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Аннотация 
Цель. Оценить влияние фактора роста эндотелия сосудов A (VEGF-A) на субпопуляционный состав моно-
цитов в культуре мононуклеаров крови у пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС) в зависимости 
от наличия ишемической кардиомиопатии (ИКМП). 
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Для ишемической болезни сердца характерна недостаточность
CD14all и CD14highCD16low ввиду их трансдифференцировки.
Фактор роста эндотелия сосудов VEGF-A увеличивает численность субпопуляций
моноцитов только при наличии ишемической кардиомиопатии
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Материалы и методы. Проведено одноцентровое экспериментальное исследование in vitro. В исследование 
включены 22 пациента с ИБС: 11 – с ИКМП, 11 – без ИКМП и 10 здоровых доноров. Мононуклеары кро-
ви выделяли из венозной крови иммуномагнитной сепарацией по антигенам CD14 и CD34, инкубировали 
без и с добавлением VEGF-A 50 нг/мл (контрольная и стимулированная пробы). Через 6 суток методом про-
точной цитофлуориметрии оценивали общее содержание моноцитов, долю классических CD14++CD16–, про-
межуточных CD14++CD16+, неклассических CD14+CD16++, переходных CD14+CD16– моноцитов.
Результаты. У пациентов с ИБС в обеих группах относительно здоровых доноров показано снижение содер-
жания CD14++CD16+ в контрольной и стимулированной пробах. Только в группе ИБС с ИКМП относительно 
контрольной пробы после стимуляции VEGF-А установлено значимое увеличение всех CD14+: 10,63% (6,80; 
17,64) vs. 15,28% (8,75; 27,99), р < 0,01, и их субпопуляций: CD14++CD16−: 6,08% (1,76; 8,84) vs. 8,57% (3,51; 16,8), 
р < 0,05, CD14++CD16+: 3,64% (2,03; 8,59) vs. 6,26% (3,87; 10,3), р < 0,05. В этой же группе отмечена тенденция 
к увеличению CD14+CD16++ после стимуляции: 0,19% (0,18; 1,11) vs. 0,61% (0,37; 1,58), р = 0,062. В группах ИБС 
без ИКМП и здоровых доноров не установлено различий содержания всех моноцитов и их субпопуляций 
после стимуляции VEGF-A. Содержание CD14+CD16– во всех группах пациентов в контрольной и стимулиро-
ванной пробах не различалось.
Заключение. Для ИБС характерна недостаточность всех CD14+ клеток и промежуточных моноцитов ввиду 
их трансдифференцировки. VEGF-A влияет на субпопуляционный состав моноцитов при ИБС только при на-
личии ИКМП, увеличивая содержание всех CD14+ клеток, их промежуточных и классических форм без превы-
шения показателей у здоровых доноров.

Ключевые слова: VEGF-А; дифференцировка; ангиогенез; классические моноциты; CD14++CD16–; промежу-
точные моноциты; CD14++CD16+; неклассические моноциты; CD14+CD16++; переходные моноциты; CD14+CD16–
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Abstract
Aim. To evaluate the effect of vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) on the subpopulation composition of 
monocytes in the blood mononuclear cell culture of patients with coronary heart disease (CHD), with and without 
ischemic cardiomyopathy (ICMP).
Materials and methods. A single-center, experimental in vitro study was conducted. The study included 22 patients 
with CHD: 11 with ICMP, 11 without ICMP, and 10 healthy donors. Blood mononuclei were isolated from venous blood 
by immunomagnetic separation for CD14 and CD34 antigens, then incubated with and without the addition of VEGF-A 
50 ng/mL (control and stimulated samples). After 6 days, the total monocyte content, the proportion of classical 
CD14++CD16–, intermediate CD14++CD16+, non-classical CD14+CD16++, and transitional CD14+CD16– monocytes were 
assessed using flow cytofluorimetry.
Results. In groups of patients with CHD and in those groups where the patients were considered relatively healthy, 
a decrease in the content of CD14++CD16+ in the control and stimulated samples was shown. Only in the CHD group 
with ICMP relative to the control sample, after VEGF-A stimulation, a statistically significant increase in all CD14+ 
was found: 10.63% (6.80; 17.64) vs. 15.28% (8.75; 27.99), p < 0.01, and their subpopulations: CD14++CD16−: 6.08% 
(1.76; 8.84) vs. 8.57% (3.51; 16.8), p < 0.05, CD14++CD16+: 3.64% (2.03; 8.59) vs. 6.26% (3.87; 10.3), p < 0.05. In the 
same group, a tendency towards an increase in CD14+CD16++ was noted after stimulation: 0.19% (0.18; 1.11) vs. 
0.61% (0.37; 1.58), p = 0.062. No differences in the content of all monocytes and their subpopulations after VEGF-A 
stimulation were found in the CHD without ICMP group nor in the healthy group. The content of CD14+CD16– in all 
groups in the control and stimulated samples did not differ.
Conclusion. CHD is characterized by a deficiency of all CD14+ cells and intermediate monocytes due to their 
transdifferentiation. VEGF-A affects the subpopulation composition of monocytes in CHD only in the presence of 
ICMP by increasing the content of all CD14+ cells, and in their intermediate and classical forms without exceeding the 
indicators in healthy donors.

Keywords: VEGF-A; differentiation; angiogenesis; classic monocytes; CD14++CD16–; intermediate monocytes; 
CD14++CD16+; non-classic monocytes; CD14+CD16++; transient monocytes; CD14+CD16–
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Список сокращений:
VEGF-A – vascular endothelial growth factor A, фактор 
роста эндотелия сосудов A
VEGFR  – receptors for vascular endothelial growth 

factor, рецептор фактора роста эндотелия сосудов
ИБС – ишемическая болезнь сердца
ИКМП – ишемическая кардиомиопатия

КЛЮЧЕВЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ

У пациентов с ИБС отмечено снижение численности промежуточных моноцитов in vitro вследствие их спонтанной трансдиффе-
ренцировки, что наиболее выражено при ИКМП.

VEGF-A обладает протективным эффектом in vitro у пациентов с ИКМП, препятствуя чрезмерной убыли числа мононуклеаров 
классического, промежуточного и, в некоторой степени, неклассического иммунофенотипов.

Воздействие  VEGF-А на субпопуляционный состав моноцитов не приводит к избыточному накоплению промежуточных  
и классических форм вне зависимости от наличия ИКМП, что может быть использовано для лечения ИБС без риска усугубить 
атерогенез.

Сердечно-сосудистые заболевания являются 
одной из главных причин смертности в мире [1]. 
Несмотря на значительные достижения в области 
их консервативного и хирургического лечения, про-
должается поиск новых терапевтических стратегий 
для пациентов с атеросклерозом. Так, индукция 
механизмов ангиогенеза стала привлекательной 
не только у пациентов с ишемией, но и у тех, кто 
перенес эндоваскулярное или открытое хирургиче-
ское вмешательство с целью профилактики ресте-
ноза стента или трансплантата [2]. Фактор роста эн-
дотелия сосудов A (vascular endothelial growth factor 
A – VEGF-A) стал одним из наиболее активно изуча-
емых сигнальных белков для стимуляции ангиогене-
за у пациентов с атеросклерозом. На сегодняшний 

день используется не только рекомбинантный 
VEGF-A, но и препарат для пролонгированного син-
теза in vivo – Неоваскулген® (Neovasculgen), который 
успешно применяется в терапии критической ише-
мии нижних конечностей [3].

VEGF-A представляет собой высококонсерва-
тивный секретируемый сигнальный белок, кото-
рый связывается с рецепторами семейства VEGF-
тирозинкиназы (receptors for vascular endothelial 
growth factor – VEGFR) 1-го и 2-го типов на поверх-
ности эндотелиальных клеток. VEGFR2 стимулиру-
ет их пролиферацию, миграцию и выживаемость, 
в то время как VEGFR1 может действовать как рецеп-
тор-ловушка для VEGF-A [4]. Кроме того, VEGF-А 
может повышать проницаемость сосудов, приводя 
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к инфильтрации сосудистой стенки моноцитами, 
или опосредовать развитие коллатералей путем при-
влечения и активации эндотелиальных клеток и мо-
ноцитов [4]. 

В настоящее время иммунофенотипически выде-
ляют четыре субпопуляции моноцитов у человека – 
это классические, промежуточные, неклассические 
и переходные клетки. Большинство моноцитов в цир-
куляции представлены классическими CD14++CD16– 
моноцитами с ярко выраженными фагоцитирующи-
ми и провоспалительными свойствами. Эти свойства 
характерны и для CD14++CD16+ моноцитов (про-
межуточные клетки). Неклассические моноциты 
CD14+CD16++ имеют слабовыраженную способ-
ность к фагоцитозу, однако стимулируют процессы 
репарации, секретируя противовоспалительные ци-
токины и факторы роста [5]. Мало изучены пере-
ходные CD14+CD16– моноциты, вероятно, они явля-
ются предшественниками классических моноцитов 
или же дифференцируются из них [6]. При этом по-
казано, что развитие ишемической болезни сердца 
(ИБС) и атеросклероза сопряжено с увеличением 
доли промежуточных моноцитов при уменьшении 
числа классических форм, и этот дисбаланс еще бо-
лее усугубляется при остром коронарном синдро-
ме и инфаркте миокарда [7, 8], а при ишемической 
кардиомиопатии (ИКМП)  – напротив, имеет место 
анергия дифференцировки моноцитов с дефицитом 
неклассических форм [9]. 

Несмотря на существующие данные о вовлечен-
ности субпопуляций моноцитов в формирование 
ишемических расстройств при атеросклерозе, с од-
ной стороны, и использование VEGF-A в лечении 
таковых – с другой стороны, до сих пор не изучено 
влияние VEGF-A на дифференцировку различных 
субпопуляций моноцитов, обладающих ангиопро-
тективными или провоспалительными свойствами. 
Данный эффект может оказать значительное воздей-
ствие на течение заболевания при терапии VEGF-A. 

Цель исследования: оценить влияние VEGF-A 
на субпопуляционный состав моноцитов в культуре 
мононуклеаров крови у пациентов с ИБС в зависи-
мости от наличия ИКМП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведено одноцентровое, экспериментальное 

исследование in vitro. Производился сплошной набор 
пациентов из числа госпитализированных в НИИ 
кардиологии – филиал Томского НИМЦ с 1 декабря 
2022 по 31 мая 2023 г.

Необходимое число пациентов в подгруппах 
было определено на этапе планирования экспе-
римента по формуле ресурсов Мида для дости-
жения числа степеней свободы компонента ошиб-
ки, равного 20. В процессе эксперимента объем 
выборки был увеличен согласно формуле Лера 
на основе пилотного анализа данных, полученных 

при исследовании числа больных, определенных 
формулой ресурсов Мида. 

Набор пациентов
Потоковая диаграмма включения пациентов пред-

ставлена на рисунке 1. Всего для участия в исследова-
нии оценены 28 пациентов. Критерии невключения вы-
явлены у 6 человек. В исследование включены 22 паци-
ента с ИБС (19 мужчин и 3 женщины) в возрасте от 54 
до 70 лет, в том числе 11 – с ИКМП и 11 – без ИКМП. 
В течение первых 4-х месяцев набрали 11 пациентов 
с ИБС без ИКМП и 8 пациентов с ИКМП. В течение 
последующих 2 месяцев в исследование включали 
только пациентов с ИКМП для увеличения объема вы-
борки до расчетного значения (n = 11). 

Критерии включения: 
•	 возраст: от 18 до 70 лет;
•	 подписанное информированное согласие на уча-

стие в исследовании;
•	 инфаркт миокарда в анамнезе давностью более 

6 месяцев;
•	 дополнительно для группы ИКМП  – систоличе-

ская дисфункция левого желудочка (фракция вы-
броса меньше 40%), сопровождающаяся одним 
или несколькими следующими признаками: 
−	 инфаркт миокарда / реваскуляризация миокар-

да давностью не менее 6 месяцев; 
−	 стеноз ствола левой коронарной артерии 

> 75 %; 
−	 стеноз двух и более коронарных артерий 

> 75 % [10].

Критерии невключения: 
•	 острые инфекционные заболевания менее чем 

за 3 недели до исследования (n = 2);
•	 аутоиммунные или аллергические заболевания 

в стадии обострения (n = 2);
•	 злокачественные опухоли (n = 1);
•	 вирусные гепатиты (n = 1);
•	 сифилис (n = 0);
•	 инфекция вируса иммунодефицита человека (n = 0);
•	 эритропоэз-стимулирующая (n = 1) или иммуно-

супрессивная (n = 1) терапия менее чем за 3 не-
дели до исследования.
Группу сравнения составили 10 практически здо-

ровых доноров (7 мужчин и 3 женщины), медиана 
возраста 57,5 (48,0; 65,5) года, не имеющих каких-
либо заболеваний сердечно-сосудистой системы 
и жалоб соответствующего характера, подписавших 
информированное согласие на участие в исследова-
нии (рис. 1). 

Выделение мононуклеаров крови
Материалом исследования служила кровь из ку-

битальной вены в объеме 30 мл, взятая однократно 
утром натощак до физической нагрузки и проведения 
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РИС. 1. Потоковая диаграмма включения пациентов в исследование. 
Примечание: ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; ИБС – ишемическая болезнь сердца; ИКМП – ишемическая кардиомиопатия; 
ФВ – фракция выброса.
1Плюс ≥ 1 признак: реваскуляризация миокарда давностью > 6 мес.; стеноз ствола левой коронарной артерии >75%; стеноз двух 
и более коронарных артерий > 75%.

диагностических и лечебных процедур, стабилизи-
рованная гепарином (25 МЕ/мл). 

Мононуклеары крови выделяли методом гра-
диентного центрифугирования с помощью фикол-
ла плотностью 1,077 г/см3 (ООО НПО «ПанЭко», 
Российская Федерация). После 2-кратной отмыв-
ки мононуклеаров 0,5% PBS (pH = 7,2) выполняли 
иммуномагнитную сепарацию с использованием 
антител CD14 MicroBeads и CD34 MicroBead Kit 
(“Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG”, Германия), сепа-
рационных колонок МS (“Miltenyi Biotec B.V. & Co. 
KG”, Германия) и магнита MiniMACS (“Miltenyi 
Biotec B.V. & Co. KG”, Германия) согласно инструк-
циям производителя. Доля CD14+ клеток (все моно-
циты) и CD34+ клеток (стволовые и прогениторные 
гемопоэтические клетки как потенциальные пред-
шественники моноцитов, тоже присутствующие 
в крови) в культуре составляла 80–85 и 3–5% соот-
ветственно.

Жизнеспособность клеток определяли в тесте 
с 0,1% трипановым синим (ООО НПО «ПанЭко», 
Российская Федерация), при значении которой 
не менее 96% клетки вносили в 2 лунки 24-луночно-
го планшета по 106 клеток в каждую. Инкубировали 

6 суток в условиях 5% СО2 в полной питательной 
среде (питательная среда RPMI-1640 (ООО НПО 
«ПанЭко», Российская Федерация), эмбриональная 
телячья сыворотка, L-глутамин, пенициллин-стреп-
томицин) с добавлением в одну из лунок 50 нг/мл 
рекомбинантного VEGF-A человека (“Cloud-Clone 
Corp.”, США). Через 3 суток инкубации производи-
ли частичную замену среды и повторное внесение 
стимулятора в той же дозе. Пробу с рекомбинантным 
VEGF-A считали стимулированной, без VEGF-A  – 
контрольной. Через 6 суток клетки снимали 
с поверхности планшетов с помощью инкубации их 
с 500 мкл 0,05% раствора трипсин-ЭДТА (ООО НПО 
«ПанЭко», Российская Федерация) на лунку в тече-
ние 5 мин при 37 °С. После отмывки клеток 500 мкл 
0,5% PBS осадок ресуспендировали и клетки исполь-
зовали для проточной цитофлуориметрии (рис. 2).

Определение субпопуляций моноцитов
Проточную цитофлуориметрию для опреде-

ления субпопуляций моноцитов (CD14++CD16–, 
CD14++CD16+, CD14+CD16++, CD14+CD16–) в смешан-
ной культуре мононуклеаров крови выполняли с ис-
пользованием моноклональных антител CD14-FITC, 

Пациенты, госпитализированные для подготовки  
к операции коронарного шунтирования  

n = 28 

Включенные пациенты  
n = 22 

Критерии включения:  
− возраст: 18–70 лет; 
− инфаркт в анамнезе > 6 мес. 

Здоровые доноры  
n = 10 

Критерии невключения:  
• острые инфекционные заболевания < 3 нед (n = 2) 
• аутоиммунные или аллергические заболевания в стадии 

обострения (n = 2) 
• злокачественные опухоли (n = 1) 
• вирусные гепатиты, ВИЧ-инфекция, сифилис (n = 1) 
• эритропоэз-стимулирующая, иммуносупрессивная терапия (n = 2) 

систолическая дисфункция левого желудочка (ФВ < 40%)1 

Группа ИБС c ИКМП  
n = 11 

Группа ИБС без ИКМП  
n = 11 

Нет Да 
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CD16-PE согласно инструкциям производителя (“BD 
Biosciens”, США), погибшие клетки исключали 
из анализа с помощью окрашивания DAPI (“Wuhan 
Servicebio Technology Co., Ltd”, Китай). 

Измерения интенсивности флуоресценции 
проводили на проточном цитометре “CytoFLEX” 
(“Beckman Coulter International S.A.”, США) с про-
граммным приложением “CytExpert 2.3” (“Beckman 
Coulter International S.A.”, США). Границы позитив-
ности свечения меток устанавливали с помощью 
FMO (Fluorescence minus one control, флуоресцен-
ция минус один флуорохром), поскольку в работе 
использовалось также третье антитело (не пред-
ставленное в настоящей публикации), однако детер-
минанты CD14 и CD16 оценены вне зависимости 
от экспрессии его лиганда. Оценивали долю пози-
тивных по каждому маркеру клеток как долю от об-
щего количества случаев, исключая область мелких 
объектов (FSC менее 100×104).

Статистический анализ 
При описании результатов вычисляли медиану 

и интерквартильный размах (25-й и 75-й перценти-
ли). Нормальность распределения проверяли с помо-
щью критерия Колмогорова – Смирнова. Учитывая 
отклонение выборочных данных от нормального рас-
пределения, для сравнительного анализа применяли 
критерии Манна – Уитни (для независимых выборок) 

и Вилкоксона (для зависимых выборок) с введением 
поправки Бенджамини – Хохберга на множественное 
сравнение. Оценка статистической значимости раз-
личий относительных показателей проведена с по-
мощью критерия хи-квадрат Пирсона. Рассчитаны 
коэффициенты корреляции Спирмена. Для оценки 
силы связи использовалась шкала Чеддока: при зна-
чениях коэффициента корреляции 0–0,3 связь оце-
нена как очень слабая, 0,3–0,5  – слабая, 0,5–0,7  – 
средняя, 0,7–0,9  – сильная, 0,9–1  – очень сильная. 
Результаты статистического анализа считали значи-
мыми при уровне р < 0,05. Статистический анализ 
выполнен с помощью программы “Statistica 10.0” 
(StatSoft Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исходные характеристики пациентов
Пациенты с ИБС не различались по возрасту, 

полу и проводимой терапии в изученных груп-
пах (с и без ИКМП) (табл. 1). Пациентам с ИКМП 
не назначали блокаторы кальциевых каналов в свя-
зи с их отрицательным инотропным эффектом. 
Большинство пациентов в обеих группах имели 
стенокардию напряжения II–III функциональ-
ного класса и недостаточность кровообращения 
II–III функционального класса по системе Нью-
Йоркской кардиологической ассоциации (New 
York heart association, NYHA). 

РИС. 2. Схема эксперимента.
Примечание: ИБС – ишемическая болезнь сердца; ИКМП – ишемическая кардиомиопатия; VEGF-A – vascular endothelial growth factor 
A, фактор роста эндотелия сосудов A.
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венозной крови

Иммуномагнитная 
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цитофлуориметрия 
с использованием 
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субпопуляций моноцитов
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Влияние VEGF-A на состав субпопуляций 
моноцитов 
Внесение VEGF-А  в культуру мононуклеаров 

у здоровых доноров не приводило к изменениям 
как общей численности моноцитов, так и их субпо-
пуляций. Обращает на себя внимание величина об-
щей численности моноцитов в культуре, которая вне 
зависимости от наличия индуктора составила около 
40% (табл. 2).

В пробах пациентов без ИКМП продемонстри-
ровано 3-кратное уменьшение содержания проме-
жуточных моноцитов CD14++CD16+ относительно 
группы здоровых доноров при сопоставимой с ней 
численности остальных иммунофенотипов моноци-
тов и их общего числа. Внесение VEGF-А в культуру 
мононуклеаров у этих пациентов так же, как у здоро-
вых доноров, не влияло на общее количество моно-
цитов и их субпопуляций (табл. 2).

У пациентов с ИКМП, как и у пациентов 
без ИКМП, отмечалась недостаточность числа про-
межуточных моноцитов CD14++CD16+ в культуре 
мононуклеаров вне зависимости от наличия стиму-
лятора. В пробах пациентов с ИКМП в отсутствие 
стимулятора регистрировался глубокий дефицит 
общего количества моноцитов (4-кратный) и проме-
жуточных клеток CD14++CD16+ (10-кратный) отно-
сительно группы здоровых доноров. Эти два параме-
тра под действием VEGF-А статистически значимо 
увеличивались по сравнению с контрольной пробой, 
хотя и не достигали значений здоровых доноров. 

В отличие от пациентов без ИКМП, содержание 
классических моноцитов CD14++CD16− у пациентов 
с ИКМП после инкубации с VEGF-А статистически 
значимо увеличивалось относительно пробы без сти-
мулятора, становясь сопоставимым со значением 
в группе здоровых доноров (табл. 2). 

Для численности неклассических CD14+CD16++ 
и переходных моноцитов CD14+CD16− в культу-
ре клеток статистически значимых отличий между 
контрольной пробой и после стимуляции VEGF-А 
в изученных группах отмечено не было. Между тем 
только у пациентов с ИКМП регистрировалась от-
четливая тенденция (р = 0,062) к увеличению доли 
неклассических моноцитов CD14+CD16++ в культуре 
клеток под влиянием VEGF-А относительно пробы 
без стимулятора (табл. 2). 

Корреляция субпопуляций моноцитов  
с их общим количеством 
(1)  среди всех пациентов с ишемической болезнью 

сердца 
Корреляционный анализ, проведенный сре-

ди всех пациентов с ИБС (как страдающих, так 
и не страдающих ИКМП), выявил сильную поло-
жительную связь общего количества моноцитов 
с долей промежуточных CD14++CD16+ и классиче-
ских форм CD14++CD16− в контрольной пробе (рис. 
3А); сила связи под действием VEGF-А не изме-
нялась (рис.  3В). Между тем аналогичная по на-
правлению и средняя по силе связь с количеством 
переходных моноцитов CD14+CD16− отмечалась 

Таблица 1. Исходные характеристики пациентов с ишемической болезнью сердца в исследованных группах

Признак
Ишемическая болезнь сердца

Значение р
без ИКМП (n = 11) с ИКМП (n = 11)

Мужчины, n (%) 10 (91) 11 (100) n.s.
Женщины, n (%) 1 (9) - n.s.
Возраст, лет 63,5 (58,0; 67,5) 60,5 (56,5; 64,0) n.s.
Стабильная стенокардия:

Класс II, n (%) 2 (18) 3 (27) n.s.
Класс III, n (%) 8 (73) 7 (64) n.s.
Класс IV, n (%) 1 (9) 1 (9) n.s.
Фракция выброса левого желудочка, % 59,25 (50,00; 67,50) 30,50 (22,75; 36,50) <0,001

Сердечная недостаточность по NYHA
Класс I, n (%) 2 (18) 1 (9) n.s.
Класс II, n (%) 4 (36) 7 (64)? n.s.
Класс III, n (%) 5 (46) 3 (27) n.s.

Препараты:
Пролонгированные нитраты, n (%) 7 (64) 6 (55) n.s.
β1-адреноблокаторы, n (%) 10 (91) 9 (82) n.s.
Блокаторы кальциевых каналов, n (%) 7 (64) 0 0,001
Ингибиторы АПФ, n (%) 3 (27) 5 (46) n.s.
Антитромбоцитарные средства, n (%) 8 (73) 9 (82) n.s.
Статины, n (%) 9 (82) 10 (91) n.s.

Примечание: АПФ – ангиотензин-превращающий фермент; ИКМП – ишемическая кардиомиопатия; n.s. – not significant, не значимо; 
NYHA – New York heart association, Нью-Йоркская кардиологическая ассоциация.
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в контрольной пробе и усиливалась в присутствии 
VEGF-А до очень сильной, а с численностью не-
классических моноцитов CD14+CD16++ – умеренная 
по силе связь, характерная для нативной культуры 
мононуклеаров, под действием VEGF-А, напротив, 
становилась слабой (рис. 3С, 3D). 

(2)  В зависимости от наличия ишемической 
кардиомиопатии и стимуляции VEGF-А 

Корреляционный анализ содержания субпопуля-
ций моноцитов с их суммарным количеством выявил 
различный по силе характер взаимосвязей в зависи-
мости как от наличия ИКМП, так и от стимуляции 
VEGF-А в культуре мононуклеаров (рис. 4). 

Общим признаком для пациентов обеих групп 
и здоровых доноров была сильная положитель-
ная корреляция между суммарной численностью 
и долей промежуточных моноцитов в контроль-
ной пробе (у всех категорий лиц) и под действием 
VEGF-А (в контроле и у пациентов без ИКМП). 
Особенностью пациентов с ИКМП являлась поло-
жительная сильная корреляция общего количества 
моноцитов с тремя их субпопуляциями (классиче-
скими, промежуточными, переходными) в отсут-
ствие стимулятора, при добавлении которого кор-
реляция с промежуточными формами исчезала. 
У пациентов без ИКМП, напротив, к положитель-
ной сильной корреляции общего количества моно-
цитов с классическими и промежуточными клетка-
ми в пробе без стимулятора добавлялась положи-
тельная сильная корреляции с переходными моно-
цитами при стимуляции VEGF-А (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное исследование выявило общую тен-

денцию для всех трех групп обследованных лиц: 
пациентов с ИБС без ИКМП, пациентов с ИКМП 
и здоровых доноров  – низкое содержание CD14+ 
клеток после культивирования (относительно чи-
стоты их выделения после сепарации перед нача-
лом культивирования) в пробах как содержащих, так 
и не содержащих VEGF-А. Учитывая, что, согласно 
методике, чистота выделения моноцитов составляла 
80–85%, то после 6 суток культивирования у здоро-
вых доноров таких клеток оставалось около 40%, 
а у пациентов с ИКМП – всего лишь 10–15%, хотя 
жизнеспособность клеток сохранялась не менее 96% 
(клетки живые, но не моноциты). Это объясняется 
высокой пластичностью моноцитов, которые могут 
дифференцироваться из одной субпопуляции моно-
цитов в другую, а также в макрофаги [11] и даже 
в фиброциты и фибробласты, не имеющие молеку-
лы CD14 на своей поверхности [12]. Кроме того, 
немногочисленная фракция моноцитов, представля-
ющая собой эндотелиальные прогениторные клетки 
CD14+CD34+VEGFR2+ (в крови 1–6%), может непо-
средственно дифференцироваться в эндотелиоциты, 
находясь в условиях эндотелиального (проангиоген-
ного) микроокружения [13, 14]. 

Примечательно, что у здоровых доноров моноциты 
при культивировании тоже подвергаются спонтанной 
трансдифференцировке (CD14+ остается всего 40%). 
У пациентов с ИБС без ИКМП этот процесс имеет 
тенденцию к большей выраженности (CD14+ около 
18%), а у пациентов с ИКМП статистически значимо 

Таблица 2. Содержание субпопуляций моноцитов в культуре мононуклеаров в контрольной пробе  
и стимулированной VEGF-А во всех исследованных группах

Содержание моноцитов
Ишемическая болезнь сердца Здоровые доноры

(n = 10)без ИКМП (n = 11) с ИКМП (n = 11)
Контроль VEGF-A Значение р Контроль VEGF-A Значение р Контроль VEGF-A Значение р

Все моноциты CD14+/++, % 17,79
(7,15; 
35,63)

21,50
(7,15; 
38,8)

n.s. 10,63
(6,80; 

17,64)b

15,28
(8,75; 

27,99)а

<0,01 40,42
(21,70; 
47,62)

41,25
(20,55; 
46,69)

n.s.

Классические моноциты 
CD14++CD16−, %

5,45
(2,13; 
15,27)

8,45
(3,23; 
9,09)

n.s. 6,08
(1,76; 
8,84)

8,57
(3,51; 
16,8)

<0,05 10,72
(6,73; 
2,04)

10,66
(6,37; 
12,31)

n.s.

Промежуточные моноциты
CD14++CD16+, %

9,12
(5,23; 

23,06)a

11,10
(4,60; 
23,9)a 

n.s. 3,64
(2,03; 
8,59)b

6,26
(3,87; 
10,3)а

<0,05 30,42
(13,36; 
35,77)

34,81
(13,73; 
40,85)

n.s.

Неклассические моноциты 
CD14+CD16++, %

0,86
(0,47; 
1,28)

1,06
(0,22; 
1,81)

n.s. 0,19
(0,18; 
1,11)

0,61
(0,37; 
1,58)

0,062 0,92
(0,56; 
1,27)

0,89
(0,33; 
1,45)

n.s.

Переходные моноциты 
CD14+CD16−, %

2,90
(1,49; 
4,47)

2,23
(1,58; 
4,59)

n.s. 2,48
(1,53; 
4,80)

2,40
(1,70; 
3,51)

n.s. 2,53
(2,11; 
4,78)

2,49
(1,92; 
6,204)

n.s.

Примечание: ИКМП – ишемическая кардиомиопатия; VEGF-A – vascular endothelial growth factor A, фактор роста эндотелия сосудов 
A; n.s. – not significant, не значимо;
a – p < 0,05 по сравнению с аналогичной пробой у здоровых доноров; b – p < 0,01 по сравнению с аналогичной пробой у здоровых 
доноров.
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усилен (CD14+ только 10%). Последнее in vivo может 
быть патогенетическим фактором развития ИКМП, 
при которой обнаруживается диффузное фиброзирова-
ние жизнеспособного миокарда [15], вероятно, ввиду 
избыточной реактивности моноцитов в процессах их 
трансдифференцировки в фибробласты и фиброциты.

Исследование субпопуляционного состава моно-
цитов в нативной культуре мононуклеаров выявило 
отличия в содержании отдельных форм моноцитов 
у двух групп пациентов с ИБС. Так, в отсутствие 
ИКМП тенденция к снижению общей численности 
CD14+ клеток сопровождалась значимым уменьше-
нием доли промежуточных моноцитов CD14++CD16+, 
а при ИКМП статистически значимое снижение чис-
ла CD14+ клеток сочеталось с глубоким дефицитом 
промежуточных моноцитов CD14++CD16+ и отчетли-
вой тенденцией к недостаточности неклассических 
форм CD14+CD16++. Промежуточные и неклассиче-
ские клетки являются активированными формами 

моноцитов, и их доля увеличивается при многих за-
болеваниях [16]. Вероятно, поэтому их численность 
в наибольшей степени уменьшалась при культивиро-
вании у пациентов обеих групп, определяя модуля-
цию общего количества моноцитов, что подтвержда-
ется положительной корреляцией этого показателя 
с долей промежуточных моноцитов CD14++CD16+ 
в обеих группах пациентов, а с долей неклассиче-
ских CD14+CD16++  – только у здоровых доноров. 
Промежуточные клетки также показывают самую 
высокую продукцию активных форм кислорода в не-
стимулированном состоянии [16], а увеличение их 
количества повышает вероятность развития сердеч-
но-сосудистых заболеваний [7–9, 17].

Внесение VEGF-А в культуру мононуклеаров 
у пациентов с ИКМП позволило увеличить как об-
щее содержание моноцитов, так и численность про-
межуточных CD14++CD16+ и классических форм 
CD14++CD16− относительно контрольной пробы. 

РИС. 3. Корреляция общего количества моноцитов в культуре с их отдельными субпопуляциями в контрольной пробе 
и стимулированной VEGF-А среди всех пациентов с ишемической болезнью сердца. 
Примечание: VEGF-A – vascular endothelial growth factor A, фактор роста эндотелия сосудов A.
A.	Содержание классических CD14++CD16− и промежуточных CD14++CD16+ моноцитов в контрольной пробе.
B.	Содержание классических CD14++CD16− и промежуточных CD14++CD16+ моноцитов после стимуляции VEGF-А. 
C.	Содержание неклассических CD14+CD16++ и переходных CD14+CD16− моноцитов в контрольной пробе.
D.	Содержание неклассических CD14+CD16++ и переходных CD14+CD16- моноцитов после стимуляции VEGF-А.
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У пациентов с ИБС без ИКМП и здоровых доно-
ров каких-либо изменений изучаемых показателей 
под действием VEGF-А не отмечалось. Так как ос-
новной причиной снижения количества моноцитов 
CD14+ при культивировании, по-видимому, является 
их трансдифференцировка в CD14– клетки (фиброци-
ты, фибробласты, эндотелиоциты), можно предполо-
жить, что у пациентов с ИКМП добавление VEGF-А 
в культуру тормозит этот процесс и позволяет сохра-
нить большее количество моноцитов промежуточно-
го и классического иммунофенотипа. 

Наиболее пластичными являются классические 
моноциты CD14++CD16− [11], которые после экстра-
вазации участвуют в реализации врожденного имму-
нитета [11, 18]. Соответственно, именно они должны 
демонстрировать наибольшее снижение количества 
в культуре, дифференцируясь в CD14– клетки. Однако 
нами было показано, что у пациентов с ИБС отмеча-
ется наибольший дефицит промежуточных моноци-
тов, в то время как дефицит классических выражен 
слабо. Это дает основания полагать, что именно про-
межуточные моноциты наиболее активно подверга-
ются трансдифференцировке при культивировании. 
При этом отсутствие различий в численности класси-
ческих моноцитов CD14++CD16− в культуре пациентов 
с ИБС относительно здоровых доноров не противоре-
чит данным об их высокой пластичности, поскольку 

в крови они являются преобладающей популяцией 
[9], а в культуре, напротив, преобладают промежу-
точные моноциты CD14++CD16+. Это позволяет пред-
положить дифференцировку классических моноци-
тов при культивировании сначала в промежуточные 
формы, что было продемонстрировано in vivo [19], 
а далее их трансдифференцировку в немоноцитарные 
клетки. При этом убывание числа промежуточных 
форм несколько выше, чем классических, очевидно 
потому, что через 6 суток культивирования основная 
часть этих клеток уже перешла в промежуточные 
моноциты. Под действием VEGF-А дифференци-
ровка и трансдиффференцировка моноцитов у па-
циентов замедляется. Этот неожиданный для моно-
цитов эффект VEGF-А, который обычно рассматри-
вают в аспекте адаптации к гипоксии и ангиогенезу, 
но не моноцитопоэзу и воспалению, объясняется 
экспрессией на моноцитах провоспалительного 
VEGFR1 и проангиогенного VEGFR2 (5–10% моно-
цитов) [20]. Примечательно, что корректирующий эф-
фект VEGF-А отмечался только у пациентов с ИКМП 
и отсутствовал у пациентов с ИБС без ИКМП и здо-
ровых доноров. Возможно, это связано с гиперэкс
прессией рецептора или усилением внутриклеточной 
трансдукции его сигнала за счет потенцирования 
через систему «цитохром P450 4A/F – 20-гидроксиэй-
козатетраеновая кислота» при гипоксии [21], которая 

Контроль VEGF-A 

Группа ИБС без ИКМП 
n = 11 

Группа ИБС c ИКМП 
n = 11 

Здоровые доноры 
n = 10 

 Все CD14+

 

CD14+CD16– 

CD14++CD16– 

CD14++CD16+ 

CD14+CD16++ 

Все CD14+

 

CD14+CD16– 

CD14++CD16– 

CD14++CD16+ 

CD14+CD16++ 

0,79; < 0,01 
 Все CD14+

 

CD14+CD16– 

CD14++CD16– 

CD14++CD16+ 

CD14+CD16++ 

0,76; < 0,05 

0,86; < 0,01 

Все CD14+

 

CD14+CD16– 

CD14++CD16– 

CD14++CD16+ 

CD14+CD16++ 

0,94; < 0,001 

0,87; < 0,01 
Все CD14+ 
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CD14++CD16+ 

CD14+CD16++ 

0,86; < 0,01 

0,95; < 0,001 
Все CD14+

 

CD14+CD16– 
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CD14++CD16+ 

CD14+CD16++ 

РИС. 4. Корреляция общего количества моноцитов в культуре с их отдельными субпопуляциями в контрольной пробе  
и стимулированной VEGF-А во всех исследованных группах.
Примечание: VEGF-A – vascular endothelial growth factor A, фактор роста эндотелия сосудов A; ИБС — ишемическая болезнь серд-
ца; ИКМП — ишемическая кардиомиопатия; CD14++CD16–  – классические моноциты; CD14++CD16+  – промежуточные моноциты; 
CD14+CD16++ –неклассические моноциты; CD14+CD16– – переходные моноциты.
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при ИКМП становится хронической из-за распро-
страненной ишемии миокарда [14]. 

Показано, что устранение VEGF приводит к фраг-
ментации митохондрий, подавлению клеточного ме-
таболизма и гибели аутофагических клеток [21]. Эти 
эффекты были опосредованы фактором транскрип-
ции FOXO (forkhead box protein), который индуциру-
ет аутофагию, способствуя выживанию гемопоэти-
ческих стволовых клеток во время метаболического 
стресса. Воздействие VEGF на эндотелиальные куль-
туры дезактивирует FOXO1 и тормозит клеточную 
гибель [22]. Если для классических и промежуточ-
ных моноцитов качество взаимосвязей принципи-
ально не изменялось в присутствии и в отсутствие 
VEGF-А, то доля неклассических и переходных кле-
ток в отсутствие этого фактора была взаимосвязана 
с общим количеством моноцитов, но в присутствии 
VEGF-А связь с переходными моноцитами усили-
валась, а с неклассическими – исчезала. Кроме это-
го, отчетливая тенденция к 3-кратному увеличению  
(р = 0,062) доли неклассических моноцитов в культу-
ре у пациентов с ИКМП в присутствии VEGF-А под-
тверждает его способность тормозить трансдиффе-
ренцировку и убывание числа неклассических моно-
цитов, что имеет благоприятное значение, поскольку 
эти клетки обладают протективными свойствами 
относительно эндотелия, устраняя с его поверхности 
иммунные комплексы и погибшие клетки; дефицит 
именно этих клеток отмечается в крови пациентов 
с ИКМП [9]. 

Согласно отличиям в корреляционной карти-
не у трех групп обследованных лиц в присутствии 
и в отсутствие VEGF-А, при ИБС имеют место ка-
чественные нарушения реактивности моноцитов, 
в наибольшей степени выраженные при ИКМП, 
в виде дискоординации спонтанной трансдиффе-
ренцировки классических, неклассических и пере-
ходных форм в ответ как на условия in vitro, так 
и на внесение VEGF-А. Способность промежуточ-
ных моноцитов к спонтанной трансдифференци-
ровке усилена при ИБС вне зависимости от наличия 

ИКМП, но только при ИКМП она сопровождается 
уменьшением общего количества моноцитов в куль-
туре и замедляется в присутствии VEGF-А.

Ограничения исследования и направления 
для дальнейших исследований
Результаты справедливы для пациентов Западно-

Сибирского региона, имеющих инфаркт миокарда 
в анамнезе давностью не менее 6 месяцев и с много-
сосудистым поражением коронарного русла. Данные 
о том, что VEGF-А нормализует субпопуляционный 
состав моноцитов, позволяют использовать VEGF-А 
для терапии ИБС с целью индукции ангиогенеза без ри-
ска усугубить течение атеросклероза. Сведения о нали-
чии патологически усиленной трансдифференцировки 
моноцитов при ИБС можно использовать для поиска 
новых подходов к терапии этой патологии, способной 
нормализовать данный переход.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Развитие ИБС вне зависимости от наличия 

ИКМП характеризуется снижением численности 
промежуточных моноцитов in vitro вследствие их 
спонтанной трансдифференцировки, что наиболее 
выражено при ИКМП и является патогенетическим 
фактором ее развития. Стимуляция мононуклеаров 
крови у пациентов с ИБС цитокином VEGF-A in vi-
tro изменяет субпопуляционный состав моноцитов 
только при наличии ИКМП, тормозя их усиленную 
трансдифференцировку и предохраняя от чрезмер-
ной убыли числа клеток классического, промежуточ-
ного и, в некоторой степени, неклассического имму-
нофенотипов, обусловливая протективный эффект 
VEGF-А. Одновременно с этим введение VEGF-А 
не приводит к избыточному накоплению клеток 
с провоспалительными свойствами (промежуточных 
и классических форм). При ИБС без ИКМП влияния 
на субпопуляционный состав моноцитов VEGF-А 
не оказывает, что создает потенциальную возмож-
ность его использования для лечения ИБС без риска 
усугубить атерогенез. 
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