноцитов пе-

риферической крови. Моноциты выделяли с по-
мощью RosetteSep Human Monocyte Enrichment 
Cocktail (STEMCELL technologies, Канада) в со-
ответствии с инструкцией производителя. Кра-
тко, к 15 мл цельной крови здоровых доноров 
добавляли ЭДТА до конечной концентрации 
1  мМ, а также RosetteSep Cocktail в концентра-
ции 50 мкл/ мл, и инкубировали при комнатной 
температуре 20 минут. После этого кровь раз-
бавляли эквивалентным объемом забуференного 
фосфатами физиологического раствора (ЗФР) и 
центрифугировали в градиенте плотности фи-
колла-верографина. Интерфазу, обогащенную 
моноцитами, собирали и двукратно отмывали 
с помощью ЗФР. Далее клеточную взвесь, обо-
гащенную моноцитами, помещали в 12-тилу-
ночные планшеты (TPP, Швейцария) в среде 
RPMI-1640 (ООО «БиолоТ», Россия), дополнен-
ной 0,05 мМ 2-меркаптоэтанола, 2 мМ пирувата 
натрия, 0,3 мг/мл L-глутамина, 1% незамени-
мых аминокислот (все реагенты Sigma-Aldrich, 
США), 10% FBS (Gibco, Великобритания) и 
50 нг/мл рекомбинантного M-CSF или GM-CSF 
(все производства Sigma-Aldrich, США) и культи-
вировали в течение 7 дней при 37 °С, 5% СО2, 95% 
влажности. На 5-й день в среду добавляли декса-
метазон в концентрации 50 нг/мл (KRKA, Сло-
вения); полученные макрофаги были обозначены 
как M-M(Dex) и GM-M(Dex) в соответствии с 
дифференцировочным фактором. Неполяризо-
ванные клетки (M-M0 и GM-M0) генерировали 
без добавления дексаметазона. По окончании 
срока культивирования макрофаги получали 
при помощи механической диссоциации, под-
считывали количество клеток и определяли их 
жизнеспособность (по исключению трипанового 
синего). Супернатанты собирали, центрифуги-
ровали, подвергали стерилизующей фильтрации, 
криоконсервировали и хранили при температуре 
-80 °С.

Источником фибробластов служила линия 
легочных фибробластов взрослого HLF210, кото-
рая была любезно предоставлена Институтом ре-
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генеративной медицины, Московский государ-
ственный университет имени М.В. Ломоносова.

Стандартное культивирование фибробластов 
(2D) осуществляли в 24-луночном планшете 
(TPP, Швейцария) в количестве 150 × 103 кле-
ток/ лунку в среде DMEM/F12 (ООО «БиолоТ», 
Россия) и 5% FBS (Gibco, США) или кондицион-
ной среде макрофагов в течение 5 дней. 

3D-культивирование фибробластов произво-
дили в коллагеновом геле плотностью 2 мг/мл 
(Институт Цитологии, Россия), используя ана-
логичную концентрацию клеток, в 24-луночном 
планшете (TPP, Швейцария) в среде DMEM/F12 
(ООО «БиолоТ», Россия) и 5% FBS (Gibco, США) 
или кондиционной среде макрофагов. 

Дифференцировку фибробластов в 2D/3D-
культурах индуцировали с помощью 20 нг/мл 
TGF-β (PeproTech, Великобритания), который 
вносили в 1-й день культивирования одновре-
менно с кондиционной средой макрофагов/
стандартной средой; в качестве контроля исполь-
зовали культуры фибробластов без TGF-β. Вну-
триклеточную экспрессию α-гладкомышечного 
актина (α-SMA) в 3D-культурах оценивали после 
расщепления коллагеновой матрицы с помощью 
коллагеназы (Sigma-Aldrich, США), используя 
APC-конъюгированные антитела к α-SMA (R&D 
Systems, США). Уровень экспрессии α-SMA ана-
лизировали методом проточной цитофлуориме-
трии (FACS Calibur, Becton Dickinson, США) с 
использованием ПО Cell Quest (Becton Dickinson, 
США).

Уровень продукции коллагена I типа клетка-
ми линии HLF210 определяли с помощью Human 
Collagen Type I Alpha 1 ELISA Kit (Wuhan Fine 
Biotech Co., Китай) в соответствии с инструкци-
ей производителя.

Статистическую обработку полученных 
результатов производили с помощью программного 
обеспечения STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc., США). 
Данные представлены в виде индивидуальных 
значений и медиан с указанием интерквартильных 
диапазонов – Ме (Q0,25-Q0,75). Значимость разли-
чий сравниваемых групп оценивали с помощью 
критерия Вилкоксона для связанных выборок; 
различия считались значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Настоящее исследование было направлено 

на изучение влияния кондиционных сред ма-
крофагов на дифференцировку фибробластов 
легких. Первой задачей являлась оценка уров-
ня экспрессии фибробластами легких α-SMA, 
важного маркера, отражающего переход клеток 
к миофибробластному фенотипу. Учитывая из-
вестные ранее данные о частичной активации 
фибробластов сердца при взаимодействии с 

пластиком [5], нами было решено сравнить экс-
прессию α-SMA фибробластами легких HLF210 
в 2D- и 3D-культурах. Как видно из рисунка 1Г 
и Д, содержание α-SMA-экспрессирующих кле-
ток при культивировании фибробластов в виде 
3D-структур было значительно ниже по сравне-
нию с 2D-культурами (20-35% vs 60-65%). Более 
того, в двухмерных культурах фибробласты были 
более отростчатыми (рис. 1А), что характерно для 
активированных клеток, тогда как в коллагено-
вом геле клетки имели более естественную вере-
теновидную форму (рис. 1Б). Однако под влияни-
ем TGF-β клетки HLF210 в трехмерных культурах 
приобретали характерный миофибробластный 
фенотип (рис. 1Д и Е). Данные результаты согла-
суются с наблюдением Machahua C. и соавт., ко-
торые показали, что 3D-культивирование фибро-
бластов легких может являться удобной моделью 
для изучения фиброза легких [6]. Таким образом, 
по-видимому, культивирование фибробластов в 
трехмерных культурах более физиологически ре-
левантно по отношению к ситуации in vivo, поэ-
тому анализ влияния макрофагов на экспрессию 
α-SMA был проведен в 3D-культурах фибробла-
стов.

Рисунок 2 демонстрирует влияние конди-
ционных сред исследуемых макрофагов на экс-
прессию α-SMA. Видно, что добавление TGF-β 
стимулировало экспрессию α-SMA фибробла-
стами легких, что отражено в значительном уве-
личении доли α-SMA-экспрессирующих кле-
ток (с 20% в контрольных культурах до 70-80% 
в присутствии TGF-β). При добавлении TGF-β 
вместе с кондиционными средами макрофа-
гов, поляризованных дексаметазоном, уровень 
α-SMA+ клеток не отличался от такового при 
добавлении одного только TGF-β. Содержание 
α-SMA-экспрессирующих клеток в присутствии 
кондиционных сред M-М(Dex) и GM-M(Dex) 
составляло, соответственно, 76,2 (73-77) % и 73 
(63,5-80) % по сравнению с 77,5 (72,5-81) % в при-
сутствии TGF-β. Напротив, кондиционные среды 
М-М0 продемонстрировали способность к пода-
влению интенсивности TGF-β-индуцированной 
дифференцировки фибробластов, о чем свиде-
тельствовало практически двукратное снижение 
процента α-SMA-позитивных клеток (pW < 0,05 
по сравнению с TGF-β-индуцированным кон-
тролем). Более того, хотя медианное значение и 
не достигало уровня нестимулированного кон-
троля (20 (18-34) %), значимых различий содер-
жания α-SMA+ клеток в присутствии кондицион-
ных сред М-М0 обнаружено не было (pW > 0,05). 
Интересно, что GM-M0 в отличие от M-M0 не 
демонстрировали ингибирующий эффект. Доля 
α-SMA-экспрессирующих (мио)фибробластов 
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Рисунок 1. Сравнение культивирования клеток HLF210 в 2D- и 3D-культурах 
Примечание. А, В, Д – морфологическая картина культуры HLF210 при стандартном культивировании в виде 2D-монослоя и в 
виде 3D-структур в коллагеновом геле без/с добавлением в среду TGF-ββ. Б, Г, Е – данные проточной цитометрии по экспрессии 
αα-SMA клетками HLF210 в 2D- и 3D-культурах без/с добавлением в среду TGF-ββ (репрезентативный эксперимент); серым 
обозначен эксперимент, черной линией – внутренний контроль (автофлуоресценция).
Figure 1. 2D and 3D cultures of HLF210 cells comparison
Note. A, B, C, HLF210 culture morphology in standard 2D monolayer and in the 3D structures in a collagen gel with or without TGF-β addition. 
D, E, F, flow cytometry data of the α-SMA expression by HLF210 cells in 2D and 3D cultures with or without TGF-β addition (representative 
experiment); the gray histogram indicates the experiment; the black line indicates the internal control (autofluorescence).

составляла 66,5 (58-79) %, что не отличалось зна-
чимо от TGF-β-индуцированных культур.

Функциональная активность миофибробла-
стов определяется их способностью активно 
продуцировать компоненты внеклеточного ма-
трикса [1], поэтому следующей задачей иссле-
дования являлась оценка продукции коллагена 
I типа клетками HLF210. Поскольку извлечение 
фибробластов из коллагеновой матрицы вклю-

чает этап обработки коллагеназой, что могло по-
влиять на содержание коллагена в супернатантах, 
анализ продукции коллагена проводился только 
в двухмерных культурах фибробластов. Подобно 
тому, как это было показано ранее в отношении 
α-SMA, TGF-β-индуцированная продукция кол-
лагена клетками HLF210 в присутствии конди-
ционных сред М-М0 была ниже по сравнению 
с TGF-β-индуцированным контролем (54 (41,2-
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Рисунок 3. Влияние кондиционных сред макрофагов на 
TGF-ββ-индуцированную продукцию коллагена клетками 
HLF210, n = 5-7
Примечание. * – статистически значимые различия с 
контролем (pW < 0,05), # – различия с TGF-ββ-индуцированным 
контролем на уровне тренда (pW = 0,07). 
Figure 3. Effect of macrophage conditioned media on TGF-β-
induced collagen production by HLF210 cells, n = 5-7
Note. *, statistically significant difference compared to control 
(pW < 0.05); #, difference compared to TGF-β-induced cultures at the 
trend level (pW = 0.07). 

Рисунок 2. Эффект влияния кондиционных сред макрофагов на экспрессию αα-SMA клетками HLF210
Примечание. А – доля αα-SMA-экспрессирующих клеток в культурах фибробластов (в %), n = 5-6; Б – значение средней 
интенсивности флюоресценции αα-SMA, n = 5-6; * – статистически значимые различия с контролем (pW < 0,05); # – статистически 
значимые различия с TGF-ββ-индуцированным контролем (pW < 0,05).
Figure 2. Effect of macrophage conditioned media on the α-SMA expression by HLF210 cells
Note. A, the content of α-SMA-expressing cells in fibroblast cultures (%), n = 5-6; B, the mean fluorescence intensity of α-SMA, n = 5-6; *, 
statistically significant difference compared to control (pW < 0.05); #, statistically significant difference compared to TGF-β-induced cultures 
(pW < 0.05).

ционных сред GM-M0, M-M(Dex) и GM-M(Dex) 
соответственно).

Таким образом, в совокупности получен-
ные данные указывают на то, что растворимые 
факторы M-М0 макрофагов, в отличие от дру-
гих исследуемых подтипов, способны подавлять 
TGF- β-индуцированную дифференцировку ле-
гочных фибробластов. 

В литературе имеются единичные работы, 
характеризующие влияние макрофагов, генери-
руемых из моноцитов, на фибробласты легких. 
Так, Song и соавт. продемонстрировали, что раз-
лично активированные макрофаги способны 
оказывать разнонаправленное влияние на функ-
циональную активность фибробластов [12]. Ав-
торы показали, что макрофаги, поляризованные 
дексаметазоном, стимулируют пролиферацию 
и продукцию коллагена недифференцирован-
ными легочными фибробластами. Наше иссле-
дование дополняет эти данные, демонстрируя, 
что дексаметазон-поляризованные макрофаги, 
независимо от дифференцировочного стимула 
(M-CSF или GM-CSF), не способны ингибиро-
вать TGF- β-индуцированную дифференцировку 
фибробластов легких.

Ранее было показано, что макрофаги с М2с-
фенотипом обладают антифиброгенными свой-
ствами в отношении фибробластов дермы, по 
крайней мере, клетки, индуцированные IL- 10 [10]. 
При этом М2с фенотип может быть также инду-
цирован глюкокортикоидами или TGF-β. Однако 
согласно полученным нами результатам, декса-
метазон не направляет макрофаги в клетки с вы-
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87,6) нг/мл vs 63,8 (54,8-150) нг/мл) (pW = 0,07) 
(рис.  3). В присутствии других кондиционных 
сред макрофагов значимых различий с TGF-β-
индуцированными фибробластами не наблюда-
лось (70 (34,8-70,1) нг/мл, 71 (36-135,2) нг/мл и 
76,8 (49,6-105,6) нг/мл при добавлении конди-
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раженным антифиброгенным потенциалом. Это 
согласуется с идеей гетерогенности макрофагов, 
отраженной в руководстве Macrophage activation 
and polarization: nomenclature and experimental 
guidelines, в котором рекомендовано указывать 
поляризующий стимул генерируемых макрофа-
гов в скобках [9], а не использовать аббревиатуру 
М2а, М2b, M2c и т. д.

Заключение
Полученные в данном исследовании данные, 

демонстрирующие ингибирование дифференци-
ровки фибробластов растворимыми факторами 
макрофагов, дифференцированных в присут-
ствии M-CSF, но не GM-CSF, свидетельствует о 
важной роли дифференцировочного фактора в 

формировании функционального фенотипа ма-
крофагов с антифиброгенными свойствами. Дей-
ствительно, дифференцировочные факторы 
вносят значительный вклад в формирующийся 
фенотип макрофагов, что было отражено во мно-
гих исследованиях, сравнивающих макрофаги, 
генерируемые под влиянием M-CSF или GM-
CSF [13,  15]. Механизмы антифиброгенной ак-
тивности М-М0 макрофагов еще предстоит вы-
яснить.
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