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В развитии рака предстательной железы (РПЖ) макрофаги играют важную роль. Многие опухоли выделяют противовос-
палительные цитокины, которые перепрограммируют М1 фенотип макрофагов на проопухолевый М2 фенотип. М2 макро-
фаги подавляют противоопухолевый иммунитет, способствуют делению и метастазированию опухолевых клеток. Предыду-
щие исследования позволили нам обосновать предположение, что деление опухолевых клеток РПЖ человека может быть 
ограничено особым М3 фенотипом макрофагов. Фенотип М3, в отличие от М1 фенотипа, реагирует на противовоспали-
тельные цитокины увеличением продукции провоспалительных противоопухолевых цитокинов, что способствует  сохра-
нению их противоопухолевых свойств в зоне опухоли. Цель исследования – проверка гипотезы о способности М3 макро-
фагов останавливать деление клеток предстательной железы больного РПЖ. Методика. В работе использовали макро-
фаги мышей, выделенные из перитонеального лаважа и макрофаги человека, полученные из моноцитов крови больных 
РПЖ. Фенотип М3 макрофагов получали добавлением в среду культивирования IFN-γ, ингибиторов STAT3, STAT6 и SMAD3 
с последующей стимуляцией липополисахаридом. Результаты. Показано, что М3 макрофаги мышей и человека ограни-
чивали деление клеток предстательной железы больных РПЖ в условиях 2D (на плоскости) культивирования на 43% и 
93%, соответственно. При 3D (в объеме) культивировании М3 макрофаги мышей не ограничивали, а М3 макрофаги чело-
века лишь незначительно ограничивали деление клеток предстательной железы у больных РПЖ. Заключение. Резуль-
таты работы делают обоснованными дальнейшие исследования и разработку клинической версии биотехнологии лече-
ния рака предстательной железы с использованием М3 макрофагов.
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Macrophages play an important role in the development of prostate cancer (PCa). Many tumors, including PCa, secrete anti-inflam-
matory cytokines that reprogram the M1 macrophage phenotype into the pro-tumor M2 phenotype. M2 macrophages suppress 
antitumor immunity and promote division and metastasis of tumor cells. We hypothesized that the division of human PCa cells 
may be restricted by a specific M3 macrophage phenotype. The M3 phenotype, in contrast to the M1 phenotype, responds to anti-
inflammatory cytokines by increasing the production of inflammatory anti-tumor cytokines and retains its anti-tumor properties 
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in the tumor area. The aim of the study was to test the hypothesis on the ability of M3 macrophages to stop division of prostate 
cells from patients with PCa. Methods. This study used murine macrophages isolated from the peritoneal lavage and human mac-
rophages obtained from blood monocytes of patients with PCa. The M3 macrophage phenotype was obtained by adding IFN-γ, 
STAT3, STAT6, and SMAD3 inhibitors to the cultural medium followed by lipopolysaccharide (LPS) stimulation. Results. Murine and 
human M3 macrophages restricted the division of patients’ PCa cells in the conditions of 2D cultivation by 43% and 93%, respec-
tively. In 3D cultivation, murine M3 macrophages did not restrict whereas human M3 macrophages only slightly limited the divi-
sion of prostate cells from PCa patients. The results of the study warrant further research and development of a clinical biotech-
nology for PCa treatment with reprogrammed M3 macrophages.
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Предстательная железа (ПЖ) – железисто-мышеч-
ный орган, который окружает дистальную часть моче-
испускательного канала у мужчин. ПЖ вырабатывает 
секрет, который стимулирует подвижность спермато-
зоидов и препятствует попаданию микробов в верхние 
мочевые пути. ПЖ не является жизненно важным ор-
ганом, однако появление опухоли в нем может приве-
сти к летальному исходу. В России за последние 10 лет 
число мужчин с выявленным раком железы (РПЖ) воз-
росло в 4 раза [1], а 5-летняя выживаемость больных с 
метастатическим РПЖ не превышает 30%. Поэтому 
разработка новых видов терапии остается актуальной 
задачей. 

В развитии РПЖ важную роль играют макрофаги 
[2-6]. М1 макрофаги участвует в уничтожении опухо-
ли благодаря продукции оксида азота [7] и провоспа-
лительных цитокинов [8], активации природных кил-
леров [9] и антиген-презентации [10]. Опухоль выде-
ляя противовоспалительные IL-10, TGF-β и IL-13 [11, 
12], репрограммируют М1 фенотип макрофагов в про-
опухолевый М2 фенотип [13]. М2 макрофаги продуци-
руют много антивоспалительных цитокинов, факто-
ров роста и протеиназ и поэтому подавляют иммуни-
тет, способствуют пролиферации и метастазированию 
опухолевых клеток [13, 14]. Ранее нами показано, что 
особый М3 фенотип [15, 16] реагирует на противовос-

палительные цитокины продукцией провоспалитель-
ных цитокинов и существенно ограничивает рост мы-
шиной карциномы Эрлиха [17]. Цель работы – про-
верка гипотезы о способности М3 макрофагов 
останавливать деление клеток РПЖ человека. 

Методика

Исследование выполнено в соответствии с этиче-
скими нормами и международными правилами рабо-
ты с биоматериалом человека. 

Все процедуры, связанные с содержанием и исполь-
зованием животных, проводили с соблюдением дирек-
тив Европарламента и Совета европейского союза 
(2010/63/EU), регламентирующих использование жи-
вотных в научных целях. Протокол экспериментов был 
утвержден Комитетом по этике ФГБНУ НИИОПП. 
Мыши C57BL/6J были получены из вивария «Андре-
евка» (Москва, Россия, http://andreevka.msk.ru) и со-
держались в соответствии с правилами ВОЗ (www.ci-
oms.ch/publications/guidelines).

Реактивы. Ингибитор Stat3 (S3I204, Axon Med, 
США), ингибитор Stat6 (As1517499, Axon Med, США), 
IFN-γ (Invitogen, США), LPS (Sigma-Aldrich, США), 
ингибитор SMAD3 (SIS3, Calbiochem, США), Fetal Bo-
vine Serum (FBS) (Thermo Hyclone, UK), DMEM/F12 
(Панэко).
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Выделение макрофагов мышей. Макрофаги мышей 
выделяли из перитонеального лаважа по методу  
X. Zhang и соавт. [18]. Затем макрофаги помещали в 
культуральные планшеты со средой RPMI-1640 с 10% 
FBS, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептоми-
цина (PS) при 37 °С и 5% СО2.

Получение макрофагов человека. Макрофаги полу-
чали из моноцитов крови больных РПЖ. К 10 мл кро-
ви добавляли 40 мкл гепарина в течение 15 мин цен-
трифугировали при 3000 об/мин. Полученную лейко-
цитарную бляшку отделяли, смешивали с 10 мл 
лизис-буфера (0.825 г NH4Cl, 0.0037 г ЭДТА в 100 мл 
воды), размешивали и центрифугировали 4 мин при 
1000 об/мин. Супернатант выливали и повторяли про-
цедуру еще 2 раза. Затем осадок ресуспендировали в 1 
мл RPMI-1640 и доводили концентрацию клеток до 
1х106 в мл. Клетки рассаживали в лунки планшета и 
инкубировали 1 ч в CO2 инкубаторе. После этого сре-
ду вместе с всплывшими клетками удаляли, а к остав-
шимся на дне клеткам добавляли среду RPMI-1640 с 
FBS и PS. Через 7 сут клетки приобретали фенотип ма-
крофагов [19].

Выделение клеток из фрагмента ткани ПЖ больных 
РПЖ. Фрагмент ткани ПЖ размером 1.5×1.0 см полу-
чали после робот-ассистированной радикальной про-
статэктомии у пациентов с морфологически верифи-
цированным РПЖ. Использовали фрагменты ткани 
ПЖ больных с аденокарциномой 7 (4+3) баллов по 
шкале градации Глисона (прогностическая группа 3). 
Фрагмент разрезали на кусочки по 1-3 mm3 и инкуби-
ровали 12 ч в растворе коллагеназы 2 типа с 10 μM ин-
гибитора протеинкиназ Y-27632. Затем кусочки ткани 
промывали в 10 мл DMEM/F12 и центрифугировали 
при 200 g 5 мин. Осадок ресуспендировали в 1 мл Try-
pLE с 10 μM Y-27632 и инкубировали 15 мин. Затем 
диссоциированные клетки промывали в DMEM/F12 
центрифугированием при 200 g 5 мин [20].

Репрограммирование М3 фенотипа макрофагов. Для 
получения М3 фенотипа [17], в среду DMEM/F12, до-
бавляли 20 нг/мл IFN-γ, 5 мкг/мл ингибитора STAT3, 
10 мкг/мл ингибитора STAT6 и 2 нмоль/мл ингибито-
ра SMAD3 и культивировали 12 ч. Затем макрофаги 
стимулировали 500 нг/мл липополисахарида (ЛПС) 24 
ч. Контрольные М0 макрофаги культивировали 36 ч в 
среде DMEM/F12, содержащей 10% FBS. 

Оценка влияния М3 макрофагов мыши и человека на 
деление клеток ПЖ больных РПЖ в условиях 2D культи-
вирования. В лунки плашки к 500 тыс. макрофагов мы-
ши через 12 ч после репрограммирования вместе с ЛПС 
вносили 25 тыс. клеток ПЖ больного РПЖ. В другие 
лунки к 20 тыс. макрофагов людей через 12 ч после ре-

программирования вместе с ЛПС вносили 1 тыс. кле-
ток ПЖ больного РПЖ. Через 24 ч культивирования 
подсчитывали количество клеток ПЖ, культивируе-
мых с М0 и М3 макрофагами. Макрофаги отделяли по 
методике, описанной ранее [14].

Оценка влияния М3 макрофагов мыши и человека на 
деление клеток ПЖ больных РПЖ в условиях 3D культи-
вирования. Поскольку 2D культивирование не воспро-
изводит особенности объемного роста опухоли, нами 
также было оценено влияние М3 макрофагов на деле-
ние клеток ПЖ больного РПЖ в 3D условиях. Для фор-
мирования сфероидов (3D) в лунки низкоадгезивного 
96 луночного планшета с DMEM/F12, 10% FBS и PS 
вносили по 500 клеток ПЖ больного РПЖ. За 24-48 ч 
формирования сфероида количество клеток в нем уве-
личивалось до 3,5-4 тыс. К сфероиду добавляли макро-
фаги в отношении 10 к 1 клетке сфероида. Через 24 ча-
са сфероид пипетировали и подсчитывали количество 
клеток в сфероиде, культивированном с М3 и с М0 ма-
крофагами. Таким образом, оценивали эффект макро-
фагов. Схема экспериментов представлена на рис. 1. 

Статистический анализ проводили с использова-
нием t-критерия Стьюдента. Данные представлены в 
виде среднего (М) со стандартными ошибками сред-
него (± SEM). Различия считались статистически зна-
чимыми при р <0,05. Все эксперименты проведены в 3 
повторах.

Результаты  

1. М3 макрофаги мышей и человека ограничивали де-
ление клеток ПЖ больных РПЖ в условиях 2D культиви-
рования. При 2D культивировании за 24 ч количество 
клеток ПЖ больных РПЖ увеличилось с 25000 до 
56000+1000. Добавление мышиных M0 макрофагов 
увеличивало их число на 25%, а добавление мышиных 
М3 макрофагов статистически значимо замедляло де-
ление клеток ПЖ больных РПЖ на 43% (р<0.05). До-
бавление M0 макрофагов человека увеличивало на 56%, 
а добавление М3 макрофагов человека замедляло на 
93% деление клеток ПЖ больных РПЖ (р<0.01).

Таким образом, и мышиные и человеческие М3 ма-
крофаги замедляли деление клеток ПЖ больных РПЖ 
при 2D культивировании. Эффект человеческих М3 
макрофагов был существенно более выраженным. Уве-
личение деления клеток ПЖ больных РПЖ при добав-
лении М0 макрофагов согласуется с клиническими на-
блюдениями, что увеличение числа макрофагов в опу-
холи ухудшает прогноз заболевания [21].

2. М3 макрофаги мышей не влияли, а М3 макрофаги 
человека незначительно ограничивали деление клеток ПЖ 
больных РПЖ в условиях 3D культивирования. После 
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24-часового культивирования сфероида без макрофа-
гов количество клеток в нем увеличилось с 3700+300 
до 7000+820. Культивирование сфероида с М0 макро-
фагами как мыши, так и человека, увеличило количе-
ство новых клеток в сфероиде на 33%. Добавление мы-
шиных М3 макрофагов к сфероиду не влияло на деле-
ние клеток ПЖ больных РПЖ в сфероиде, а добавление 
человеческих М3 макрофагов на 33% снижало количе-
ство появившихся в результате деления клеток в сфе-
роиде (р>0.05). Выявленный эффект проявлялся в ви-
де тенденции.

Обсуждение  

Противоопухолевую активность макрофагов пы-
тались повышать путем стимуляции Toll-подобных ре-
цепторов [22]; культивированием в без-FBS среде [23]; 
повышения активности генов IFN-γ и IL-12 [24] или 

блокированием про-опухолевых рецепторов на макро-
фагах [25, 26]. Однако, опухоль перепрограммировала 
макрофаги в проопухолевый М2 фенотип [13] и сво-
дила на «нет» противоопухолевый эффект макрофа-
гов. Качественное отличие M3 фенотипа от макрофа-
гов других фенотипов, состоит в том, что М3 макро-
фаги переключают сигналы проопухолевой среды на 
выработку противоопухолевых цитокинов. По-
видимому, эта особенность лежит в основе противоо-
пухолевого эффекта M3 макрофагов, продемонстри-
рованного в нашем исследовании.

Мы обнаружили, что М3 макрофаги мышей суще-
ственно меньше, по сравнению с М3 макрофагами че-
ловека подавляют деление клеток ПЖ больных РПЖ. 
Тем не менее, сам, факт, что М3 макрофаги мышей на 
43% подавляют деление клеток ПЖ больного РПЖ, 
свидетельствует о возможной перспективности ксено-
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Рис. 1. Графическая схема эксперимента. 
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генной клеточной иммунотерапии рака после удале-
ния видовых антигенов.

В условиях 3D культивирования антиопухолевый 
эффект М3 макрофагов человека был выражен мень-
ше, по сравнению с эффектом при 2D культивирова-
нии. Вероятно, это связано с тем, что при 2D ко-
культивировании существенно больше М3 макрофа-
гов взаимодействуют с клетками ПЖ больного РПЖ, 
чем при 3D культивировании, когда значительная 
часть клеток ПЖ находится внутри сфероида и недо-
ступна для макрофагов. Это указывает на то, что для 
повышения эффективности М3 макрофагов в терапии 
солидных опухолей следует увеличивать проницае-
мость этих опухолей для М3 макрофагов.

Интерпретация наших результатов ограничивает-
ся отсутствием данных о фенотипе исследуемых кле-
ток ПЖ. Эксперименты для определения соотноше-
ния эпителиальных и стромальных клеток, эпителия 
секреторного и базального, доброкачественных и зло-
качественных клеток, наличия и уровня андрогеновой 
чувствительности будут рассматриваться в дальнейших 
исследованиях. 

Несмотря на оставшиеся вопросы и необходимость 
дальнейших исследований, сам факт, что М3 макро-
фаги подавляют рост клеток ПЖ больных РПЖ, дела-
ет обоснованным разработку клинической версии био-
технологии для лечения РПЖ с использованием М3 
макрофагов.
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