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В исследовании были проанализированы структурные особенности резидентных макрофагов печени на 
фоне стойкой артериальной гипертензии, в сравнении с нормотензивным контролем. Для выявления 
резидентных макрофагов на образцах печени девятимесячных самцов крыс SHR и Wistar (n = 14) приме-
няли иммуногистохимическую реакцию против белка Iba-1. Морфометрические параметры и характер 
пространственного распределения клеток Купфера оценивали с помощью программ математической 
обработки и анализа изображений ImageJ и GIMP. Показано, что клетки Купфера в образцах печени 
крыс линии SHR имеют преимущественно слабоотросчатую либо элипсоидную форму, и не имеют 
определенной корреляции с расположением в печеночном ацинусе, в отличие от макрофагов группы 
Wistar. Статистически значимые различия обнаружены в характере распределения клеток Купфера: в 
группе SHR клетки в печеночном ацинусе распределены более равномерно по сравнению с клетками 
группы Wistar, наиболее выраженная плотность распределения которых фиксировалась в интермеди-
альной зоне ацинуса. Обнаруженные структурно-функциональные особенности резидентных макро-
фагов печени крыс SHR могут быть обусловлены функциональными нарушениями в печени на фоне 
стойкой артериальной гипертензии.
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ВВЕДЕНИЕ
Клетки Купфера — это резидентные макрофаги 

печени, располагающиеся между гепатоцитами и 
тесно контактирующие с эндотелиальными клетка-
ми синусоидных капилляров печени. Данные клет-
ки входят в состав мононуклеарной фагоцитарной 
системы и составляют самый большой пул ткане-
вых макрофагов в организме [1].

Резидентные макрофаги печени выполняют ряд 
функций, направленных на поддержание гомео-
стаза, таких как: фагоцитоз чужеродных частиц, 
поступающих из желудочно-кишечного тракта по 
системе портального кровообращения; регуляция 
иммунного ответа; участие в воспалительных и про-
тивовоспалительных реакциях организма; ремоде-
лирование внеклеточного матрикса печени [2, 3]. 
В настоящее время мировое научное сообщество 
активно изучает влияние резидентных макрофагов 
на функции печени при различных патологиях че-
ловека и в условиях экспериментального модели-
рования патологий у животных. Так, становится 
известно, что клетки Купфера человека, благода-
ря регуляции активности Т-клеток, способствуют 

антиметастатическим процессам в канцерогене-
зе [4, 5], а у крыс за счет контролируемой гибели 
эффекторных Т-клеток могут поддерживать толе-
рантность к аллотрансплантам печени [6]. Кроме 
того, установлена роль клеток Купфера в развитии 
воспаления и фиброза печени при ВИЧ-инфек-
ции у человека [7]. Инфицирование резидентных 
макрофагов печени ВИЧ-1 нарушает противовос-
палительную регуляцию, что может приводить к 
воспалению тканей печени и фиброзу. Имеется ин-
формация об участии резидентных макрофагов пе-
чени в патогенезе неалкогольной жировой болезни 
печени: при развитии неалкогольного стеатогепа-
тита наблюдается дисфункция “самообновления” 
данных клеток [8, 9].

Тем не менее несмотря на обширные данные о 
физиологических характеристиках клеток Купфе-
ра, их функциональные и фенотипические особен-
ности при артериальной гипертензии остаются не-
достаточно изученными.

Согласно оценкам, артериальная гипертензия 
наблюдается у 10–20% взрослого населения и явля-
ется причиной 5.8% всех случаев смертности в мире 

https://www.zotero.org/google-docs/?DPEONG
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[10]. Патофизиологический механизм заболевания 
обусловлен дисфункцией множества физиологиче-
ских систем организма [11] и включает активацию 
симпатической нервной системы, дисфункцию ре-
нин-ангиотензин-альдостероновой системы, ак-
тивацию бета-адренорецепторов и усиление ок-
сидативного стресса в тканях [10]. Результатом 
указанных изменений является развитие ряда па-
тологических состояний: окклюзивный инфаркт 
миокарда, цереброваскулярные инсульты, аневриз-
ма аорты, хроническая почечная недостаточность, 
портальная и перипортальная гипертензия, жиро-
вая дистрофия и цирроз печени. В настоящее время 
в качестве экспериментальной модели для изуче-
ния влияния артериальной гипертензии на функ-
ционирование органов и систем организма активно 
используются спонтанно-гипертензивные крысы 
линии SHR. Генетические особенности данной ли-
нии обуславливают развитие системных гипертен-
зивных изменений уже в возрасте 5–6 недель, а к 
половозрелому возрасту (8–12 неделям) патология 
приобретает стойкий характер [12].

Принимая во внимание необходимость получе-
ния дополнительных данных о возможных изме-
нениях в клетках Купфера в условиях повышения 
артериального давления, а также удобство и эф-
фективность изучения артериальной гипертензии 
на животных моделях линии SHR, цель настоящего 
исследования состояла в определении изменений 
популяции клеток Купфера в печени крыс линии 
SHR по сравнению с печенью нормотензивных 
крыс породы Wistar.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование проводилось на образцах пече-

ни половозрелых (9 месяцев) самцов крыс породы 
Wistar (n = 7) с систолическим давлением менее 200 
мм рт. ст. и крыс линии SHR (n = 7) с систолическим 
давлением, в среднем равным или превышающим 
200 мм ртутного столба. Крысы были получены из 
питомников лабораторных животных “Рапполо-
во” (Ленинградская область, Россия) и “Пущино” 
(Московская область, Россия), содержались в ви-
варии при комнатной температуре, в стандартных 
условиях, с свободным доступом к пище и воде. 
При содержании и умерщвлении животных соблю-
дали основные принципы Европейской конвен-
ции о защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 1986 г.) и “Правила надлежащей лабо-
раторной практики” (приказ №199н от 01.04.2016 
г. Минздрава России). Для исследования брали ле-
вую долю печени. Образцы печени фиксировали 
в цинк-этанол-формальдегиде [13] в течение 18-24 
часов при комнатной температуре. Фиксирован-

ный материал заливали в парафин по стандартной 
методике. С парафиновых блоков на ротацион-
ном микротоме Microm HM 325 (ThermoScientific, 
США) изготавливали срезы толщиной 5 мкм, ко-
торые далее монтировали на предметные стекла с 
адгезивным покрытием (HistoBond®+M adhesive 
microscope slides, Marienfeld, Германия). Затем были 
проведены стандартные процедуры депарафиниро-
вания и регидратации. Для выявления резидентных 
макрофагов печени применяли моноклональные 
кроличьи антитела к Iba-1 (клон JM36-62, ET1705-
78, HuaBio, Китай). В качестве вторичного реаген-
та для первичных кроличьих антител использова-
ли набор UltraVision Quanto HRP DAB Detection 
System (Thermo Fisher Scientific, США). Для данно-
го варианта антител был проведен отрицательный 
контроль с использованием соответствующего на-
бора вторичных реагентов и системы проявления 
HRP. Для постановки негативного контроля вме-
сто раствора первичных антител срезы обрабаты-
вали фосфатным буферным солевым раствором. 
С целью выявления соединительной ткани срезы 
обрабатывали раствором 2% водного анилинового 
синего (Unisource Chemicals Pvt. Ltd., Индия). Для 
оценки морфологии гепатоцитов использовали 
стандартную гистологическую методику обработки 
препаратов гематоксилином и эозином (Biovitrum, 
Россия). После дегидратации в изопропаноле и 
просветления в орто-ксилоле полученные препара-
ты заключали в перманентную среду Richard-Allan 
Scientific Cytoseal 60 (США) и анализировали с по-
мощью светового микроскопа Leica DM750 (Leica, 
Германия). Фотографирование гистологических 
препаратов проводили с использованием фото-
камеры Zeiss Axiocam 105 color (объективы Plan 
10x/0.22; 40x/0.65; 100x/1/25) и программы ZEN 3 
(ZEISS, Германия).

Морфометрический анализ полученных изобра-
жений проводили с помощью программы ImageJ2 в 
расширении FIJI [14]. Для каждого случая выбира-
ли по 4 поля зрения. Перед анализом изображения 
бинаризировали с использованием фиксированно-
го цветового порога. Оценивали общую площадь, 
число и средний размер Iba-1-иммунопозитивных 
структур в рамке 331.39 × 248.54 мкм на увеличе-
нии (×40). При подсчете площади, числа и размера 
выявленных Iba-1-позитивных структур значения 
усредняли по 4 полям зрения для каждого случая. 
Также оценивали равномерность распределения 
Iba-1-иммунопозитивных структур на изображе-
ниях (при увеличении микроскопа х10) с исполь-
зованием индекса Шеннона (P). Для его расчета 
каждое изображение разделяли на 24 равных участ-
ка с применением морфометрической сетки, на-
несенной на изображения с использованием гра-
фического редактора GIMP [15]. Также оценивали 
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равномерность распределения Iba-1-иммунопози-
тивных структур на изображениях (при увеличении 
микроскопа х10) с помощью плагина SSIDC Cluster 
Indicator [16], основанного на алгоритме кластери-
зации DBSCAN. Минимальное расстояние между 
объектами для создания нового кластера составило 
50 пикселей, а минимальная плотность кластеров — 
8 объектов. Статистическую обработку проводили 
в программе GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, 
США). Данные представляли в виде P-value (p-зна-
чение), медианы (Me) и интерквартильного разма-
ха (IQR). Проверку на соответствие распределения 
нормальному закону проводили с помощью крите-
рия Шапиро-Уилка, для оценки различий приме-
няли t-критерий Стьюдента для независимых вы-
борок. Распределение считали соответствующим 
нормальному при p > 0.05. Различия считали досто-
верными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ходе исследования препаратов печени крыс 

линии SHR и Wistar было обнаружено множество 
Iba-1-иммунопозитивных структур, расположен-

ных вблизи и в составе стенок синусоидных капил-
ляров долек печени, которые идентифицировали 
как клетки Купфера и их фрагменты, попавшие в 
плоскость среза. Иммуногистохимическая реакция 
на маркер Iba-1 в обеих группах была интенсивной 
и высокоселективной, неспецифический сигнал в 
результате реакции отсутствовал. Клетки Купфера в 
препаратах печени крыс Wistar обладают амебоид-
ной формой и имеют по 1–4 толстых цитоплазма-
тических отростка. Встречаются также одиночные 
безотростчатые клетки овальной формы (рис. 1). 
Iba-1 иммунопозитивные клетки располагаются 
повсеместно в срезе печени, формируя скопления 
повышенной плотности главным образом в интер-
медиальных зонах печеночного ацинуса (см. рис. 1). 
У крыс линии SHR клетки имеют преимуществен-
но либо слабоотростчатую (от 1 до 3 коротких ци-
топлазматических отростка), либо эллипсоидную 
форму. Резидентные макрофаги печени, обладаю-
щие выраженной амебоидной формой, встречают-
ся на препаратах реже. При этом, Iba-1-иммунопо-
зитивные клетки печени у крыс SHR не формируют 
отчетливых скоплений, а располагаются преиму-
щественно равномерно в поле зрения (рис. 1а).

Рис. 1. Iba-1-иммунопозитивные структуры в препаратах печени: (a, с) — в печени крысы линии SHR, увеличение 
микроскопа х10 (a) и х100 (с); (b, d) — в печени крысы породы Wistar, увеличение микроскопа х10 (b) и х100 (d). Звез-
дочка — центральная вена; закрашенная стрелка — клетки Купфера с выраженными цитоплазматическими отростка-
ми; прозрачная стрелка — клетки Купфера эллипсоидной формы. Объективы Plan 10х/0.22 (a; b); Plan 100x/1.25 (с; d).
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Гистологическое исследование препаратов пе-
чени крыс SHR и Wistar, окрашенных анилиновым 
синим, а также гематоксилином и эозином (рис. 2), 
не выявило патологических изменений и морфо-
логических различий в структуре соединительной 
ткани обеих групп. Небольшое количество гепато-
цитов с липидными вакуолями в цитоплазме ука-
зывает на отсутствие жировой дистрофии печени в 
группах SHR и Wistar.

Морфометрический сравнительный анализ по-
казал, что клетки Купфера спонтанно гипертен-
зивных крыс имеют несколько меньший размер по 
сравнению с нормотензивными крысами Wistar, но 
их число выше (рис. 3b-с). Среднее число клеток и 
их фрагментов, выявляемых на одном поле зрения 
для группы SHR, составило 93.82 ± 1.77; для Wistar — 
89.39 ± 3.47 (p = 0.32); средний размер клеток и их 
фрагментов на одном поле зрения для группы SHR 
было равно 50.56 ± 2.8 мкм², для группы Wistar — 

54.24 ± 3.01 мкм² (p = 0.19). Средние площади выяв-
ленных Iba-1 позитивных структур для групп SHR 
и Wistar составили для SHR: 4725 ± 321 мкм²; для 
Wistar: 4844 ± 323 мкм² (p = 0.81). В процентном 
соотношении Iba-1 позитивные структуры заняли 
5.7 % от общей площади поля зрения у крыс линии 
SHR и 5.9 % у крыс линии Wistar (рис. 3a).

Также была выполнена оценка равномерности 
распределения иммунопозитивных структур на 
изображениях c помощью информационного ин-
декса Шеннона и алгоритма DBSCAN. Результаты 
оценки равномерности по Шеннону показали, что 
в группе SHR распределение иммунопозитивных 
структур было значительно более равномерным, в 
то время как в группе Wistar наблюдалась класте-
ризация (рис. 4, p = 0.03). Результаты оценки рав-
номерности распределения клеточных структур с 
помощью алгоритма DBSCAN подтверждали полу-
ченные результаты (p < 0.01).

Рис. 2. Структура печеночных триад в препарате печени: (a, c) — в печени крысы линии SHR; (b; d) — в печени крысы породы Wistar. 
Гистологическое окрашивание препаратов анилиновым синим (a; b), гематоксилином и эозином (с; d). Объектив Plan 40х/0.65.
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Рис. 3. Результат статистического сравнения Iba-1-иммунопозитивных структур двух групп (SHR n = 7; Wistar n = 7): (a) — общая 
площадь Iba-1-иммунопозитивных клеток; (b) — число выявленных структур в одном поле зрения; (с) — размер клеток Купфера и 
их фрагментов. Линия внутри бокс-плота отображает медиану (Ме) распределения иммунопозитивных структур.

Рис. 4. Оценка равномерности распределения иммунопозитивных структур на изображениях: (a) — оценка равно-
мерности распределения структур с помощью индекса Шеннона (P). Относительно более низкие значения индек-
са говорят о наличии кластеризации, высокие — о равномерности распределения структур; (b) — Число класте-
ризованных структур на изображениях. Алгоритм DBSCAN. Линия внутри бокс-плота отображает медиану (Ме) 
распределения иммунопозитивных структур.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Морфологические характеристики и характер 

распределения (включая взаимное расположение) 
клеток Купфера в ткани печени обладают клиниче-
ским значением и служат биомаркерами патологи-
ческих состояний [8, 17]. 

Одним из наиболее распространенных методов 
выявления резидентных макрофагов печени явля-
ется иммуногистохимическая реакция к маркеру 
макрофагальных антигенов — CD68. Однако дан-
ный белок является ассоциированным с мембрана-
ми лизосом, что ограничивает его применимость, 
поскольку реакция на CD68 не предоставляет воз-
можности исследователю точно оценить контуры 
клеток. Ранее нами был предложен метод имму-
ногистохимического выявления клеток Купфера 
с применением микроглиального кальций-связы-
вающего белка Iba-1 [18], одними из основных 
преимуществ которого является выявление акти-
вированных макрофагов вне зависимости от их по-
пуляции и субпопуляции, а также равномерность 
распределения в цитоплазме клетки, что позволяет 
выявлять и оценивать морфологические характе-
ристики макрофагов в различных тканях и органах 
[19]. Примененная методика иммуногистохимиче-
ского выявления клеток Купфера [20] показала по-
ложительные результаты реакции на Iba-1, а также 
удовлетворительную сохранность тканей благода-
ря использованию в качестве фиксатора цинк-э-
танол-формальдегида [13] и исключению этапа те-
плового демаскирования в процессе постановки 
реакции. Результаты иммуногистохимической ре-
акции на Iba-1 в препаратах печени обеих исследу-
емых групп позволили провести дальнейшее мор-
фометрическое исследование клеток Купфера.

Морфологический анализ исследуемых случаев 
показал, что у крыс линии SHR клетки Купфера и 
их фрагменты имеют преимущественно малоотро-
счатые либо эллипсоидные формы, независимо от 
их зонального расположения в печеночном ацину-
се. При визуальной оценке было выявлено отчет-
ливое равномерное распределение клеток в поле 
зрения микроскопа. Альтернативная морфологи-
ческая картина наблюдается в группе Wistar: в пе-
рипортальных зонах печеночного ацинуса клет-
ки имеют преимущественно амебоидную форму с 
выраженными цитоплазматическими отростками, 
тогда как в центральных областях клетки главным 
образом сохраняют эллипсоидную форму. При 
этом, визуально наблюдается существенное разли-
чие в плотности расположения структур в различ-
ных зонах печеночного ацинуса.

Проведение количественного анализа показа-
ло, что у крыс линии SHR Iba-1-иммуннопозитив-
ные структуры имеют несколько меньшие размеры 
и большую численность по сравнению с клетками 

в группе Wistar. Однако эти различия между двумя 
группами не достигают статистически значимой 
разницы.

Дальнейшее количественное исследование рав-
номерности распределения Iba-1-позитивно окра-
шенных структур в исследуемых образцах печени 
установило, что в группе SHR распределение кле-
ток Купфера и их фрагментов значительно более 
равномерное, чем в группе Wistar. В печени крыс 
Wistar резидентные макрофаги демонстрируют 
кластерное распределение структур, причем кла-
стеры формируются преимущественно в интерме-
диальных (средних) зонах печеночных ацинусов. 
Полученные данные имеют статистически значи-
мую разницу между группами, что установлено при 
использовании алгоритма кластеризации DBSCAN 
(p < 0.01), так и при оценке степени равномерности 
распределения клеток Купфера с помощью инфор-
мационного индекса Шеннона (p = 0.03)

Алгоритм DBSCAN, позволяющий выявлять в 
поле зрения скопления иммунопозитивных объек-
тов, является широко применяемым методом кла-
стеризации данных [21, 22]. 

Зональное распределение клеток Купфера мо-
жет быть обусловлено различиями метаболических 
зон в пределах печеночного ацинуса. В соответ-
ствии с особенностями кровообращения и форми-
руемого ими градиента кислорода в ацинусе приня-
то выделять три зоны [23]. Зона 1 (перипортальная, 
афферентная или пролиферативная) наиболее обе-
спечена кислородом и включает гепатоциты вблизи 
печеночной триады. Гепатоциты вокруг централь-
ной вены формируют зону 3 с низким содержанием 
кислорода (перивенулярную). Между ними нахо-
дится интермедиальная (промежуточная, средняя) 
зона 2, где возможен свободный обмен метаболи-
тами между гепатоцитами и кровью, а потому про-
исходит очистка смешанной крови от токсических 
веществ экзогенного и эндогенного происхожде-
ния [23; 24]. Учитывая ключевую роль клеток Куп-
фера в иммунной регуляции печени, аккумуляция 
фагоцитов в интермедиальной зоне ацинуса в груп-
пе Wistar представляется естественной и физиоло-
гичной. Также литературные данные показывают, 
что клетки Купфера, обладающие повышенной фа-
гоцитарной активностью [25] и способствующие 
поддержанию противовоспалительного статуса пе-
чени [26], отличаются более крупным размером и 
выраженными цитоплазматическими отростками 
[27, 28], что соотносится с результатами морфоло-
гического анализа в настоящем исследовании.

Отсутствие явных признаков фиброза и стеатоза 
печени в группе спонтанно гипертензивных крыс 
(SHR) в данном исследовании наряду с обнаружен-
ными изменениями морфологии клеток Купфера и 
их пространственной организации позволяет пред-
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положить, что наблюдаемые эффекты могут быть 
обусловлены ранними стадиями сосудистых нару-
шений, ведущих к локальной гипоксии и измене-
нию клеточного метаболизма.

Градиент кислорода крайне важен для энергети-
ческого обмена в клетках. В физиологическом со-
стоянии этот градиент является основным факто-
ром метаболической зонированности гепатоцитов 
[29]. Однако при нарушении микроциркуляции пе-
чени, например на фоне системной артериальной 
гипертензии, оксигенация клеток снижается, что 
приводит к ряду патологических изменений в пе-
чени (например, постепенное уменьшение фене-
страции на поверхности эндотелиоцитов), тяжесть 
которых напрямую зависит от продолжительности 
кислородного голодания. Также по некоторым ис-
следованиям в состоянии окислительного стресса 
и снижения концентрации внеклеточной АТФ от-
мечается снижение фагоцитарной активности ма-
крофагов и изменение их поляризации в сторону 
провоспалительного фенотипа [30, 31]. Однако на 
данном этапе исследования остаётся неясным, как 
данные изменения могут отражаться непосред-
ственно в морфологических характеристиках кле-
ток Купфера. Вероятно, имеется корреляция между 
морфологией резидентных макрофагов печени и 
продолжительностью метаболической дисрегуля-
ции клеток на фоне системной артериальной ги-
пертензии.

Также отсутствие значимых различий в количе-
ственных показателях клеток Купфера и Iba-1-им-
мунопозитивного материала между группами мо-
жет быть обусловлено возрастными особенностями 
исследуемых животных (9 месяцев), поскольку на-
рушения энергетического обмена и оксигенации 
клеток печени, связанные с дисфункцией гепати-
ческой сосудистой системы, имеют тенденцию к 
прогрессированию с течением времени.

Таким образом, проведенное исследование по-
зволило оценить структурно-функциональные осо-
бенности резидентных макрофагов печени на фоне 
развития артериальной гипертензии. Преимуще-
ственно слабоотросчатая или эллипсоидная форма 
клеток Купфера у крыс SHR, не имеющая видимых 
корреляций с областью расположения в ацинусе 
печени и отсутствием зональной кластеризации в 
ткани, предположительно может объясняться нару-
шениями гемодинамики и энергетического обмена 
в ацинусе, что в свою очередь может коррелировать 
с отклонениями в иммунофенотипическом про-
филе клеток и низкой фагоцитарной активностью. 
Однако данные предположения требуют дальней-
ших исследований для лучшего понимания их при-
чин и потенциального влияния на функции печени 
у различных линий крыс.
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COMPARATIVE CHARACTERIZATION OF KUPFFER CELLS  
IN THE LIVERS OF SHR AND WISTAR RATS

I. A. Nikitina#, V. A. Razenkova, and D. E. Korzhevskii
Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russia

#e-mail: inga06819@gmail.com

In the present study, the structural features of resident liver macrophages were analyzed in the context of sus-
tained arterial hypertension, compared to a normotensive control group. To identify resident macrophages in 
liver samples from nine-month-old male SHR and Wistar rats (n = 14), immunohistochemical staining against 
the Iba-1 protein was employed. Morphometric parameters and the spatial distribution patterns of Kupffer cells 
were assessed using the mathematical processing and image analysis software ImageJ and GIMP. It was shown 
that Kupffer cells in liver samples from SH rats predominantly exhibit a poorly branched or ellipsoidal shape and 
do not display a direct correlation with their location within the hepatic acinus, in contrast to macrophages from 
the Wistar group. Statistically significant differences were observed in the distribution patterns of Kupffer cells: in 
the SHR group, cells were distributed more uniformly within the hepatic acinus compared to those in the Wistar 
group, where the highest density of distribution was observed in the intermediary zone of the acinus. Identified 
structural and functional characteristics of resident liver macrophages in SH rats may be attributed to the func-
tional disturbances in the liver associated with sustained arterial hypertension.

Keywords: liver; macrophages; Kupffer cells; Iba-1; arterial hypertension; portal hypertension
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