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Эксперименты на мышах, проведенные ранее, позволили выдвинуть предположение, что в основе противоопухоле-
вого эффекта M3 макрофагов лежит их повышенная способность фагоцитировать антигены патогенных клеток. 
Однако использование М3 макрофагов для лечения опухоли у человека затруднено: 1) получением достаточного ко-
личества предшественников макрофагов; 2) дифференцировкой предшественников в макрофаги и их репрограмми-
рованием на М3 фенотип in vitro; 3) доставкой макрофагов в опухоль. Понимание этих проблем и данные о том, что 
в зоне опухоли есть много макрофагов М0 и М2 фенотипа делает перспективным разработку нового способа те-
рапии опухоли путем повышения способности к фагоцитозу макрофагов М0 и М2 фенотипа. Литературный поиск 
сведений о факторах повышения фагоцитарной активности макрофагов выявил потенциального претендента на 
эту роль – наночастиц оксида графена (GO). 
Целью настоящей работы была проверка гипотезы о возможности активации фагоцитарной функции макрофа-
гов наночастицами GO. 
Материалы и методы. В работе использовали макрофаги мышей, выделенные из перитонеального смыва. Для 
получения фенотипа М0, макрофаги культивировали в среде DMEM/F12. Для получения фенотипа М2, макрофаги 
культивировали в среде DMEM/F12 с добавлением 40% FBS. Фенотип М3 макрофагов получали добавлением в сре-
ду культивирования IFN-γ, ингибиторов STAT3, STAT6 и SMAD3. Дальше все фенотипы макрофагов стимулировали 
липополисахаридом (ЛПС). После окончания стимуляции макрофагов ЛПС, оценивали способность разных феноти-
пов к фагоцитозу. Оценку проводили с помощью набора окрашенных бактерий pHrodo® Red Staphylococcus aureus 
Bioparticles (Invitrogen). GO получали методом электрохимического расслоения рабочих электродов из высокоори-
ентированного пиролитического графита. Макрофаги культивировали в присутствии GO в течение 2 часов, по-
сле чего отмывали и определяли коэффициент фагоцитоза по стандартной методике с использованием флуо-
ресцентных частиц pHrodoTM BioParticles®. Фагоцитарную функцию оценивали у разных фенотипов макрофагов в 
нормальной и опухолевой среде.
Результаты. Добавление GO приводило к повышению фагоцитарной способности макрофагов с фенотипами М0 и 
М2 на 20% и 19%, соответственно, по сравнению с контролем, тогда как коэффициент фагоцитоза макрофагов с 
фенотипом М3 практически не изменялся. Кроме того, наночастицы GO снижали депрессивный эффект опухолевой 
среды на фагоцитарную активность макрофагов. Этот эффект существенно зависел от фенотипа макрофагов. 
Для М0 макрофагов происходило почти двукратное повышение активности, для М2 фенотипа фагоцитарная ак-
тивности в опухолевой среде при добавлении GO увеличивалась более, чем на 50%, а для М3 фенотипа, добавление 
GO практически не влияло на уже достаточно высокую активность в опухолевой среде.
Заключение. Наночастицы GO способны повышать исходную и восстанавливать ослабленную в опухолевой среде 
способность М0 и М2 макрофагов к фагоцитированию.
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Previous experiments on mice suggested that the antitumor effect of M3 macrophages is based on their increased ability to phagocytize 
pathogenic cell antigens. However, the use of M3 macrophages for treatment of tumors in humans is complicated by: 1) obtaining a 
sufficient number of macrophage precursors; 2) differentiation of progenitors into macrophages and their reprogramming into the 
M3 phenotype in vitro; 3) delivery of macrophages to the tumor. Understanding these problems and the fact that there are numerous 
macrophages of the M0 and M2 phenotypes in the tumor zone make it promising to develop a new method of therapy for tumors 
by enhancing the ability of M0 and M2 macrophages to phagocytosis. A literature search for factors that increase the macrophage 
phagocytic activity has revealed a potential candidate for this role, graphene oxide (GO) nanoparticles.
The aim of this work was to test the hypothesis about a possibility of enhancing the macrophage phagocytic function with GO 
nanoparticles.
Methods. Murine macrophages isolated from peritoneal lavage were used in this work. To produce the M0 phenotype, 
macrophages were cultured in the DMEM/F12 medium. To produce the M2 phenotype, macrophages were cultured in the DMEM/
F12 medium supplemented with 40% FBS. The M3 macrophage phenotype was obtained by adding IFN-γ and STAT3, STAT6, 
and SMAD3 inhibitors to the culture medium. Then all macrophage phenotypes were stimulated with lipopolysaccharide (LPS). 
After the end of LPS stimulation of macrophages, the phagocytic  ability of different phenotypes was evaluated using a pHrodo® 
Red Staphylococcus aureus Bioparticles stained bacteria kit (Invitrogen). GO was obtained by electrochemical stratification of 
working electrodes from highly oriented pyrolytic graphite. Macrophages were cultured in the presence of GO for 2 hours, then 
washed, and the phagocytic index was determined according to the standard method with pHrodoTM BioParticles® fluorescent 
particles. The phagocytic activity was assessed for different macrophage phenotypes in normal and tumor environments.
Results. The addition of GO increased the phagocytic ability of macrophages with the M0 and M2 phenotypes by 20% and 19%, re-
spectively, compared with the control, whereas the phagocytosis coefficient of macrophages with the M3 phenotype practically did not 
change. In addition, GO nanoparticles reduced the depressive effect of the tumor environment on the phagocytic activity of macro-
phages. This effect significantly depended on the macrophage phenotype. For M0 macrophages, there was an almost twofold increase 
in the activity for the M2 phenotype, the phagocytic activity in the tumor medium increased by more than 50% with the addition of GO; 
and for the M3 phenotype, the addition of GO had practically no effect on its already sufficiently high activity in the tumor medium.
Conclusion. GO nanoparticles were able to increase the baseline activity of M0 and M2 macrophages and to restore their 
phagocytic capability that had been weakened in the tumor environment.
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Сокращения: GO – оксид графена; CTL – Cytox-
ic T Lymphocyte; SMAD3, STAT3 и STAT6 – ингибито-
ры факторов транскрипции; М0, М1, М2, М3 – фено-
типы макрофагов; IFN-γ – интерферон гамма; CD8+ –  
Т лимфоциты киллеры; DMEM/F12 – питательная сре-
да; FBS – фетальная бычья сыворотка.

Введение

Надежность защиты организма от патогенных ми-
кробов или опухолевых клеток зависит от способно-
сти иммунной системы продуцировать цитотокси-
ческие антиген-специфические Т клетки (Cytoxic T 
Lymphocyte, CTL). Среди всех клеток иммунной си-
стемы CTL обладают наибольшей эффективностью 

уничтожать патогенные клетки [1]. В процессе обра-
зования CTL, стадия антиген-презентации микробно-
го или опухолевого антигена для Т клеток исключи-
тельно важна. Презентацию антигенов, наряду с ден-
дритными клетками, могут осуществлять макрофаги 
с помощью внутриклеточного протеосомного или ва-
куолярного пути [2, 3]. Оба пути начинаются с фаго-
цитоза антигена [4].

Способность макрофагов фагоцитировать 
и кросс-презентировать антиген зависит от функцио-
нального фенотипа макрофагов [5-8]. Презентация ан-
тигена провоспалительным М1 фенотипом приводит 
к реактивации CTL [3], а презентация антигена М2 ма-
крофагами формирует толерантность к комменсальным 
микробам и компонентам пищи [2]. 
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Ранее мы показали возможность существования М3 
фенотипа переключения [9]. М3 макрофаги, в отличие 
от М1 и М2 макрофагов, на действие антивоспалитель-
ных факторов продуцируют провоспалительные цито-
кины [9]. Предположительно M3 фенотип появляется 
в условиях снижения бактерицидной, противовирусной 
или антиопухолевой активности иммунитета. Мы разра-
ботали технологию программирования М3 фенотипа in 
vitro с помощью ингибиторов факторов транскрипции 
SMAD3, STAT3 и STAT6 [10]. Эта технология позволяет 
перенаправить сигнал от противовоспалительных цито-
кинов на активацию факторов транскрипции провос-
палительного фенотипа и получили M3 фенотип [11]. 
Оказалось, что M3 фенотип намного эффективнее за-
щищает мышей от карциномы, по сравнению с М1 фе-
нотипом, и тем более М2 фенотипом, который способ-
ствовал развитию опухоли [11]. Мы предположили, что 
в основе эффективного антиопухолевого эффекта M3 
макрофагов лежит повышенная способность М3 фено-
типа фагоцитировать патогенные клетки [12]. Эти дан-
ные создают основу для разработки клинической вер-
сии технологии М3 макрофагов для терапии опухолей. 

Вместе с тем использование технологии М3 макрофа-
гов для лечения опухоли у человека может иметь несколь-
ко ограничений. Это: 1. Проблема получения достаточ-
ного количества предшественников макрофагов из кро-
ви или костного мозга; 2. Проблема дифференцировки 
предшественников в макрофаги и репрограммирование 
на М3 фенотип in vitro; 3. Проблема доставки макрофа-
гов в область опухолевого роста. Понимание этих про-
блем и данные о том, что в зоне опухоли есть много М0 
и М2 макрофагов [13] наводит на мысль, о том, что по-
вышение способности к фагоцитозу М0 и М2 макрофа-
гов, которые в больших количествах уже находятся в зоне 
опухоли, может оказаться перспективным направлением 
к разработке нового способа терапии опухоли. 

В отношении поиска способа повышения фагоци-
тарной активности макрофагов мы обратили внимание 
на наночастицы. Действительно, с развитием нанотех-
нологий появляются новые идеи, связанные с биоме-
дицинским использованием наноматериалов. Многие 
наноматериалы обладают хорошей биосовместимостью 
и уникальными физико-химическими свойствами. В на-
стоящее время идет активный поиск безопасных нано-
материалов, пригодных к использованию в качестве 
адъювантов, способных повысить иммуногенность вак-
цинных и опухолевых антигенов, в частности, активи-
зировать формирование клеточного иммунного ответа, 
опосредуемого CD8+ цитотоксическими Т-клетками. 

Одним из претендентов на роль адъюванта – актива-
тора клеточного иммунитета – является оксид графена 
(GO) [14]. Благодаря своим уникальным физико-хими-
ческим свойствам GO широко используется в медици-
не для целей фототермического лечения рака, доставки 
лекарств, антибактериальной терапии и медицинской 
визуализации. GO также проявляет значительную адъ-
ювантную активность. В частности, известно, что GO 

может активировать клеточный иммунитет путем аксе-
лерации ключевых свойств дендритных клеток, таких 
как зрелость и способность к миграции in vivo [15] спо-
собность к формированию иммунологического синапса 
между дендритными клетками и Т-лимфоцитами, что 
приводит к 20-кратному повышению количества анти-
ген-специфических CD8+ цитотоксических Т-клеток 
[16]. Кроме того, GO в составе комплекса оксид графе-
на/гидроксид алюминия Al(OH)3/антиген обеспечивает 
эффективную доставку вакцинного антигена в цитозоль 
дендритных клеток с последующей кросс-презентаци-
ей антигена и активацией клеточного иммунитета [17].

Как отмечено выше, повлиять на формирование 
клеточного иммунитета можно путем регуляции функ-
ции антиген-презентации, первым этапом которой яв-
ляется интернализация вакцинного и опухолевого ан-
тигена антиген-презентующими клетками [18] Одним 
из способов интернализации антигена антиген-презен-
тующими клетками является фагоцитоз.

Таким образом, целью настоящей работы была про-
верка гипотезы о возможности активации фагоцитар-
ной функции макрофагов наночастицами GO. Иссле-
довались макрофаги с различными фенотипами (М0, 
М2, М3) в нормальных условиях и в условиях опухо-
левой среды. 

Материалы и методы исследования

Эксперименты проводили на линейных мышах сам-
цах С57/BL6j, 21 ± 2 г, в возрасте 2 месяцев из вива-
рия МГМСУ им. А.И. Евдокимова. Все манипуляции 
проводили в соответствии с международными и наци-
ональными этическими требованиями, а также требо-
ваниями Локального этического комитета (протоколы 
№ 4 от 12.09.22 и № 5 от 09.11.22).

Для культивирования и программирования макро-
фагов использовали ингибитор Stat3 (S3I204, Axon Med, 
США), ингибитор Stat6 (As1517499, Axon Med, США), 
IFN-γ (Invitogen, США), LPS (Sigma-Aldrich, США), ин-
гибитор SMAD3 (SIS3, Calbiochem, США), Fetal Bovine 
Serum (FBS) (Thermo Hyclone, UK), DMEM/F12 (Панэко), 
пенициллин-стрептомицин (Gibco2017), pHrodo® Red 
Staphylococcus aureus Bioparticles (Invitrogen) Cat# A10010. 

Макрофаги выделяли из перитонеального смыва 
[19] и помещали в культуральные планшеты со средой 
с 10% FBS, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стреп-
томицина при 37°С и 5% СО2.

Для получения М2 фенотипа, в DMEM/F12 добав-
ляли сыворотку до 40% FBS и культивировали 12 часов 
и затем макрофаги стимулировали 500 нг/мл ЛПС 24 ча-
са [20]. Для получения M3 фенотипа, в DMEM/F12 без 
сыворотки добавляли 20 нг/мл IFN-γ, 5 мкг/мл ингиби-
тора STAT3, 10 мкг/мл ингибитора STAT6 и 2 нмоль/мл 
ингибитора SMAD3 и культивировали 12 часов. После 
этого макрофаги стимулировали 500 нг/мл ЛПС 24 часа 
[21]. Контрольные М0 макрофаги культивировали 36 ча-
сов в DMEM/F12, содержащей 10% FBS. 
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GO получали методом электрохимического рассло-
ения рабочих электродов из высокоориентированного 
пиролитического графита [22-24]. Одну аликвоту буфе-
ра для электрофореза, содержащего эксфолиированный 
GO, разбавляли в соотношении 1:10 000 фосфатно-со-
левым буфером для получения концентрации GO 1 мг/
мл. Полученную суспензию добавляли к клеточному 
монослою. Чтобы свести к минимуму цитотоксичность, 
индуцированную GO, использовали минимальную ко-
нечную концентрацию 2 мкг/мл среды GO, которая по-
зволяла увеличить коэффициент фагоцитоза макрофа-
гов, но не вызывала некроза клеток. Макрофаги куль-
тивировали в присутствии GO в течение 2 часов, после 
чего отмывали и определяли коэффициент фагоцитоза 
по стандартной методике с использованием флуорес-
центных частиц pHrodoTM BioParticles®. Фагоцитар-
ную функцию оценивали у разных фенотипов макрофа-
гов в нормальной и опухолевой среде. Оценку проводи-
ли путем подсчета профагоцитировавших макрофагов 
на фотографиях, полученных с помощью системы ви-
зуализации клеток Zoe (Bio-Rad, США). Флуоресцент-
ные частицы pHrodoTM BioParticles® были размороже-
ны и приготовлены в концентрации 10 мкг/мл согласно 
протоколу производителя. Культуральную среду в лун-
ках заменяли на 100 мкл суспензии флуоресцентных ча-
стиц pHrodoTM BioParticles® и переносили в СО2 ин-
кубатор на 1 час при 37°C. Затем лунки фотографирова-
ли из расчета 5 полей на лунку, 3 лунки на эксперимент 
и данные усредняли. Подсчитывали клетки, поглотив-
шие флуоресцентные частицы. Среди фагоцитирующих 
макрофагов выделяли 3 группы: мало-, средне- и актив-
но-фагоцитирующие клетки. К мало-фагоцитирующим 
относили макрофаги, поглотившие от 1 до 4 бактерий, 
к средне-фагоцитирующим – от 5 до 10, и к активно-фа-
гоцитирующим – 11 и более бактерий. После этого рас-
считывали показатель фагоцитоза, присваивая макро-
фагам с малой фагоцитируюшей способностью 1 балл, 
со средне-фагоцитирующей способностью – 2 балла 
и с активно-фагоцитирующей способностью – 3 балла. 
Показатель активности фагоцитоза макрофагов опреде-
ляли в условных единицах и рассчитывали по формуле: 

[количество мало-фагоцитирующих макрофа-
гов] × 1

+ [количество средне-фагоцитирующих макрофа-
гов] × 2

+ [количество активно-фагоцитирующих макро-
фагов] × 3.

Для оценки влияния опухолевой среды на фаго-
цитарную активность макрофагов к среде культивиро-
вания макрофагов на этапе стимуляции с ЛПС добав-
ляли 10% кондиционированной среды, полученной 
при культивировании клеток опухоли Эрлиха в тече-
нии 24 часов.

Данные представлены как среднее ± стандартная 
ошибка измерения и проанализированы с помощью Two 
Factor ANOVA и post-hoc критерия Тьюки. При р<0,05 
различия считали статистически значимыми.

Результаты исследования

Результаты экспериментов по оценке влияния на-
ночастиц GO на фагоцитарную активность макрофагов 
различных фенотипов в нормальной и опухолевой сре-
де представлены в табл. 1.

Результаты, представленные в табл. 1, позволяют об-
наружить несколько важных закономерностей.

Во-первых, видно, что фенотип макрофагов влияет 
на их способность к фагоцитозу: изменение М0 фено-
типа в сторону М2 снижает фагоцитарную активность 
макрофагов, а в сторону М3, напротив, увеличивает. 

Во-вторых, опухолевая среда существенно снижает 
фагоцитарную способность макрофагов. Наиболее силь-
но это проявляется в отношении М0 и М2 фенотипов, 
коэффициент фагоцитоза которых снижался в 2,9 и 2,6 
раз, соответственно. Фагоцитарная активность М3 ма-
крофагов в опухолевой среде снижалась существенно 
меньше, всего на 29%.

В-третьих, добавление GO приводило к повышению 
фагоцитарной способности макрофагов с фенотипами 
М0 и М2 на 20% и 19%, соответственно, по сравнению 
с контролем, тогда как коэффициент фагоцитоза ма-
крофагов с фенотипом М3 практически не изменялся.

И, наконец, в-четвертых, наночастицы GO снижали 
депрессивный эффект опухолевой среды на фагоцитар-
ную активность макрофагов. Однако опять, этот эффект 
существенно зависел от фенотипа макрофагов. Для М0 
макрофагов происходило почти двукратное повышение 
активности, для М2 фенотипа фагоцитарная активно-
сти в опухолевой среде при добавлении GO увеличива-
лась более, чем на 50%, а для М3 фенотипа, добавление 
GO практически не влияло на уже достаточно высокую 
активность в опухолевой среде (табл. 1).

Обсуждение

Результаты, полученные в этой работе, о том, что М3 
фенотип обладает более высокой фагоцитарной активно-
стью, и более устойчив к угнетающему действию опухоле-
вой среды, по сравнению с другими фенотипами, по сути, 

Таблица 1
Влияния наночастиц GO на фагоцитарную активность макрофагов 

различных фенотипов в нормальной и опухолевой среде

Группы
Показатель активности фагоцитоза  

макрофагов, условные единицы

М0 (n = 5) М2 (n = 5) М3 (n = 3)
Контроль 163,2±1,7 120,6±2,6§ 221,0±1,1 §

Опухолевая среда 61,4±2,4 * 41,4±2,1 * 157,8±3,1 *
GO 195,8±1,9 * 143,8±2,3 * 226,8±1,7
Опухолевая среда + 
GO 112,8±2,6 # 66,6±2,0 # 159,4±3,5

Примечания. Обозначения статистической значимости межгруппо-
вых различий: * – p < 0,05 по сравнению с контролем; # – p < 0,05 по 
сравнению с опухолевой средой; § – p < 0,05 по сравнению с контро-
лем фенотипа М0; n – количество экспериментов.
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воспроизвели наши, ранее публикованные данные [12]. 
Данные этой работы, вместе с предыдущими [12] позво-
ляют утверждать, что 1) устойчивость фагоцитарной ак-
тивности к угнетающему действию опухолевой среды 
является важной характеристикой М3 фенотипа макро-
фагов и 2) репрограммирование макрофагов может ока-
заться хорошим инструментом управления фагоцитар-
ной активностью макрофагов в терапевтических целях. 

Главный новый результат этой работы состоит в том, 
что наночастицы GO повышали исходную и восстанав-
ливали ослабленную в опухолевой среде способность 
макрофагов к фагоцитированию. Особенность эффекта 
была в том, что GO существенно повышал способность 
к фагоцитозу у М0 и М2 фенотипов с исходно низкой 
активностью, и практически не влиял на М3 фенотип 
с исходно высокой активностью. Фенотип-зависимый 
характер влияния GO имеет большую практическую 
терапевтическую привлекательность, поскольку в зоне 
опухоли существенно преобладают М2 и М0 макрофа-
ги с ослабленной активностью [13]

С теоретической точки зрения, важно ответить на 
вопрос: через какие механизмы GO может повышать 
фагоцитарную активность макрофагов. В этом отноше-
нии в будущих экспериментах будет интересно оценить 
влияние GO на клатрин-зависимый и на актин-ассоци-
ированный фагоцитоз и особенности этого влияния на 
разных фенотипах макрофагов.

Заключение

Наночастицы GO способны повышать исходную 
и восстанавливать ослабленную в опухолевой среде спо-
собность М0 и М2 макрофагов к фагоцитированию.
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