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ВВЕДЕНИЕ 

 

 Актуальность темы исследования и степень её разработанности. 

Сахарный диабет второго типа (СД2) – прогрессирующее метаболическое 

заболевание, характеризующееся хронической гипергликемией, возникающей 

вследствие нарушения секреции инсулина на фоне развития 

инсулинорезистентности [293, 294]. Широкая распространённость СД2 и 

неуклонно увеличивающееся количество больных по всему миру 

обуславливают актуальность изучения патогенеза СД2 и необходимость поиска 

новых подходов к его лечению. Инсулинорезистентность снижает секреторные 

возможности бета-клеток (β-клеток) островков Лангерганса поджелудочной 

железы, что приводит к нарастанию гипергликемии и прогрессированию 

диабета [4, 9]. Дисфункция β-клеток, по-видимому, занимает крайне важное 

место в патогенезе СД2, что нашло отражение в сформулированной в 2016 году 

β-клеточно-ориентированной модели развития СД2 [278], согласно которой 

прогрессирующее снижение массы и функционального резерва β-клеток 

является одним из основных патогенетических механизмов развития СД2. В 

последнее время исследователи приходят к заключению, что дисфункция β-

клеток при СД2 может быть отчасти компенсирована образованием новых 

инсулин-продуцирующих клеток. В связи с этим, всё большее внимание 

привлекают расположенные вне островков Лангерганса клетки, содержащие 

инсулин. В современной научной литературе их принято называть инсулин-

позитивными клетками (ИПК) по результатам иммуногистохимического 

исследования ткани поджелудочной железы с использованием антител к 

инсулину [65, 131, 166, 252]. В литературе отмечено сниженное по сравнению 

с β-клетками количество GLUT2 рецепторов на мембране внеостровковых ИПК 

[65] и их меньшая уязвимость по сравнению с β-клетками островков в условиях 

аллоксанового СД [5]. В ряде работ продемонстрирована нормализация 

гипергликемии при СД на фоне увеличения количества внеостровковых ИПК 

[164, 169]. Однако морфофункциональная характеристика внеостровковых 
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ИПК в условиях СД2 в литературе отсутствует. Возможно, они являются 

частью диффузной эндокринной системы, значение и функции которой в норме 

и при патологии не известны.  

В литературе рассматриваются два потенциальных источника данного 

типа клеток: дифференцировка стволовых клеток и трансдифференцировка 

клеток экзокринного и протокового эпителия поджелудочной железы, 

возможная благодаря их функциональной пластичности. Ацинарные клетки 

являются привлекательной мишенью для трансдифференцировки в ИПК в силу 

своей многочисленности, единства происхождения с β-клетками [145, 188] и 

наличия общих для всех клеток поджелудочной железы транскрипционных 

факторов, определяющих их дифференцировку и созревание [98, 234]. 

Факты, подтверждающие пластичность клеток поджелудочной железы в 

постнатальном периоде, широко описаны в литературе [234]. Предполагают, 

что ключевыми регуляторами дифференцировки панкреоцитов являются 

факторы транскрипции Pdx1, Neurogenin3 (Ngn3) и MafA, что подтверждается 

трансдифференцировкой ацинарных и протоковых клеток поджелудочной 

железы в ИПК путём усиления экспрессии представителей триады этих генов 

[208, 303]. Основная роль в развитии поджелудочной железы в эмбриональном 

и постнатальном периоде принадлежит Pdx1 [212, 304], присутствие которого 

обязательно не только для дифференцировки клеток железы в инсулин-

продуцирующие, но и для их функционирования, что подтверждается 

регистрируемым увеличением содержания Pdx1 в зрелых β-клетках [245]. У 

взрослых животных активность гена pdx1 снижается в экзокринной части 

железы и выражена только в зрелых β-клетках [147].  

Вопрос образования ИПК из плюрипотентных стволовых клеток [187, 

254] является дискуссионным. На пролиферацию гемопоэтических стволовых 

клеток и их миграцию из костного мозга в повреждённые органы, регенерации 

которых они способствуют, оказывает влияние состояние SCF/c-kit оси. Фактор 

стволовой клетки (SCF) – цитокин, продуцируемый стволовыми клетками 

костного мозга и фибробластами, является лигандом рецептора фактора роста 
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тучных и стволовых клеток с-kit (CD117). Предполагают, что активация SCF/c-

kit оси является одним из механизмов регуляции регенерации, результатом 

которой является выход гемопоэтических стволовых клеток из костного мозга 

и их миграция в ткани повреждённого органа. Однако известно, что экспрессия 

c-kit дифференцированными клетками является органоспецифической [14]. 

Ранее на моделях повреждения печени и почек было показано, что вещества, 

синтезируемые макрофагами, могут способствовать выходу стволовых клеток 

из костного мозга и их миграции к повреждённому органу, что может 

способствовать репарационным процессам в тканях [14, 16].  

Механизмы и условия, способствующие образованию внеостровковых 

ИПК, до конца неизвестны. Предположение об участии макрофагов в 

регулировании образования внеостровковых ИПК поджелудочной железы при 

СД2 можно обосновать рядом фактов. Во-первых, известно, что СД2 является 

хроническим воспалительным заболеванием и его развитие сопровождается 

макрофагальной инфильтрацией поджелудочной железы [75, 113]. Между тем, 

показано, что репрограммирование экзокринных клеток поджелудочной 

железы в инсулин-продуцирующие возможно лишь при ограничении 

выработки макрофагами провоспалительных цитокинов [221]. Во-вторых, 

доказано, что макрофаги способствуют рекрутированию стволовых клеток и их 

миграции в повреждённые органы [14, 47], а также сами способны 

вырабатывать SCF [250]. В-третьих, доказано влияние активности макрофагов 

на пролиферацию β-клеток островков Лангерганса [80, 124, 173, 224].  

Наличие доказательств участия макрофагов в образовании инсулин-

продуцирующих клеток ставит вопрос о конкретных механизмах их влияния на 

внеостровковые ИПК поджелудочной железы. Среди множества биологически 

активных веществ, секретируемых макрофагами, для исследования механизмов 

воздействия макрофагов на внеостровковые ИПК поджелудочной железы при 

СД2 особый интерес представляют те, с помощью которых макрофаги могут 

влиять на функционирование и пролиферацию островковых β-клеток. При СД2 

IFN-γ, действуя совместно с другими цитокинами, в частности, с TNF-α, 
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индуцирует апоптоз β-клеток островков Лангерганса [142]. TNF-α является 

провоспалительным цитокином, повышенная секреция которого усугубляет 

развитие инсулинорезистентности при СД2 [9, 59]. Макрофаги высвобождают 

TNF-α в условиях воспаления и в постпрандиальный период. TNF-α действует 

на β-клетки, изменяя выработку и секрецию инсулина [101]. Напротив, TGF-β1 

способствует пролиферации β-клеток, он высвобождается макрофагами в 

островках Лангерганса при снижении количества β-клеток. Представители 

семейства TGF-β могут модулировать развитие поджелудочной железы, 

участвуя в регуляции количественного баланса эндокринных и экзокринных 

клеток железы. Моноциты и макрофаги являются основными источниками 

белков TGF-β [25]. Предполагают, что макрофаги могут использовать TGF-β1 

как сигнальную молекулу, способствующую пролиферации β-клеток и 

регенерации поджелудочной железы [92, 101]. Показано, что совместное 

действие лиганда TGF-β активина и ретиноевой кислоты регулирует развитие 

эпителия поджелудочной железы [180]. На более поздних этапах 

эмбрионального развития белки TGF-β выступают в качестве сигнальных 

молекул, влияющих на то, будет ли клетка дифференцироваться в экзо- или 

эндокринную [234, 267].   

Таким образом, предположение о том, что макрофаги, активно 

принимающие участие в процессах воспаления и регенерации, могут 

регулировать образование и функционирование внеостровковых ИПК 

поджелудочной железы при СД2, вполне обосновано и подтверждается 

экспериментальными данными. Изучение внеостровковых ИПК 

поджелудочной железы и механизмов регуляции их образования и активности 

со стороны макрофагального звена являются важными направлениями, которые 

могут иметь прикладное значение для терапии СД2. 

Нельзя не отметить, что специфическое воздействие на макрофаги in vivo 

не является тривиальной задачей. В качестве агента, изменяющего активность 

макрофагального звена, была выбрана натриевая соль 5-амино-2,3-

дигидрофталазин-1,4-диона (аминофталгидразид натрия), идентификационный 
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номер в PubChem (PubChemCID) 9794222, InChI Key: JKEBMURXLKGPLR-

UHFFFAOYSA-N, основной фармакологической мишенью которого являются 

макрофаги. Аминофталгидразид натрия (далее – АФГ) изменяет 

функционально-метаболическую активность макрофагов in vitro и in vivo, 

подавляя продукцию воспалительных цитокинов [1, 30, 176, 195]. 

Цель исследования – выявить отдельные патофизиологические 

механизмы макрофагальной регуляции образования и функционирования 

внеостровковых инсулин-позитивных клеток поджелудочной железы при 

экспериментальном сахарном диабете второго типа и при коррекции 

аминофталгидразидом натрия.  

Для достижения поставленной цели были решены следующие задачи:  

1. Дать сравнительную характеристику локализации, количества, 

размеров и функциональной активности внеостровковых инсулин-позитивных 

клеток поджелудочной железы в норме и при экспериментальном сахарном 

диабете второго типа. 

2. Дать оценку влияния макрофагов и изменения их активности под 

действием аминофталгидразида натрия на локализацию, количество, размеры и 

функциональную перестройку внеостровковых инсулин-позитивных клеток 

поджелудочной железы в условиях экспериментального сахарного диабета 

второго типа. 

3. Оценить вклад макрофагов и изменения их активности под действием 

аминофталгидразида натрия в регуляцию образования внеостровковых 

инсулин-позитивных клеток поджелудочной железы под действием цитокинов 

и ростовых факторов в крови и ткани железы при экспериментальном сахарном 

диабете второго типа. 

4. Оценить влияние макрофагов и изменения их активности под 

действием аминофталгидразида натрия на регуляцию количества клеток в 

составе ацинусов и в эпителии протоков поджелудочной железы, 

экспрессирующих транскрипционный фактор Pdx1 и рецептор к фактору 

стволовой клетки (c-kit). 
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5. Проанализировать отдельные патофизиологические механизмы 

макрофагальной регуляции образования и функционирования внеостровковых 

инсулин-позитивных клеток поджелудочной железы при экспериментальном 

сахарном диабете второго типа. 

Научная новизна. В ходе исследования впервые дана характеристика 

субпопуляций инсулин-позитивных клеток (ИПК) в составе ацинусов и в 

эпителии протоков поджелудочной железы крыс, включающая их количество, 

размеры и функциональную активность, в норме и при развитии 

экспериментального сахарного диабета второго типа. Установлено, что 

большая часть внеостровковых ИПК поджелудочной железы локализована в 

ацинусах железы, тогда как в эпителии протоков их количество значительно 

меньше.  

Впервые проанализировано влияние макрофагов на содержание Pdx1-

позитивных клеток в составе ацинусов и в эпителии протоков поджелудочной 

железы.  Выявлено, что снижение макрофагальной инфильтрации ацинарной 

части поджелудочной железы, наблюдаемое при воздействии 

аминофталгидразида натрия, способствует увеличению количества Pdx1-

позитивных клеток в паренхиме неэндокринной части железы и 

сопровождается ростом содержания TGF-β1 в ткани железы. Сочетание этих 

факторов приводит к увеличению количества ИПК в эпителии ацинусов и 

протоков железы, а также возрастанию их функциональной активности. 

Отмеченные изменения ИПК могут являться одной из причин увеличения 

продукции инсулина, снижения гипергликемии и инсулинорезистентности, 

наблюдаемых при воздействии на функциональное состояние макрофагов при 

СД2.    

Впервые проанализировано влияние со стороны макрофагального звена 

на количество клеток в составе ацинусов и в эпителии протоков поджелудочной 

железы, экспрессирующих рецептор к фактору стволовой клетки в условиях 

экспериментального СД2.  
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Теоретическая и практическая значимость работы. Полученные 

результаты носят фундаментальный характер. Они расширяют существующие 

представления об ИПК поджелудочной железы и о роли макрофагов в их 

образовании и функционировании. Полученные данные свидетельствуют о том, 

что при развитии СД2 количество как ацинарных, так и протоковых ИПК 

снижается, несмотря на выраженную макрофагальную инфильтрацию органа. 

Воздействие на макрофаги амнофталгидразидом натрия приводит к 

уменьшению макрофагальной инфильтрации ацинарной части железы без 

существенного изменения количества макрофагов в её протоках, что 

способствует увеличению как количества внеостровковых ИПК, так и 

усилению их функциональной активности.   

Выявлено влияние макрофагов на образование и функционирование 

внеостровковых ИПК через увеличение содержания в ацинарных клетках и 

клетках эпителия протоков белка Pdx1 – основного фактора транскрипции, 

контролирующего образование ИПК, а также через воздействие на продукцию 

TGF-β1, одного из факторов, регулирующего трансдифференцировку клеток 

поджелудочной железы в эндокринные.  

Проведенное исследование создает теоретическую основу для разработки 

методов стимулирования образования и функциональной активности ИПК 

путем изменения функциональной активности макрофагов. Результаты 

исследования могут быть использованы при разработке новых способов 

терапии инсулин-дефицитных состояний.  

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. При развитии экспериментального сахарного диабета второго типа 

одиночные или собранные в группы инсулин-позитивные клетки 

обнаруживаются в составе ацинусов и в эпителии протоков поджелудочной 

железы в тех же соотношениях, что и у интактных животных. Снижение общего 

количества внеостровковых инсулин-позитивных клеток при развитии 

экспериментального сахарного диабета второго типа инвариантно к их 

локализации. 
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2. Снижение количества внеостровковых инсулин- и Pdx1-

позитивных клеток при экспериментальном сахарном диабете второго типа 

происходит на фоне усиления макрофагальной инфильтрации ацинусов, 

сопровождаемого ростом содержания TNF-α и IFN-γ и снижением 

концентрации TGF-β1 в ткани железы. 

3. Уменьшение макрофагальной инфильтрации ацинусов 

поджелудочной железы, снижение концентрации TNF-α и увеличение 

продукции TGF-β1 в ткани железы под действием амнофталгидразида натрия 

сопровождается ростом числа Pdx1-позитивных клеток, количества и 

функциональной активности инсулин-позитивных клеток в составе ацинусов и 

в эпителии протоков.  

4. Макрофагальная регуляция образования и функционирования 

внеостровковых инсулин-позитивных клеток поджелудочной железы 

осуществляется посредством изменения содержания в ткани железы 

провоспалительных цитокинов, ростовых факторов, количества Pdx1-

позитивных ацинарных и протоковых клеток. 

Внедрение результатов исследования в практику. Результаты 

диссертационной работы используются в учебном процессе курса «Патохимия, 

диагностика» на кафедре медицинской биохимии и биофизики Института 

естественных наук и математики ФГАОУ ВО «Уральский федеральный 

университет имени первого Президента России Б.Н. Ельцина» Министерства 

науки и высшего образования РФ (далее – УрФУ имени первого Президента 

России Б.Н. Ельцина), а также в научно-исследовательской работе лаборатории 

морфологии и биохимии ФГБУН Институт иммунологии и физиологии 

Уральского отделения Российской академии наук Министерства науки и 

высшего образования РФ (далее – ИИФ УрО РАН). 

Достоверность полученных результатов. Теоретические установки, 

положенные в основу работы, выведены на основании анализа большого 

объёма современной научной литературы по исследуемому вопросу, что 

обосновывает направление исследования. Выбор адекватных поставленным 
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задачам методов исследования, достаточный объём выборки, использование 

современных методов статистической обработки материала, 

воспроизводимость результатов и не противоречие их данным, представленным 

в независимых источниках другими авторами, подтверждают верность 

сделанных в ходе работы выводов. Научные положения и выводы, 

резюмирующие работу, соответствуют заявленной цели и задачам.  

Личный вклад автора состоит в непосредственном выполнении всех 

этапов диссертационного исследования. Постановка научной проблемы и 

формулировка рабочей гипотезы, разработка дизайна эксперимента, анализ и 

интерпретация полученных результатов проводились совместно с научным 

руководителем, доктором биологических наук, доцентом И.Г. Даниловой. 

Поиск и анализ литературы по теме исследования, получение и статистическая 

обработка первичных данных, написание и оформление диссертации 

выполнено автором самостоятельно. Результаты исследования в виде 

публикаций в научных периодических изданиях и докладов на конференциях 

представлены совместно с соавторами.  

Апробация работы. Основные положения диссертационной работы 

были доложены и обсуждены на Х Всероссийском конгрессе студентов и 

аспирантов-биологов с международным участием «Симбиоз Россия 2017» 

(Россия, Казань, 2017); ХIII Всероссийской конференции с международным 

участием «Иммунологические чтения в г. Челябинске» (Россия, Челябинск, 

2018); 16 Всемирном фармакологическом Конгрессе (16th Annual Congress of 

International Drug Discovery Science & Technology) (2018, Цзинань, Китай); 30 

Конгрессе Европейского Общества патологов (30th Congress of the ESP) 

(Испания, Бильбао, 2018); 14 Всемирном Конгрессе по эндокринологии и 

диабету (14th World Congress on Endocrinology and Diabetes) (Франция, Париж, 

2018); 2019 Уральском Симпозиуме по Биомедицинской Инженерии, 

Радиоэлектронике и Информационным Технологиям (2019 Ural Symposium on 

Biomedical Engineering, Radioelectronics and Information Technology 

(USBEREIT)) (Россия, Екатеринбург, 2019); 15 Всемирном Конгрессе по 
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эндокринологии и диабету (15th World Congress on Endocrinology and Diabetes) 

(Чешская Республика, Прага, 2019); 2020 Уральском Симпозиуме по 

Биомедицинской Инженерии, Радиоэлектронике и Информационным 

Технологиям (2020 Ural Symposium on Biomedical Engineering, Radioelectronics 

and Information Technology (USBEREIT)) (Россия, Екатеринбург, 2020); 

IV Международной научно-практической конференции «Современные 

синтетические методологии для создания лекарственных препаратов и 

функциональных материалов» (Екатеринбург, 2020), 32 Конгрессе 

Европейского Общества патологов (32nd Congress of the ESP and XXXIII 

International Congress of the IAP) (virtual, 2020). 

Публикации. По теме диссертационной работы опубликовано 15 

печатных работ, в том числе 3 в изданиях, рекомендованных ВАК 

Минобрнауки РФ. Большинство работ опубликовано в изданиях, 

индексируемых в международных наукометрических базах: 5 – в Scopus, 4 – в 

Web of Science, 3 – в Pubmed, 7 – в РИНЦ. 

Конкурсная поддержка: Работа поддержана грантами РНФ № 16-15-

00039 и № 16-15-00039-П. 

Объём и структура диссертации. Диссертация изложена на 160 

страницах печатного текста и состоит из введения, обзора литературы по 

исследуемому вопросу, описания экспериментальных животных и методики 

эксперимента, 4 глав с результатами собственных исследований, заключения, 

выводов и списка использованной литературы, включающего 304 источника, 

среди которых 48 русскоязычных и 256 англоязычных. Работа содержит 18 

таблиц и 8 рисунков. 

Благодарности. Автор выражает искреннюю признательность 

специалистам, чей вклад способствовал работе над диссертацией: доктору 

медицинских наук, профессору М.Т. Абидову, предоставившему 

аминофталгидразид натрия и принимавшему участие в обсуждении и 

интерпретации результатов исследования, и старшему научному сотруднику 

ИИФ УрО РАН, кандидату биологических наук И.Ф. Гетте, совместно с 
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которой осуществлялось моделирование сахарного диабета второго типа и 

определение биохимических показателей крови экспериментальных животных. 
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ГЛАВА 1 – ВЛИЯНИЕ МАКРОФАГОВ НА ВНЕОСТРОВКОВЫЕ 

ИНСУЛИН-ПОЗИТИВНЫЕ КЛЕТКИ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

(обзор литературы) 

 

Сахарный диабет второго типа (СД2) – неоднородная с точки зрения 

этиологии и патогенеза группа заболеваний (метаболических нарушений), 

характеризующаяся относительной инсулиновой недостаточностью и 

инсулинорезистентностью [2, 8, 9]. Развивающаяся вследствие этого 

гипергликемия ведёт к таким осложнениям, как нефропатия, ретинопатия, 

нейропатия, энтеропатия. В отличие от диабета первого типа (СД1), 

аутоиммунного заболевания, манифестирующего чаще всего в детстве и 

молодом возрасте, начало СД2 связано в большей степени с перееданием и 

гиподинамией, хотя большую роль в патогенезе СД2 играют, по-видимому, 

мультифакторные наследственные предрасположенности [9]. Если при СД1 

разрушение β-клеток происходит за счёт собственных цитотоксических Т-

клеток, то при СД2 снижение выработки инсулина β-клетками происходит 

постепенно, как попытка компенсировать развивающуюся 

инсулинорезистентность. Значение функционального состояния инсулин-

продуцирующих клеток для гомеостаза глюкозы, бесспорно, очень высоко, что 

нашло отражение в сформулированной в 2016 году группой исследователей во 

главе со Стенли Шварцем β-клеточно-ориентированной модели патогенеза 

СД2, согласно которой основополагающим условием манифестации СД2 

является именно дисфункция β-клеток [278].  

СД2 широко распространен по всему миру и является одной из 

актуальных проблем современной медицины. Нарастающий при 

прогрессировании СД2 дефицит инсулина требует поиска путей восполнения 

его недостатка. 
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1.1 – Внеостровковые инсулин-позитивные клетки поджелудочной 

железы 

 

Гормон поджелудочной железы инсулин (от лат. insula – островок), 

играющий решающую роль в регуляции углеводного обмена, синтезируется 

специализированными клетками и секретируется в кровь в ответ на повышение 

уровня глюкозы. Большая часть инсулин-продуцирующих клеток расположена 

в особых гистологических образованиях, отделённых от экзокринной части 

железы соединительно-тканной оболочкой – островках Лангерганса. Наряду с 

β-клетками островков, продукцию инсулина в поджелудочной железе 

осуществляют сравнительно немногочисленные инсулин-позитивные клетки, 

расположенные в ацинусах и в эпителии протоков [48, 91, 163, 166, 222]. 

Внеостровковые инсулин-продуцирующие клетки поджелудочной железы 

привлекают к себе внимание исследователей, поскольку стимуляция их 

образования и функционирования является перспективной терапевтической 

стратегией в лечении диабета. 

 

1.1.1 – Поджелудочная железа: морфологическая и гистологическая 

характеристика органа 

 

Поджелудочная железа – орган в забрюшинном пространстве, 

участвующий в регуляции пищеварения, а также углеводного и липидного 

обменов. Поджелудочная железа совмещает внешнесекреторную и 

внутрисекреторную функции и имеет в своём составе как экзокринные, так и 

эндокринные клетки. 

Внешнесекреторная функция железы заключается в секреции 

панкреатического сока, принимающего участие в расщеплении питательных 

веществ. Структурно-функциональной единицей экзокринной части 

поджелудочной железы является ацинус. В составе ацинусов выделяют 
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секреторный отдел и вставочный проток. Секреторный отдел состоит, по 

данным разных авторов, от 8–12 до 25–50 плотно прилежащих друг к другу и 

образующий «шарик» ацинозных клеток (экзокринных панкреоцитов) [3, 6]. 

Ацинозные клетки имеют коническую форму, их широкие основания обращены 

наружу ацинуса и лежат на общей базальной мембране, а заострённые 

верхушки сходятся в центре ацинуса. Между верхушками ацинозных клеток 

расположено несколько мелких центроацинозных протоковых эпителиоцитов. 

Экзокринные панкреоциты секретируют и выделяют в полость ацинуса 

секреты белковой природы. На 98 % секрет состоит из ферментов, остальное – 

вода и электролиты. Синтез ферментов происходит постоянно, а их выход из 

ацинарных клеток – спонтанно за счет базального холинэргического тонуса, но 

основное количество секрета выделяется в результате стимуляции [21]. 

Ацинарные клетки синтезируют и секретируют α-амилазу, принимающую 

участие в переваривании крахмала, липолитические и протеолитические 

ферменты и нуклеазы для гидролиза нуклеотидов. Все протеолитические 

ферменты выделяются клетками в виде функционально неактивных 

предшественников, что защищает ткань поджелудочной железы от 

самопереваривания [3, 21]. Секретируемые ферменты попадают в систему 

протоков поджелудочной железы, через которую панкреатический сок 

поступает в полость двенадцатиперстной кишки. 

Эндокринная часть поджелудочной железы представлена в виде 

островков Лангерганса и отдельных эндокринных клеток (внеостровковых 

эндокриноцитов) и их небольших скоплений [3, 222]. Ещё в 1911 году было 

показано наличие отдельных эндокринных клеток в паренхиме экзокринной 

части железы и эпителиальной выстилке протоков у морских свинок [67].  

Островки располагаются между ацинусами и в большинстве случаев 

отделены от них тонкой базальной мембраной и едва различимой 

соединительно-тканной прослойкой. В ряде случаев базальная мембрана вокруг 

островка может отсутствовать, а между эндокринными и экзокринными 

клетками имеются десмосомы, плотные или щелевидные контакты [3]. Это 
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позволяет предположить, что клетки ацинусов и островков связаны между 

собой структурно и функционально. По данным разных авторов, в 

поджелудочной железе здоровой взрослой крысы насчитывается от 400 до 5000 

островков [202, 273].  

По способности синтезировать и секретировать тот или иной гормон 

эндокриноциты поджелудочной железы подразделяются на α-клетки (α-клетки, 

секретируют глюкагон), бета-клетки (β-клетки, инсулин), δ-клетки (δ-клетки, 

соматостатин), PP-клетки (панкреатический полипептид) и эпсилон-клетки (ε-

клетки, грелин). Согласно морфометрическим исследованиям у 

млекопитающих α-клетки составляют 15–20 % от всех клеток островка, β-

клетки – от 65 до 80 %, δ-клетки – от 3 до 10 %, PP-клетки – от 3 до 10 % и ε-

клетки – менее 1% [186]. У крыс на долю эндокринной ткани приходится около 

2 % ткани железы [284], половину которой составляют β-клетки [180]. У крыс 

и кроликов β-клетки крупнее других клеток в островке [257, 284] и занимают 

его центральную часть [217]. Эндокринная ткань островков составляет менее 5 

% от всей ткани поджелудочной железы, что у людей составляет более 1000000 

клеток [302].  

 

1.1.2 – Морфологическая и функциональная связь островков 

Лангерганса с ацинусами и протоками поджелудочной железы 

 

К настоящему времени накоплено множество данных, подтверждающих 

структурную и функциональную взаимосвязь как между островками и 

экзокринной частью железы, так и между её эндокринной тканью и системой 

протоков [3, 69, 143]. Влияние эндокринных клеток на ацинарные формирует 

островково-ацинарную ось. Предполагают, что её морфологической базой 

является особенность кровотока в поджелудочной железе, так называемая 

инсулоацинарная портальная система [3, 143, 282]. Кровоток в поджелудочной 

железе направлен от островков к ацинарной ткани, благодаря чему, кровь, 

оттекающая от островков и содержащая гормоны в высоких концентрациях, 
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попадает в капиллярную сеть экзокринной части железы. Установлено, что 

гормоны, секретируемые клетками панкреатических островков, могут 

регулировать секрецию ацинарных клеток как эндокринным, так и 

паракринным способами. Предположения о том, что интенсивность синтеза 

ферментов экзокринными клетками ацинарной части поджелудочной железы 

находится в зависимости от количества инсулина в капиллярах, покидающих 

островки, высказывались уже давно [143, 253]. В исследованиях последних лет 

отмечается положительная корреляция между высоким уровнем амилазы в 

сыворотке крови и высокой чувствительностью к инсулину, а также отмечается 

низкий уровень амилазы в крови у пациентов с ожирением и нарушениями 

метаболизма [56]. При недостатке выработки инсулина при диабете первого 

типа развивается дисфункция поджелудочной железы, проявляющаяся 

снижением выработки амилазы, трипсина, липазы и бикарбонатов [132].  

Существование ациноостровковых клеток также свидетельствует о 

наличии тесной морфо-функциональной связи между экзокринной и 

эндокринной частями поджелудочной железы. Подобные немногочисленные 

клетки способны одновременно синтезировать и пищеварительные ферменты, 

и гормоны. Они были обнаружены у представителей всех классов животных, 

начиная с костистых рыб, в том числе и у человека [48]. Ациноостровковые 

клетки совмещают черты строения экзокринных и эндокринных клеток: в них 

хорошо развит комплекс Гольджи, они содержат крупные и мелкие гранулы и 

митохондрии (первые свойственны экзокринным, вторые – эндокринным 

клеткам), гранулярная эдоплазматическая сеть по степени развитости занимает 

промежуточное положение между экзокринными и эндокринными клетками. 

Ациноостровковые клетки могут содержать гранулы, свойственные α-, β-, δ- 

клеткам, а также их сочетание. Помимо основанной на этом классификации по 

гормональному профилю, ациноостровковые клетки можно подразделить по 

месту выделения секреторного продукта на экзокринные (выделяют ферменты 

и гормоны в систему протоков железы) и эндокринные (секретируют свои 

продукты в кровь).  
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Если взаимодействие между ацинусами и островками общепризнанно и 

доказывается существованием анатомических и функциональных связей между 

ними, то вопрос отношений между эндокринной частью поджелудочной 

железы и системой протоков более дискуссионен. Структурная связь между 

островками и протоками ранее рассматривалась как временное следствие 

эмбрионального развития ткани поджелудочной железы. Однако исследования 

последних лет демонстрируют сохранение тесных отношения между 

эндокринной тканью и протоками во взрослой железе.  

На поджелудочной железе взрослых крыс показано, что четыре основных 

типа панкреатических эндокринных клеток могут располагаться одиночно в 

составе эпителия протоков [70]. При этом апикальный полюс большинства 

протоковых эндокриноцитов ориентирован в просвет протока. Показано, что у 

нормогликемических животных локализация эндокринных клеток в составе 

эпителия протоков отличается в зависимости от типа секретируемого ими 

гормона, в частности, инсулин-секретирующие клетки распределены 

равномерно вдоль всего протока [223]. У животных с диабетом количество 

инсулин-синтезирующих клеток снижается в малых протоках железы в два раза 

и практически сходит на нет в общем желчном протоке. В ряде 

экспериментальных ситуаций показано увеличение количества отдельных 

эндокринных клеток в эпителии протоков. Так, перевязка протока 

поджелудочной железы индуцировала экспрессию специфического для β-

клеток транспортера глюкозы GLUT2 [289], а регенерация ткани железы при 

избирательном уничтожении β-клеток аллоксаном происходила за счёт 

дифференцированных от протоков единичных внеостровковых инсулин-

синтезирующих клеток [100]. 

Поджелудочная железа людей по понятным причинам изучена хуже, чем 

у крыс, но у них также установлено наличие внеостровковых инсулин-

синтезирующих клеток [3, 78, 91, 131, 163]. Интересно, что количество 

протоковых инсулин-продуцирующих клеток у человека выше, чем у крысы: 

если у крыс оно равно примерно 1 % [288], то, по данным Bouwens L. и 
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Pipeleers D.G., у человека до 15 % от всех инсулин-секретирующих клеток 

располагаются в эпителии протоков [78]. Отмечено, что размер протоковых 

инсулин-продуцирующих клеток меньше, чем β-клеток островков [78, 288].  

В поджелудочной железе взрослых крыс показано наличие также групп 

эндокринных клеток, связанных со вставочными и внутридольковыми 

протоками. Эти группы, один конец которых выступает за пределы протока, а 

другой плотно примыкает к эпителиальным клеткам протоков и образует с 

ними развитые межклеточные контакты, содержат до 25 преимущественно 

инсулин-секретирующих клеток (небольшое количество глюкагон- и 

соматостатин-секретирующих клеток присутствует лишь в некоторых 

группах).   

В ходе исследования функциональных и морфологических отношений 

между экзокринной и эндокринной частями поджелудочной железы 

выяснилось, что 73,60 ± 2,97 % островков Лангерганса связаны с протоками 

железы, причём, 93,48 ± 5,43 % из них связаны с протоками небольшого размера 

или центроацинозными клетками [70].  

Известно, что основные гормоны островков присутствуют в 

панкреатическом соке [70, 93], назначение которых там пока не ясно. 

Высказывалось предположение, что инсулин, входящий в состав сока 

поджелудочной железы, может всасываться кишечным эпителием, несущим на 

своей щеточной кайме рецепторы к инсулину [123]. Исследования, 

выполненные с помощью электронного микроскопа, позволяют предположить 

поглощение инсулина из панкреатического сока клетками самих протоков [70]. 

Неизвестно, является ли данное явление одним из механизмов реабсорбции 

гормона и возвращения его в кровоток или он используется непосредственно 

протоковыми клетками.  

Исследование микроархитектоники сосудистой сети поджелудочной 

железы показало, что протоки снабжаются кровью, оттекающей от островков и, 

следовательно, несущей гормоны в высокой концентрации [215]. 

Следовательно, секреторная активность эндокриноцитов в эпителии протоков 
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находится под влиянием островков. Bertelli E. и Benda M. [69] высказываются 

об эндокриноцитах в протоках как о втором эндокринном компартменте 

поджелудочной железы, расположенном «ниже по течению» от основного 

компартмента – островков Лангерганса.  Островково-протоковые портальные 

системы и их функционирование, безусловно, нуждаются в дальнейшем 

исследовании. 

Таким образом, уникальность поджелудочной железы как секреторного 

органа состоит в том, что, будучи морфологически обособленными и 

функционально самостоятельными, экзокринные и эндокринные элементы 

перемешаны в паренхиме железы [222] и между ними существует 

взаимодействие как на уровне анатомии, так и на уровне функций [3, 69]. 

Предполагают, что отдельные компоненты органа взаимозаменяемы, а 

морфологическим субстратом эндокринно-экзокринно-дуктальной оси 

являются, в частности, система капилляров поджелудочной железы и 

ультраструктурные особенности ациноостровковых клеток.  

 

1.1.3 – Пластичность клеток поджелудочной железы 

 

В настоящее время всё большее количество исследователей опровергают 

представление о клетках поджелудочной железы, как о терминально 

дифференцированных, и демонстрируют факультативную дедифференцировку 

клеток в ответ на стресс. Beamish C.A. et al. [65] сообщают о наличии в 

поджелудочной железе инсулин-позитивных клеток с малым количеством 

рецепторов GLUT2, проявляющих свойства клеточной пластичности.  

Культуры β-клеток, взятых как из цельной поджелудочной железы, так и из 

отдельных островков семидневных мышей, обрабатывали человеческой 

плацентарной щелочной фосфатазой (human placent alalkaline phosphatase – 

HPAP), после чего часть клеток начала экспрессировать HPAP. HPAP+ β-клетки 

теряли способность синтезировать инсулин, но увеличивали экспрессию 

маркера эпителиальных протоковых клеток цитокератина 19 (Ck19). В 
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культурах из цельной поджелудочной железы наблюдалось большее число 

HPAP+Ck19+ клеток, из чего авторы сделали вывод, что дедифференцировки 

подверглись, в основном, инсулин-продуцирующие клетки, расположенные вне 

островков. Такие клетки составляют около 3,5 % от всех инсулин-

синтезирующих клеток, располагаются группами не более 5 штук и имеют 

малое количество рецепторов GLUT2 (GLUT2LOW).  Показано, что данные 

инсулин+ GLUT2LOW клетки демонстрируют более высокую скорость 

пролиферации in vivo и in vitro и значительную пластичность по сравнению с 

инсулин+GLUT2+ клетками, будучи способны трансформироваться в 

эндокринные и протоковые клетки даже во взрослой жизни. ПЦР исследования 

показали, что инсулин+ GLUT2LOW клетки имеют фенотип незрелых β-клеток. 

Авторы исследования резюмируют, что группы внеостровковых инсулин-

продуцирующих клеток представляет собой резидентную популяцию, 

способную образовывать новые функционально полноценные β-клетки, в связи 

с чем, представляют интерес для регенеративной медицины.   

В литературе сообщается о возможности превращения в инсулин-

продуцирующие всех типов клеток поджелудочной железы: ацинарных, 

протоковых и не-бета клеток островков Лангерганса [167, 169].   В частности, 

Tritschler S. et al. в обзоре, посвящённом исследованию гетерогенности и 

пластичности клеток поджелудочной железы, также называет запуск 

эндогенной репарации многообещающей стратегией восстановления 

количества β-клеток и нормогликемии у пациентов с диабетом [282].  В работе 

обсуждаются как возможность воздействия на субпопуляции β-клеток, 

стимулирующие их пролиферацию и созревание, так и пластичность клеток 

поджелудочной железы и возможности их трансдифференцировки в инсулин-

синтезирующие в ситуациях, требующих усиления гликемического контроля. 

Подвергнуться трансдифференцировке и начать производить инсулин могут α- 

и δ-клетки островков, внеостровковые клетки ацинарной и протоковой 

локализации, а также гепатоциты и кишечные клетки. Valdez I.A. et al. показали 

образование ИПК в клеточных линиях протокового эпителия поджелудочной 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tritschler%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28951822
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железы человека в ответ на введение провоспалительных цитокинов (TNF-α, IL-

1β и IFN-γ) [232]. 

Обе классические формы сахарного диабета характеризуются 

неспособностью β-клеток островков Лангерганса удовлетворять потребности 

организма в инсулине или в силу их тотальной гибели, происходящей при 

диабете первого типа, или функционального дефицита β-клеток в условиях 

инсулинорезистентности при диабете второго типа. И то, и другое требует 

поиска новых путей восстановления массы инсулин-синтезирующих клеток. 

Присущая клеткам поджелудочной железы пластичность делает возможным 

перепрограммирование уже дифференцированных клеток железы в 

эндокринные, в частности, в инсулин-синтезирующие [234]. Показано 

присутствие клеток, дающих позитивное иммуногистохимическое 

окрашивание на инсулин, в составе ацинусов и в эпителии протоков 

поджелудочной железы крыс с экспериментальным диабетом первого и второго 

типов [5, 32, 204, 252].  

 

1.1.4 – Внепанкреатические инсулин-продуцирующие клетки 

 

Теоретически, поскольку все клетки организма несут одинаковый набор 

генов, то, влияя на экспрессию гена, ответственного за синтез конкретного вида 

белка, можно добиться синтеза данного вида белка клеткой. Однако 

гипотетически возможный синтез клеткой любого белка ограничен сложностью 

запуска экспрессии генов. В настоящее время накоплена масса свидетельств 

того, что поджелудочная железа не является единственным источником 

инсулина в организме. Таким образом, потенциал внеостровковой секреции 

инсулина может быть существенно расширен за счёт внепанкреатических 

инсулин-продуцирующих клеток. 

В настоящее время известно, что роль инсулина в организме не сводится 

только к регуляции углеводного обмена. Роль инсулина в метаболических и 

патологических процессах крайне разнообразна, а течение почти всех опасных 
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для жизни болезней усугубляется его недостатком [258]. Показано, что 

изменение метаболизма углеводов влечёт за собой развитие многих опасных 

заболеваний, таких как гипертония и атеросклероз [76, 209]. На важную роль 

инсулина в физиологических процессах указывает и его присутствие в 

организмах наиболее простых и эволюционно древних представителей царства 

Animalia [160, 284]. 

Описана секреция инсулина клетками разных типов в разных органах: 

печени [162, 168, 270], тимусе [125], селезёнке [125], желудочно-кишечном 

тракте [104], головном мозге и нейронах [146, 159, 161], жировой ткани [125], 

костном мозге [125] лейкоцитах [162, 258] и лимфоцитах [258].  

Предполагают, что экспрессия инсулина в тимусе и лимфоидной ткани 

происходит с целью индукции иммунологической толерантности к инсулину 

[88, 158, 249]. Высказываются предположения о нарушении экспрессии 

определённых аллелей гена инсулина как о возможном механизме патогенеза 

аутоиммунного диабета первого типа у людей [158].  

При развитии гипергликемии в экспериментальных моделях диабета и 

при ожирении отмечено появление проинсулин- и инсулин-положительных 

клеток в печени [162, 168, 270], головном мозге, жировой ткани, желудочно-

кишечном тракте, костном мозге, тимусе и лейкоцитах [13, 125]. Так, в 

исследованиях Kojima H. et al. [125], гипергликемия, вызванная инъекциями 

глюкозы, приводила к появлению инсулин-позитивных клеток у мышей без 

диабета в течение двух дней, причём, авторы данного исследования 

подчёркивают, что проведённая in situ гибридизация ядер показала, что 

инсулин был синтезирован именно в этих клетках. Авторы пишут о 

возможности регуляции экспрессии гена инсулина как о возможной стратегии 

генерации инсулин-продуцирующих клеток для лечения диабета.  

Таким образом, в норме небольшое количество инсулин-продуцирующих 

клеток локализовано вне островков поджелудочной железы. При повышении 

уровня глюкозы в крови их количество в поджелудочной железе возрастает, а 

также появляются отдельные инсулин-позитивные клетки вне поджелудочной 
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железы. Так, Petit J.M. et al. рассматривают синтез гепатоцитами инсулина как 

одно из свидетельств развития диабета [241].  

Предполагают, что внеостровковая и внепанкреатическая секреция 

развились для обеспечения локальных потребностей клеток в инсулине [258].  

Это можно продемонстрировать на следующем примере: инсулин, являясь 

антитромбическим фактором, препятствует развитию острого коронарного 

синдрома. Тромбоциты, будучи безъядерными, сами неспособны 

синтезировать инсулин, следовательно, эту функцию при развитии СД2 и 

повышении риска развития атеросклероза берут на себя другие клетки в 

кровотоке [162, 258].  

 

1.2 – Особенности регенерации поджелудочной железы 

 

Исследования регенерации поджелудочной железы во взрослом 

состоянии ведутся давно, однако, до сих пор в этом вопросе нет полной ясности. 

Между тем, широкая распространённость диабета делает его крайне 

актуальным. Утрата и повреждение количества β-клеток требует 

терапевтического вмешательства. Известно, что способность поджелудочной 

железы человека, в том числе островков Лангерганса, к регенерации, 

ограничена [302]. Однако в настоящее время накоплено множество 

доказательств того, что восстановление ткани железы может происходит даже 

у взрослых животных, и дискуссия разворачивается по поводу того, как оно 

происходит. В обзорной статье в журнале Nature, посвященной регенерации 

поджелудочной железы, Zhou Q. и Melton D.A. в качестве ведущих стратегий 

восстановления массы β-клеток называют создание и трансплантацию новых β-

клеток, полученных из плюрипотентных стволовых клеток, пересадку 

островков от генетически-модифицированных животных, стимуляцию 

пролиферации островковых β-клеток и перепрограммирование не-β-клеток в β-

подобные клетки [302]. 

https://ezproxy.urfu.ru:3093/articles/s41586-018-0088-0#auth-1
https://ezproxy.urfu.ru:3093/articles/s41586-018-0088-0#auth-2
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Пересадка поджелудочной железы или её части сопряжена с рядом 

трудностей [229]. Развитие осложнений и смертность при трансплантации 

поджелудочной железы выше, чем при трансплантации других органов [181]. 

Трансплантация отдельно островков поджелудочной железы возможна лишь 

пациентам с сохранённой функцией почек [181], а именно она нарушается при 

диабете. Таким образом, пересадка островков возможна далеко не всем 

пациентам. В связи с этим, большое внимание исследователей привлекают 

эндогенные источники регенерации ткани поджелудочной железы, к которым 

относят трансдифференцировку не-β-клеток поджелудочной железы и 

активацию собственных стволовых клеток в ответ на повреждение.  

Исследования на животных показали, что экзокринная часть 

поджелудочной железы обладает внутренней способностью к регенерации. 

Рассуждая о регенерации пула инсулин-синтезирующих клеток путём 

образования из клеточных предшественников в поджелудочной железе, 

необходимо выяснить природу этих предшественников. Традиционно 

исследователями разрабатывались два подхода: первый – регенерация 

происходит за счёт клеток-предшественников, локализованных в протоках, 

второй сводил регенерацию поджелудочной железы лишь к делению её зрелых 

клеток [106, 302].  

В 80-х годах XX века были получены доказательства гистологической 

связи островков с протоками поджелудочной железы [261], что породило идею 

о возобновлении эндокринных клеток поджелудочной железы из 

предшественниц, локализованных в эпителии протоков. Это идея 

подкреплялась наблюдениями того, что островки Лангерганса мышей и 

человека локализованы преимущественно вблизи протоков железы [291]. Во 

многих исследованиях показана дифференцировка клеток протоков в 

эндокринные при культивировании или стимуляции [85, 120, 246].  Эти 

представления оформились в гипотезу, согласно которой регенерация 

поджелудочной железы во взрослом состоянии повторяет стадии 

эмбрионального развития органа, т.е. клетки-предшественницы в протоках 
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делятся и дифференцируются в любой тип клеток поджелудочной железы [244]. 

Однако вопрос о возможности дифференцировки клеток протокового эпителия 

в инсулин-синтезирующие остаётся дискуссионным. Например, в 2004 году эта 

возможность была поставлена под сомнение по результатам исследования, 

полученным путём отслеживания клеточных линий, демонстрирующих, что 

большинство β-клеток в постнатальном периоде образовались в результате 

пролиферации уже существующих β-клеток, а не из сторонних клеточных 

предшественников [108].    

Работы последних лет демонстрируют возможность использования 

пластичности дифференцированных клеток поджелудочной железы в 

терапевтических целях. Множество исследований, проведённых in vitro и vivo, 

раскрывают потенциал дифференцировки экзокринных и эндокринных клеток 

поджелудочной железы в инсулин-продуцирующие клетки. Так, на клетках 

человека показана дифференцировка экзокринных клеток поджелудочной 

железы в инсулин-секретирующие in vitro [53, 119] на грызунах показано 

превращение ацинарных клеток поджелудочной железы в инсулин-

секретирующие под действием цитокинов [140, 279] и повторная 

дедифференцировка специализированных клеток железы in vivo [238]. 

В настоящее время существуют как доказательства динамической 

пластичности и факультативной дедифференцировки клеток поджелудочной 

железы, так и того, что эпителий протоков содержит пул стволовых клеток, 

являющихся предшественниками для всех видов клеток железы [106, 274]. 

Возможно, эти представления можно объединить в единую модель, 

предполагающую вовлечение разных механизмов регенерации. в зависимости 

от выраженности повреждения. Вероятно, регенерация поджелудочной железы 

происходит как вследствие репликации существующих дифференцированных 

клеток, так и активации и дифференциовки клеток-предшественников в ответ 

на обширное повреждение. Так, показано, что абляция транскрипционного 

фактора FoxO1, интегрирующего сигналы, регулирующие массу β-клеток [269], 

вызывает уменьшение количества β-клеток в условиях физиологического 
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стресса, вызванного старением или многоплодной беременностью не в силу их 

гибели, а путём дедифференцировки в клетки-предшественники, 

экспрессирующие Neurogenin3, Oct4 и Nanog [265]. На настоящий момент не 

выяснено, являются ли прогениторные клетки остаточными после 

эмбрионального периода или они возникают в результате дедифференцировки 

клетки эпителия протоков в ответ на стресс. Однако в таком случае не ясно, 

почему они обнаруживаются в поджелудочной железе здоровых грызунов и 

людей.  

 

1.2.1 – Транскрипционные факторы Pdx1, MafA, Neurogenin 3 и их 

влияние на образование инсулин-продуцирующих клеток поджелудочной 

железы 

 

Экспрессия гена инсулина и его секреция β-клетками островков 

Лангерганса регулируется уровнем глюкозы в крови. Таким образом, если 

целью дифференцировки клеток в инсулин-продуцирующие является не только 

получение инсулин-позитивных клеток, но и адекватная секреция ими 

инсулина в ответ на физиологические стимулы, основным из которых является 

уровень глюкозы в крови, то в них должен быть активирован комплекс генов, 

свойственный β-клеткам островков Лангерганса. Поэтому при образовании 

инсулин-продуцирующих клеток из неэндокринных клеток поджелудочной 

железы и клеток других органов, способных к подобной трансформации, очень 

важно воспроизвести в них экспрессию тех же самых генов, которые 

активируются в β-клетках островков Лангерганса в ходе их нормального 

развития. 

Транскрипционные факторы регулируют экспрессию генов посредством 

связывания со специфическими энхансерными последовательностями [303]. 

Наиболее важными для развития и созревания панкреоцитов, в частности, β-

клеток, являются гомеобоксный протеин поджелудочной железы и 
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двенадцатиперстной кишки (Pdx1), Neurogenin-3 (Ngn3), MafA, Pax6, NeuroD 

[133, 208, 303]. Предполагают, что совместная работа отвечающих за синтез 

данных белков генов активирует гены, отвечающих за синтез инсулина, однако 

вклад каждого из них в синтез инсулина известен не до конца.  

Pdx1 – белок, продукт экспрессии гена pdx1 (pancreatic and duodenal 

homeobox 1). Pdx1 является ключевым транскрипционным фактором, 

необходимым для развития поджелудочной железы, начиная с ранних этапов 

эмбриональнного развития, в том числе основным регулятором созревания, 

сохранения и функционирования β-клеток островков Лангерганса. Экспрессия 

Pdx1 значительно возрастает в клетках островков и протоков при репаративной 

регенерации [271]. Регуляция транскрипции Pdx1 влияет на эндокринный 

неогенез in vivo и in vitro [304]. Показано, что введение Pdx1 в эмбриональные 

стволовые клетки и мультипотентные клетки перепрограммирует их в инсулин-

продуцирующие [41].  Недостаток Pdx1 в эпителиальных клетках 

панкреатических зачатков приостанавливает их дальнейшее развитие [198], а 

полное отсутствие Pdx1 ассоциировано с агенезией поджелудочной железы 

[175]. Сниженное количество Pdx1 приводит к дисфункции β-клеток, их гибели 

и развитию диабета, что было показано на грызунах и на людях [99, 152, 196, 

256]. В экспериментах на животных показано, что нарушение регуляции 

экспрессии гена pdx1 в β-клетках может лежать в основе патогенеза СД2 [290], 

а при СД1 белок Pdx1 является специфическим аутоантигеном β-клеток [220]. 

Хроническая гипергликемия и дислипедимия приводят к деструкции β-клеток 

при СД2 посредством редукции экспрессии pdx1 [230].  

Предполагают, что гибель инсулин-продуцирующих клеток в животных 

моделях диабета наступает, в основном, за счёт апоптоза [79]. Апоптоз β-клеток 

приводит к ингибированию передачи сигнала между инсулином и инсулин-

подобным фактором роста с последующим снижением экспрессии pdx1 [843].   

Полагают, что в процессе развития поджелудочной железы, по мере 

дифференцировки β-клеток, количество Pdx1 в них увеличивается, а в 

экзокринных клетках и клетках протоков снижается [237]. Экспрессия гена pdx1 
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поддерживается в клетках-предшественницах клеток поджелудочной железы 

во время развития органа, а во взрослой поджелудочной железе в зрелых β-

клетках белок Pdx1 трансактивирует инсулин и другие гены, работа которых 

позволяет детектировать уровень глюкозы, а также генов, задействованных в её 

метаболизме, такие, как GLUT2 и глюкокиназа [153].  

Известно, что Pdx1 индуцирует образование инсулин-продуцирующих 

клеток из не-бета клеток [124, 303].  

Поскольку Ngn3 считают ключевым фактором образования эндокринных 

клеток поджелудочной железы во время эмбриогенеза, то многие 

исследователи не исключают влияния экспрессии Ngn3 на неогенез β-клеток во 

взрослом состоянии. Показано, что введением Ngn3 методом аденовирусной 

трансдукции в клетки протоков поджелудочной железы можно in vitro 

запустить в них экспрессию набора генов, характерного для β-клеток [228]. 

Однако другая группа исследователей пишет о недостаточности активации 

Ngn3 в протоковых клетках для получения из них β-клеток. Их данные 

противоречат распространённому представлению об Ngn3 как о маркере 

неогенеза β-клеток во взрослом состоянии [207].  

Роль MafA в образовании инсулин-продуцирующих клеток 

дискутируется. Не ясно, активирует ли он экспрессию гена инсулина в 

дифференцирующихся β-клетках или необходим лишь для регуляции секреции 

инсулина в уже дифференцированных клетках панкреатических островков. 

Калигин М.С. с соавторами показали [31], что MafA синтезируется лишь в 

зрелых клетках островков Лангерганса и не является маркером 

дифференцирующихся клеток-предшественниц. Согласно их исследованиям 

количество MafA+ клеток в островках Лангерганса снижается при диабете. В 

свою очередь, Kaneto H. et al. говорят о MafA как о факторе транскрипции, 

специфичном для β-клеток, который является мощным активатором 

транскрипции гена инсулина [225]. В литературе подчёркивается важная роль 

MafA в индукции ИПК из не-бета клеток [225, 303].  
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Показана тесная связь между экспрессией генов pdx1, ngn3 и генов, 

кодирующих инсулин, при дифференциации мезенхимальных стволовых 

клеток в инсулин-продуцирующие, которая проявляется в сходном типе 

реагирования на увеличение уровня глюкозы в крови.  При повышении 

содержания глюкозы количество Pdx1 возрастает, следствием чего становится 

увеличение экспрессии Ngn3 и других факторов, совместное действие которых 

приводит к формированию клеток, подобных β-клеткам посредством активации 

гена инсулина и других. Колебание количества Pdx1 и Ngn3 приводит к 

нестабильному выделению инсулина ИПК [124].  

Сообщается, что эффективность образования инсулин-продуцирующих 

β-подобных клеток из экзокринных клеток поджелудочной железы вследствие 

сверхэкспрессии Pdx1, Ngn3 и MafA повышается в случае предотвращения 

фосфорилирования белка Ngn3. Также известно, что под влиянием данных 

транскрипционных факторов β-подобные клетки можно получить из клеток 

разных органов желудочно-кишечного тракта in vivo [208]. Чувствительность 

разных типов клеток к подобному перепрограммированию обусловлена 

общностью их происхождения из энтодермы первичной кишки.  

 

1.2.2 – Роль стволовых клеток и фактора стволовой клетки в 

регенерации поджелудочной железы 

 

Возможность контролируемой дифференцировки стволовых клеток 

взрослого организма в инсулин-продуцирующие вызывает большой интерес. 

Исследования на мышах и людях показывают, что при длительном 

культивировании клеток панкреатических протоков в них появляются 

функционирующие эндокринные клетки [167, 240]. Это даёт основания 

предполагать, что стволовые клетки локализованы в поджелудочной железе 

вблизи протоков или непосредственно в них.  

Стволовые клетки в костном мозге мобилизируются и 

дифференцируются при стимуляции определёнными сигналами. Макрофаги 
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способны инициировать выход стволовых клеток и их миграцию к 

повреждённому органу, что способствует его восстановлению. В 

индуцированных клетках костного мозга матричная металлопротеиназа-9 

(MMP-9) высвобождает фактор стволовой клетки (SCF), что переводит 

эндотелиальные и гемопоэтические клетки в пролиферативную фазу. 

Повреждение костного мозга усиливает экспрессию MMP-9, что вызывает 

выделение SCF и рекрутирование стволовых клеток-предшественников, 

экспрессирующих на своей поверхности рецептор c-kit [239]. SCF/c-kit 

связывание приводит к активации сигнального пути, который контролирует 

пролиферацию, апоптоз и дифференцировку клеток [81, 115]. Однако 

увеличение экспрессии c-kit не имеет однозначной положительной трактовки, 

поскольку повышенная в силу мутации или избыточной экспрессии рецепторов 

активность c-kit наблюдается при онкологических заболеваниях [277].  

Показано, что стимуляция функционального состояния макрофагов 

тормозит выход гемапоэтических стволовых клеток (ГСК) в циркуляцию при 

повреждении почек и повышает при повреждениях печени, а ингибирование 

активности макрофагов тормозит выход ГСК из костного мозга при 

повреждении обоих органов [14].  

Некоторые исследователи относят трансмембранный рецептор белка 

тирозинкиназы c-kit к маркерам предшественников эндокринных клеток 

поджелудочной железы [29, 110, 155]. Предполагают, что в определённый 

период развития, клетки эпителия протоков начинают экспрессировать на своей 

мембране c-kit рецептор, который, взаимодействуя с SCF, запускает процесс 

дифференцировки протоковых клеток в эндокринные. После начала синтеза в 

клетках гормонов они отделяются от протоков и формируют островки. При 

этом часть прогениторных клеток, способных дать начало эндокриноцитам, 

остаётся в составе эпителия протоков.      

Wu Y. et al. исследовали роль c-kit и SCF в дифференцировке и 

пролиферации инсулин- и глюкагон-продуцирующих клеток поджелудочной 

железы. Их исследования показали, что при увеличении количества инсулин-
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позитивных и глюкагон-позитивных клеток и содержания транскрипционного 

фактора Pdx1 наблюдается снижение числа панкреоцитов, экспрессирующих c-

kit. При культивировании панкреоцитов с SCF дифференцировка в инсулин-

позитивные и глюкагон-позитивные клетки возрастает [90].    

Воспалительные процессы в тканях активируют иммуномодулирующий 

потенциал мезенхимальных стволовых клеток. В основе этого лежат 

секретируемые макрофагами воспалительные и противовоспалительные 

цитокины, в частности, TNF-α и IL-10 [150]. Показано, что наличие 

хронического воспалительного заболевания (периодонта) у больных с СД2 

ассоциировано с более высоким уровнем SCF [177]. Накоплены данные, 

свидетельствующие о том, что мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 

способствуют регенерации ткани не путём замены повреждённых клеток, а 

через секрецию ростовых факторов и модулирование иммунного ответа. 

Выделяемые ими простагландины и IL-6 сдвигают продукцию макрофагов в 

сторону противовоспалительной [68]. Таким образом, в ответ на выделяемые 

макрофагами провоспалительные цитокины МСК продуцирует вещества, 

регулирующие иммунный ответ и заставляющие макрофаги секретировать 

ростовые факторы и противовоспалительные цитокины, приводящие к 

регенерации и восстановлению тканей. Известно, что на ранних стадиях 

развития воспалительной реакции макрофаги могут синтезировать 

одновременно про- и противовоспалительные цитокины. Предполагают, что 

МСК регулирует переход макрофагов от одного типа активации к другому, 

однако к настоящему моменту не описаны взаимодействия секретируемых ими 

факторов.   

Широко исследуется и потенциал стволовых клеток для получения 

инсулин-продуцирующих клеток in vitro. Внедрение определённых 

комбинаций транскрипционных факторов в соматические клетки приводит к их 

репрограммированию в, так называемые, индуцированные плюрипотентные 

стволовые клетки (iPSC), обладающие способностью к делению и 

дифференциации в разные типы клеток. Внедряя в эмбриональные клетки и 
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фибробласты взрослой мыши факторы Oct3/4, Sox2, c-Myc и Klf4, т.е. 

специфические для эмбриональных стволовых клеток, можно получить iPSC 

[178]. В дальнейшем, используя протоколы дифференциации, из 

индуцированных плюрипотентных стволовых клеток были получены клетки, 

напоминающие нейроны и кардиомиоциты [299]. Разработка протоколов для 

получения клеток разных типов, в том числе инсулин-синтезирующих клеток 

поджелудочной железы, требуют детального знания регуляции развития 

конкретного органа или ткани. 

 

1.3 – Макрофаги в норме и при сахарном диабете второго типа 

 

Макрофаги – клетки соединительной ткани, обладающие активной 

подвижностью и выраженной способностью к фагоцитозу. Ведя 

происхождение от амебоцитов беспозвоночных и подвижных клеток 

кишечнополостных, филогенетически они являются наиболее древними 

элементами соединительной ткани и иммунной системы млекопитающих. 

Термин «макрофаг» был введён Мечниковым в 80-х годах XIX века, он же 

указал на их связь с моноцитами крови.  

 

1.3.1 – Общая характеристика макрофагов 

 

Циркулирующие в крови моноциты и органо- и тканеспецифичные 

макрофаги, а также их костномозговые предшественники образуют систему 

фагоцитирующих мононуклеаров, гетерогенную клеточную популяцию, 

объединённую общим происхождением. Моноциты – крупные одноядерные 

лейкоциты из группы агранулоцитов диаметром 18–20 мкм, имеют бобовидное 

ядро и большое количество цитоплазмы с множеством лизосом, образуются в 

костном мозге. При делении недифференцированной гемопоэтической 

стволовой клетки в костном мозге образуются колониеобразующие единицы 

(КОЕ), которые под влиянием колониестимулирующих факторов и ряда 
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интерлейкинов (IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6) дают начало гранулоцитам, 

моноцитам или мегакариоцитам. При дифференцировке по моноцитарному 

пути из КОЕ-ГМ образуются монобласты, которые пролиферируют и 

превращаются в промоноциты, а в дальнейшем – в зрелые моноциты. После 

выхода из костного мозга в кровь моноциты находятся в циркуляции несколько 

суток, в течение которых продолжают развиваться, после чего проникают в 

ткани, где превращаются в зрелые тканевые (резидентные) макрофаги. 

Трансформация моноцитов в макрофаги сопровождается увеличением 

шероховатости наружной мембраны клетки, что повышает её адгезивные 

свойства, увеличением количества лизосом и митохондрий и развитием 

аппарата Гольджи. На мембране появляются многочисленные рецепторы, 

используемые в ходе межклеточных взаимодействий, восприятия 

молекулярных сигналов, адгезии, эндо- и фагоцитоза [28]. Трансформация 

моноцитов в тканевые макрофаги происходит под влиянием микроокружения, 

которое определяет конечное состояние макрофагов и адаптирует их к 

условиям органа или ткани. В очаге воспаления макрофаги могут размножаться 

делением.  

Помимо иммунологических, макрофаги выполняют широкий спектр 

неиммунологических функций. Макрофаги обнаруживаются во всех тканях 

позвоночных [138] и поддерживают гомеостаз путём реагирования на сигналы 

об изменениях в организме изменением цитокиновой продукции. Цитокины 

представляют собой небольшие растворимые пептиды, которые обеспечивают 

межклеточную коммуникацию и координацию, в частности, взаимодействие 

между клетками иммунной системы и неиммунными клетками. На основании 

продуцируемого спектра цитокинов и других медиатров макрофаги 

подразделяют на классически активированные, или М1 макрофаги, 

способствующие воспалению, и противовоспалительные альтернативно 

активированные, или М2.   

Иммунный ответ опосредуется последовательной и координированной 

работой макрофагов, успешный исход которой состоит в удалении патогена, 
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устранении воспаления и восстановлении повреждённой ткани. При 

повреждении ткани резидентные макрофаги высвобождают воспалительные 

цитокины и хемокины и рекрутируют эффекторные клетки, такие, как 

нейтрофилы. Непосредственно в месте повреждения макрофаги усиливают 

экспрессию генов, чья функция связана со снижением воспаления в тканях 

[190]. 

Резидентные тканевые макрофаги индуцируют тканеспецифичность 

метаболических реакций, позволяющих инициировать ранний ответ на 

инфекцию. Макрофаги могут как вызвать воспаление в ткани, так и погасить 

его.  

 

1.3.2 – Влияние макрофагов на патогенез и течение сахарного диабета 

второго типа 

 

Традиционно диабет подразделяют на диабет первого (СД1) и второго 

(СД2) типов. При СД1 наблюдается абсолютный недостаток инсулина, 

причиной которого является разрушение β-клеток в результате аутоимунных 

реакций [114]. 90–95 % случаев диабета приходятся на СД2, который 

развивается вследствие развития инсулинорезистентности и относительной 

недостаточности инсулина [255]. Резистентность к инсулину компенсируется 

гиперсекрецией инсулина в β-клетках, что приводит к их истощению и 

снижению функции. Хроническая гипергликемия приводит к сосудистым 

нарушениям, результатом которых является дисфункция почек, сетчатки глаза, 

сердечно-сосудистой и нервной систем [170].  

Патогенез и осложнения СД2 тесно связаны с рядом факторов: 

нарушением метаболизма глюкозы, ожирением, сердечно-сосудистыми 

заболеваниями, неспособностью иммунной системы давать эффективный ответ 

некоторым патогенным организмам. Однако, наиболее важным фактором 

патогенеза СД2 является хроническое воспаление. Воспалительные процессы 
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являются наиболее общими и основными патогенетическими механизмами при 

развитии диабета [216, 251, 275]. 

Тканевые резидентные макрофаги являются ключевыми регуляторами 

воспалительных процессов в тканях [87]. Хроническая гипергликемия приводит 

к активации активных форм кислорода и развитию окислительного стресса, 

увеличению количества оксида азота, увеличению количества макрофагов в 

тканях и секреции ими провоспалительных цитокинов [183]. Дисбаланс 

цитокиновой секреции лежит в основе развития многих патологических 

состояний, от хронического воспаления до аллергии [111].  Патогенез обоих 

типов диабета связан с изменением продукции провоспалительных и 

противовоспалительных цитокинов макрофагами [86, 89, 156]. Показана связь 

между риском развития СД2 и увеличением уровня провоспалительных 

цитокинов (IL-1бета, IL-6, TNF-α) [38, 44, 117]. Хроническое воспаление, 

вызываемое продуцируемыми макрофагами цитокинами и хемокинами, 

приводит к развитию резистентности к инсулину в тканях и дисфункции β-

клеток поджелудочной железы. Ожирение ведёт к дисбалансу 

провоспалительных макрофагов М1 и противовоспалительных М2 [214]. Тот 

факт, что реальная картина поляризации макрофагов, по-видимому, отличается 

от бинарной M1/M2 системы [182], не отрицает роль провоспалительных 

макрофагов в патогенезе СД2. Gupta S. et al. сообщают, что в их исследовании 

уровни провоспалительных цитокинов в сыворотке у пациентов с СД2 не 

изменяются, но существует разница в степени экспрессии генов, связанных с 

развитием воспаления в зависимости от уровня глюкозы в крови пациентов и 

выраженности у них осложнений диабета [60]. Хроническое воспаление и 

дисбаланс между провоспалительными и противовоспалительными цитокинами 

ведёт к развитию СД2 [205]. Подавление воспаления может рассматриваться как 

многообещающий подход к лечению инсулинорезистентности и СД2 [218]. 

При СД1 воспаление развивается в β-клетках островков Лангергансв 

поджелудочной железы (инсулит), в развитии которого наряду с Т- и В- 

клетками большую роль отводят макрофагам. Макрофаги инициируют и 
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регулируют аутоиммунную агрессию против β-клеток, презентируя их 

антигены в лимфатических узлах, тем самым активируя цитотоксические Т-

лимфоциты. Резидентные макрофаги поджелудочной железы секретируют 

провоспалительные цитокины, способствующие развитию инсулита. Показано, 

что нарушения механизмов иммунологической толерантности приводит к 

появлению аутореактивных Т-клеток у диабетических мышей без ожирения 

[62]. Прогрессирование СД1 приводит к изменению профиля В-клеток (CD20+), 

который связан с миграцией CD8+ Т-клеток в панкреатические островки [61, 

73]. Макрофаги являются основными медиаторами воспаления в островках 

посредством секреции цитокинов интерлейкина 1β (IL-1β) и фактора некроза 

опухоли альфа (TNF-α), а также продуцируя активные формы кислорода [61, 

281].     

Интересно, что, хотя при СД2 макрофаги характеризуются повышенной 

продукцией провоспалительных цитокинов [266, 274], пациенты с диабетом в 

большей степени подвержены бактериальным заболеваниям [292]. 

Культивированием клеток в среде с нормальным и повышенным уровнем 

глюкозы было показано, что долгосрочное повышенное содержание глюкозы в 

среде увеличивает чувствительность макрофагов к стимуляции цитокинами и 

снижает фагоцитоз и выработку оксида азота [257].   

 

1.3.2.1 – Макрофаги в поджелудочной железе при сахарном диабете 

второго типа 

 

Повышенный уровень глюкозы, усиление процессов гликирования, 

окисление липопротеинов низкой плотности, имеющие место при диабете 

второго типа, приводят к увеличению количества макрофагов в тканях, 

вызываемое индукцией хемокинов и молекул адгезии, а также к активации 

макрофагов. Макрофаги опосредуют повреждение тканей при диабете 

посредством продукции активных форм кислорода, цитокинов и протеаз.  

Таким образом, именно макрофаги вносят существенный вклад в развитие 
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таких осложнений диабета, как нефропатии, атеросклероза, нейропатии и 

ретинопатии [266]. 

Известно, что при СД2 в островках поджелудочной железы развивается 

воспалительный процесс, сопровождающийся инфильтрацией островка 

макрофагами, цитокинами, апоптозными клетками, активацией ядерного 

фактора NF-kB, отложениями амилоида и, в конечном итоге, приводящий к 

фиброзу [154]. В условиях гипергликемической среды и повышенного 

содержания неэтерифицированных жирных кислот островки поджелудочной 

железы продуцируют воспалительные факторы, которые привлекают в 

островки макрофаги [154]. Повышение количества макрофагов в 

поджелудочной железе отмечается у животных во всех моделях диабета. В 

клетках островков Лангерганса при диабете повышается экспрессия 

интерлейкина 1β (IL-1β), который, видимо, является основным регулятором 

воспалительного процесса в островках при СД2 [107, 112, 113].   

Предполагают, что инфильтрация островков макрофагами может 

благотворно сказываться на их функции [74, 154, 172], но по мере 

прогрессирования диабета активность макрофагов может изменяться [151] и 

они могут способствовать дисфункции и гибели клеток. Показано, что 

макрофаги могут поддерживать секрецию инсулина β-клетками при диабете 

[172].  

В вопросе о влиянии воспаления на образование инсулин-

продуцирующих клеток нет однозначности. Например, опубликованы данные, 

указывающие на то, что воздействие воспалительных цитокинов активирует 

перепрограммирование клеток эпителия протоков поджелудочной железы в 

инсулин-продуцирующие вне зависимости от гипергликемического стресса 

[232].   
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1.4 – Роль цитокинов в патогенезе сахарного диабета второго типа и 

в регенерации поджелудочной железы 

 

Цитокины вырабатываются активированными клетками иммунной 

системы, они лишены специфичности в отношении антигенов и являются 

медиаторами межклеточных взаимодействий при иммунном ответе, 

воспалении, гемопоэзе и межсистемных взаимодействиях [15]. В настоящее 

время изучению роли цитокинов в патогенезе СД2 уделяется большое 

внимание. Продуцируемый макрофагами IL-1 способствует развитию 

локальной и системной воспалительной реакции, а также запускает секрецию 

IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 и других, которые активируют Т- и В-лимфоциты [35].   

Точная роль цитокинов в репаративной регенерации поджелудочной 

железы остаётся невыясненной, но накапливается всё больше фактов, 

подтверждающих участие факторов роста и дифференцировки в регуляции 

массы инсулин-продуцирующих клеток поджелудочной железы.    

 

1.4.1 – Роль TNF-α в патогенезе сахарного диабета второго типа и в 

регенерации поджелудочной железы 

 

Резистентность к инсулину, проявляющаяся снижением 

чувствительности инсулинозависимых клеток к действию инсулина с 

последующим нарушением метаболизма глюкозы и поступления ее в клетки, 

является основным патогенетическим механизмом развития СД2.  Наряду с 

другими факторами, принимающими участие в патогенезе СД2 и 

инсулинорезистентности, такими, как глюколипотоксичность, активные формы 

кислорода, эпигенетические факторы, повышенные уровни провоспалительных 

цитокинов занимают одно из основных мест.  Среди провоспалительных 

цитокинов, вовлечённых в патогенез СД2 и развитие инсулинорезистентности, 

одним из ведущих является TNF-α, многофункциональный провоспалительный 

цитокин, который синтезируется как моноцитами и макрофагами, так и 
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адипоцитами в периферических тканях. TNF-α вовлечён в развитие системного 

воспаления и инсулинорезистентности и стимулирует реакции острой фазы 

воспаления. Нарушение регуляции TNF-α ассоциировано с развитием многих 

заболеваний, в том числе и диабета второго типа [260]. При СД2 отмечается 

значительное увеличение уровня TNF-α в крови, причём, при наличии 

ожирения он возрастает ещё больше. Повышенное содержание TNF-α 

коррелирует с возрастанием уровня гликированного гемоглобина в крови и 

индексом HOMA-IR [59].  TNF-α вызывает воспаление в тканях посредством 

генерации активных форм кислорода, которые, в свою очередь, запускают 

апоптоз клеток [179, 243, 280].  

TNF-α в тканях может связываться с инсулиновыми рецепторами и 

нарушать сигнальный путь инсулина путём фосфорилирования сериновых 

остатков, тем самым снижая активность рецепторов и способствуя развитию 

инсулинорезистентности в адипоцитах и периферических тканях [262]. 

Поскольку повышенный уровень TNF-α приводит к развитию резистентности, 

то терапия, направленная на снижение содержания TNF-α, рассматривается как 

способ восстановления чувствительности к инсулину и лечения СД2 [55, 57].     

При СД2 хроническая гипергликемия и повышенный уровень свободных 

жирных кислот в организме способствуют продукции β-клетками островкового 

амилоидного пептида, привлекающего моноциты из костного мозга и 

приводящие к аккумуляции М1 макрофагов в островках. Гипергликемия 

активирует продукцию М1 макрофагами провоспалительных факторов IL-1β и 

TNF-α, которые, воздействуя на β-клетки, приводят к их дисфункции и гибели. 

Погибая, β-клетки высвобождают большое количество цитокинов и хемокинов, 

тем самым создавая петлю обратной связи, поддерживающую воспаление в 

поджелудочной железе, характерное для СД2 [96]. TNF-α, являясь одним из 

основных провоспалительных цитокинов и индуктором развития 

инсулинорезистентности периферических тканей при СД2, может изменять 

продукцию инсулина β-клетками [101] и экспрессироваться ацинарными 
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клетками поджелудочной железы в ответ на повреждение [219]. Основное 

количество TNF-α секретируется макрофагами. 

Экспрессия TNF-α в ацинарных и островковых клетках поджелудочной 

железы показана в экспериментах на крысах с СД2 (Otsuka Long-Evans 

Tokushima Fatty rats) [298], церулеиновым панкреатитом, после введения 

липополисахаридов [219], при ожирении [231]. Сформулировано 

предположение, что экспрессия гена TNF-α активируется в ацинарных клетках 

поджелудочной железы в ответ на стресс [219].   

Большой интерес представляют данные исследований на мышах 2013 

года, показывающие, что TNF-подобные цитокины TWEAK (TNF-подобные 

слабые индукторы апоптоза), регулирующие выживание, рост и 

дифференцировку клеток, количество которых резко возрастает в 

повреждённых тканях, стимулируют пролиферацию протоковых клеток 

поджелудочной железы и временную экспрессию Ngn3, что приводит к 

неогенезу β-клеток [279].  

  

1.4.2 – Роль IFN-γ в патогенезе сахарного диабета второго типа и в 

регенерации поджелудочной железы 

 

Интерфероны обладают антивирусной, иммуномодулирующей и 

противоопухолевой активностью. Интерферон гамма (IFN-γ) известен своим 

влиянием на процессы, связанные с клеточным иммунитетом. Он активирует 

макрофаги по классическому типу, в результате чего усиливается продукция 

провоспалительных цитокинов вместо противовоспалительных. Показано, что 

IFN-γ усиливает врождённый ответ и цитотоксичность макрофагов путём 

воздействия на уровень экспрессии микроРНК макрофагов [300]. Продукция 

IFN-γ характерна для активированных клеток иммунной системы: антиген-

презентирующих клеток, Т-хелперов, цитотоксических лимфоцитов, 

натуральных киллеров. Индуцированный IFN-γ провоспалительный цитокин 

протеин 10 играет решающую роль при развитии воспалительных заболеваний 
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вообще и развития СД2, в частности [83], также IFN-γ индуцирует апоптоз β-

клеток [142]. 

В литературе описаны исследования, расширяющие взгляд на участие 

IFN-γ, а также некоторых других противовоспалительных цитокинов на 

пролиферацию гемапоэтических стволовых клеток и дифференцировку 

стволовых клеток поджелудочной железы [235]. В 1992 году было 

опубликовано исследование, показывающее, что у специально выведенных 

линий трансгенных мышей, ген IFN-γ которых сцеплен с промотором гена 

инсулина (ins-IFN-γ трансгенные мыши), вследствие чего клетки 

поджелудочной железы которых обладают сверхэкспрессией IFN-γ, 

протоковые клетки активно делятся и дифференцируются в эндокринные [246]. 

Авторы предполагают, что таким образом происходит восстановление 

количества инсулин-продуцирующих клеток в поджелудочной железе и её 

регенерация в ответ на повышенный уровень воспаления в клетках железы. В 

других исследованиях показана устойчивость к развитию стрептозотоцин-

индуцированного диабета ins-IFN-γ трансгенных мышей, при этом в 

поджелудочной железе отмечено появление отдельных инсулин-реактивных 

клеток [139, 140, 226]. На основании этого предполагают, что 

трансформировавшиеся во взрослые клетки мультипотентные протоковые 

предшественники могут возвращаться к исходному мультипотентному 

состоянию при действии определённых сигналов [246]. Интересно, что в 

протоковых клетках IFN-γ трансгенных мышей обнаруживается экспрессия 

Pdx1, необходимого для транскрипции гена инсулина и являющегося 

общепринятым маркером, связанного с регенеративными процессами в 

поджелудочной железе [226].  
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1.4.3 – Участие TGF-β в патогенезе сахарного диабета второго типа и 

в процессах развития клеток 

 

Трансформирующий фактор роста бета (TGF-бета) вносит определённый 

вклад в развитие СД2. Несмотря на то, что TGF-бета является классическим 

противовоспалительным медиатором, полагают, что в присутствии IL-6, 

количество которого возрастает при развитии СД2, он приводит к 

диабетической нефропатии и склерозу почек [135, 137].  TGF-бета, наряду с 

другими ростовыми факторами и хемокинами, регулирует миграцию 

макрофагов в ткани [34].  

Белки суперсемейства трансформирующего фактора роста бета (TGF-β) 

участвуют в регуляции многих клеточных процессов в пренатальном и 

постнатальном периодах, включая дифференцировку и пролиферацию клеток, 

организацию цитоскелета, адгезию и апоптоз [103]. Основными источниками 

TGF-β являются моноциты и макрофаги, содержащие его постоянно, но 

секретирующие только при активации [25]. В качестве источника TGF-β также 

называют прочие клетки белой крови и клетки многих видов злокачественных 

опухолей [72]. TGF-β существует в виде нескольких изоформ, у 

млекопитающих идентифицированы три из них: TGF- β1, TGF-β2, TGF-β3. 

Изоформы имеют сходный биологический эффект, однако наибольшей 

экспрессией и влиянием на процессы воспаления, ремоделирования и 

фиброзирования сосудов и органов обладает TGF-β1 [26]. Мыши, 

нокаутированные по TGF-β1, гибнут пренатально от дефектов желточного 

мешка или от воспалительных заболеваний вскоре после рождения [103]. Белки 

суперсемейства TGF-β секретируются в виде нековалентных комплексов, 

связанных с пептидами, благодаря чему зрелые молекулы TGF-β могут 

храниться в экстрацеллюлярном матриксе в биологически неактивной форме. 

Активация гена TGF-β происходит путём отщепления пропептида в ответ на 

повреждение тканей под влиянием протеаз, интегринов, активных форм 

кислорода, изменения рН. Активированный TGF-β запускает внутриклеточную 
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передачу сигналов посредством связывания с комплексом рецепторов TGF-β. В 

результате фосфорилирования образовавшегося комплекса образуется 

трёхмерная структура, которая транслоцируется в ядро и регулируеьт 

экспрессию целевых генов посредством связывания с их чувствительными 

регуляторными областями. 

Согласно современным представлениям цитокины действуют как 

паракринные факторы, ответственные за развитие и поддержание пропорций 

разных клеточных компонентов ткани. Предполагают, что цитокины могут 

модулировать развитие поджелудочной железы, в частности, TGF-β1 участвует 

в регулировании количественного баланса эндокринных и экзокринных клеток 

железы [234, 267]. Известно, что TGF-β1 способствует пролиферации β-клеток 

[92, 101, 203]. Показано, что формирование клеток дорсальной части передней 

кишки в эмбриогенезе частично опосредуется участниками сигнальных путей 

фактора роста фибробластов (FGF) и TGF-β. FGF10 необходим для развития 

поджелудочной железы, его недостаток блокирует пролиферацию 

эпителиальных клеток [130]. Совместная активность активина, являющегося 

лигандом TGF-β и ретиноевой кислоты, происходящей из мезенхимы 

поджелудочной железы, регулируют развитие эпителия железы [54]. 

Предполагают, что на более поздних этапах эмбрионального развития TGF-β 

участвует в регуляции баланса между ацинарной и эндокринной частями 

железы [267]. В эксперименте добавление цитокинов к культуре 

прогениторных клеток поджелудочной железы изменяло пропорции 

экзокринных и эндокринных эпителиоцитов железы. Добавление TGF-β1 

способствовало развитию эндокринных, в частности, инсулин-содержащих 

клеток. 

При дифференцировке β-клеток из плюрипотентных стволовых клеток 

человека сигналы TGF-β необходимы для того, чтобы секреция инсулина 

созревающими β-клетками была равна продукции островковых β-клеток и 

чтобы она изменялась в соответствии с содержанием глюкозы в крови [51].  
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1.5 – Влияние макрофагов на регенерацию 

 

Регенерация свойственна всем живым организмам, в физиологических 

условиях она поддерживает тканевой гомеостаз, а при повреждении –

способствует восстановлению структуры и функции [199]. Эффективность 

регенерации можно оценить как по количеству, так и по качеству 

восстановления отдельных функциональных элементов [47]. Согласно 

современным представлениям под регенерацией ткани понимают 

восстановление работоспособности функциональной единицы органа, т.е. 

пространственно-ориентированного структурно-функционального комплекса, 

содержащего клеточные и волокнистые образования органа и являющимся 

интегральным целым, минимальной структурной единицей органа [43].  

Механическое, инфекционное или токсическое повреждение ткани 

вызывает в ней образование определённых молекулярных комплексов, так 

называемых DAMP (damage-associated molecular patterns) и PAMP (pathogen- 

associated molecular patterns) комплексов, которые высвобождаются мёртвыми 

и погибающими клетками или патогенными организмами [29]. Эти комплексы 

выступают как молекулярные триггеры, которые путём рекрутирования, 

пролиферации и активации широкого спектра клеток (нейтрофилов, 

макрофагов, лимфоидных клеток, NK-, В-, Т- клеток, фибробластов, 

эпителиальных и стволовых клеток) вызывают воспалительный клеточный 

ответ. Если размер повреждения позволяет, то, при сбалансированной 

регуляции воспаление завершается восстановлением структуры и функции 

ткани. Макрофаги, благодаря широкому спектру секретируемых медиаторов, 

аккумуляции в тканевых зонах роста [14], участии в образовании клеток крови 

в эритробластических островках [10] являются основными регуляторами 

регенерации тканей на всех её этапах [7, 23, 46, 200, 297].    

После повреждения ткани моноциты и макрофаги претерпевают 

фенотипические и функциональные перестройки, влияющие на регенерацию. 

Нарушения функции макрофагов могут привести к неконтролируемой 
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продукции медиаторов воспаления и ростовых факторов, недостаточной 

выработке противовоспалительных факторов или нарушении 

взаимоотношений между макрофагами и эпителиальными клетками, 

фибробластами и стволовыми клетками или клетками-предшественниками.  

Последовательность событий, происходящих от повреждения до 

регенерации, одинакова во всех тканях, и включает в себя воспалительную 

реакцию, пролиферацию клеток и восстановление компонентов матрикса [141, 

242]. Моноциты крови, мигрируя в ткани, дифференцируются в тканевые 

макрофаги, которые реализуют функцию фагоцитоза, индуцируют 

воспалительную реакцию, стимулируют и регулируют иммунный ответ, 

участвуют в репаративных процессах и обмене компонентов внеклеточного 

матрикса [34]. Количество тканевых макрофагов возрастает при повреждении 

органа. Исследования показывают, что макрофаги, которые регулируют 

протекание воспалительной реакции, активируют стволовые клетки-

предшественники, очищают повреждённую ткань от дебриса, восстанавливают 

структуру внеклеточного матрикса, регулируют как процесс воспаления, так и 

последующей регенерации или фиброза тканей [296, 301].  Если 

рекрутирование и/или активация макрофагов после повреждения ткани 

блокируется, то ранние стадии воспалительной реакции снижаются [248].  

Известно, что резидентные тканевые макрофаги, оценивая 

микроокружение, генерируют молекулярные сигналы, локально 

поддерживающие стабильное состояние ткани поджелудочной железы и 

способствующие её регенерации [52]. Общепризнано, что повреждение β-

клеток приводит к аккумуляции макрофагов в островках, которое может иметь 

как положительное, так и отрицательное влияние на β-клетки, в зависимости от 

поляризации макрофагов. М2 макрофаги, инфильтрирующие островки, 

способствуют пролиферации β-клеток [203]. Предполагают, что макрофаги 

учитывают изменение активности островков путём анализа сигналов от β-

клеток [201].    
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При стимуляции макрофагов IFN-γ, которая может осуществляться 

совместно с липополисахаридами и TNF-α, макрофаги приобретают 

классически активированный провоспалительный фенотип М1. М1 макрофаги 

уничтожают патогенного возбудителя, индуцируют воспалительную реакцию, 

а также участвуют в репаративной регенерации органа через секрецию фактора 

роста эндотелия сосудов, который стимулирует ангиогенез и образование 

грануляционной ткани [276]. 

Стимуляция макрофагов интерлейкинами, иммунными комплексами, 

глюкокортикоидами, антагонистами толл-подобных рецепторов, активирует их 

по альтернативному пути, вследствие чего они приобретают фенотип М2. М2 

макрофаги, наряду с подавлением воспаления путём блокирования М1 

популяции, являются репаративными макрофагами. Они синтезируют факторы 

роста, стимулируют репаративную регенерацию и ангиогенез.  Выделяемый 

ими CCl2 выступает как хемоаттрактант для фиброцитов, дающих начало 

миофибробластам [210, 295]. 

Регенерация ткани осуществляется за счёт пролиферации клеток. В 

случае полной регенерации ткань восстанавливается полностью, в результате 

неполной регенерации появляется чередование функционирующей ткани и 

рубцов [242].  Соотношение регенерации и рубцевания зависит от типа ткани и 

степени повреждения. В тканях с высокой регенеративной способностью, 

таких, как печень или скелетные мышцы, полная регенерация достигается в 

результате пролиферации существующих дифференцированных клеток, а 

также дифференцировки стволовых предшественников и регенерации стромы 

органа [141].  

При клеточной регенерации происходит увеличение количества клеток 

(гиперплазия), при внутриклеточной восстановление функции ткани 

происходит за счёт разрастания внутриклеточных специфических 

ультраструктур и увеличения размеров клеток (гипертрофия). На примере 

регенерации печени показано, что макрофагзависимой является клеточная 

регенерация, а внутриклеточная не зависит от макрофагов [42].  
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Таким образом, возможность образования инсулинопродуцентов вне 

островков Лангерганса поджелудочной железы, реализуемая в силу 

функциональной пластичности панкреоцитов, не вызывает сомнения у 

различных исследователей. Однако, морфо-функциональные характеристики 

внеостровковых инсулиноцитов, механизмы их образования и значение для 

организма в целом и для обеспечения процессов инсулинопродукции в 

условиях физиологической нормы и при сахарном диабете второго типа в 

настоящее время недостаточно изучены, что и определило тему настоящего 

исследования.    
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ГЛАВА 2 – МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В РАБОТЕ 

 

2.1 – Общая характеристика экспериментальных животных 

 

Эксперименты выполнены на белых крысах-самцах линии Вистар массой 

300–350 г, чей возраст на момент ввода в эксперимент составлял 12–13 недель. 

Животные содержались в условиях вивария ИИФ УрО РАН при температуре 

плюс 20-22°C в условиях двенадцатичасового светового дня и неограниченного 

доступа к воде и пище в пластиковых клетках, предназначенных для 

содержания мелких грызунов. Вместимость клеток составляла 5–6 животных, 

их дезинфекция производилась 1 раз в неделю, смена подстилки – по мере 

загрязнения. В качестве корма использовали стандартный рацион – комбикорм 

для лабораторных мышей и крыс Дельта Фидс, ЛбК 120 С-19 (БиоПро, Россия). 

В ходе работы было использовано 126 крыс. Все манипуляции с 

животными выполнялись в соответствии с этическими принципами и 

нормативными документами Директивы Европейского парламента и Совета 

Европейского Союза 2010/63/ЕС, Правилами проведения работ с 

использованием экспериментальных животных (приложение к приказу 

Минздрава СССР от 12.08.1977 г. № 755) и Федерального закона РФ «О защите 

животных от жестокого обращения» от 01.01.1997 г. На проведение 

исследования получено разрешение Этического Комитета ИИФ УрО РАН 

(протокол № 07/19 от 18.12.2019 г.) и Комиссии по биоэтике УрФУ имени 

первого Президента России Б.Н. Ельцина (протокол № 2 от 21.10.2020).  

 

2.2 – Моделирование сахарного диабета второго типа 

В работе изучалось воздействие макрофагов на внеостровковые инсулин-

позитивные клетки поджелудочной железы в условиях экспериментального 

диабета второго типа. 
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2.2.1 – Экспериментальные модели диабета 

 

Изучение осложнений диабета и поиск средств его фармакологической 

коррекции традиционно проводится на животных моделях, среди которых чаще 

всего используются грызуны. Причинами выбора мышей и крыс являются их 

небольшой размер, лёгкость в уходе и содержании, всеядность, неагрессивное 

поведение [171]. При всём многообразии экспериментальных моделей диабета 

их можно разделить на две большие группы – генетические и негенетические. 

Генетические модели, предполагающие использование чистых линий 

экспериментальных животных с наследственно обусловленной формой 

сахарного диабета, во-первых, обладают высокой стоимостью, а, во-вторых, не 

позволяют производить коррекцию экспериментального диабета и его 

осложнений. По этим причинам негенетические модели используются гораздо 

чаще, чем генетические. К основным негенетическим способам моделирования 

диабета относят хирургические (полное или частичное удаление 

поджелудочной железы), химические (введение веществ, избирательно 

воздействующих на β-клетки островков Лангерганса), эндокринные 

(длительное введение соматотропного и аденокортикотропного гормона или 

глюкокортикоидов), иммунные (введение антител к инсулину), алиментарные 

(кормление жирной пищей, введение в рацион фруктозы) или их комбинация 

(например, введение химического диабетогена стрептозотоцина наряду с 

высоко-жировой диетой) [171]. Каждая модель имеет ограничения в 

использовании.  

Химические модели, наиболее популярны и востребованы в силу 

относительной лёгкости в исполнении, низкой стоимости и высокой 

воспроизводимости. К основным химическим диабетогенам относят аллоксан и 

стрептозотоцин, также возможно применение дитизона. Первые два являются 

гидрофильными аналогами глюкозы и проникают в клетки через GLUT2 

рецепторы. Механизм действия аллоксана и стрептозотоцина на β-клетки 

поджелудочной железы достаточно хорошо изучен и реализуется посредством 
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образования реактивных форм кислорода, однако источник их происхождения 

различен для аллоксана и стрептозотоцина. Развитие диабета при введении 

дитизона (так называемый «цинковый» диабет) связано с его способностью 

образовывать соединения с цинком, необходимым для нормального 

депонирования и секреции инсулин β-клетками [33].  

Аллоксан, избирательно влияющий на β-клетки поджелудочной железы 

[18], впервые был использован для индукции СД2 в 1943 году Goldner M.G. и 

Gomori G. [136]. Islam M.S. и Wilson R.D. в обзоре, посвящённом 

моделированию СД2 на грызунах [171], пишут о том, что в настоящее время всё 

большее число исследователей отдают предпочтению стрептозотоцину, а не 

аллоксану в силу меньшей эффективности последнего и его повреждающего 

действия на почки и печень [116, 171]. Кроме того, стрептозотоцин более 

устойчив в растворе, чем аллоксан. Модели с использованием стрептозотоцина 

воспроизводят острые и хронические осложнения диабета, свойственные 

людям [116]. 

Стрептозотоцин (2-дезокси-2-[[(метилнитрозоамин)карбонил]амино]-D-

глюкопираноза) (Stz) – продукт жизнедеятельности почвенной бактерии 

Streptomyces achromogenes, N-нитрозопроизводное глюкозамина. Он обладает 

широким спектром антибактериальных свойств, реализующихся через 

воздействие на ДНК клеток [105]. Помимо бактериальных, стрептозотоцин 

действует и на клетки млекопитающих. Стрептозотоцин представляет собой 

кристаллический порошок бледно-жёлтого или белого цвета, хорошо 

растворимый в воде, кетонах и низших спиртах [116], его молекулярная 

формула – C8H15N3O7 [116]. Являясь цитотоксическим гидрофильным аналогом 

глюкозы, стрептозотоцин проникает в клетки так же, как и она, через GLUT2 

рецепторы.  

Раньше стрептозотоцин использовали в качестве алкилирующего агента 

в терапии опухолей поджелудочной железы [286]. В 1963 году Rakieten L. et al. 

доложили о диабетогенном действии стрептозотоцина [236], с тех пор его 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22893406
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используют в качестве химического индуктора диабета в экспериментах на 

животных.   

Borouieni N.B. et al. [77] и Arias-Díaz J. и Balibrea J. [63] пишут, что 

уровень гипергликемии, воспроизводимый введением стрептозотоцина, может 

быть свойственен как первому, так и второму типам диабета в зависимости от 

вида, возраста и веса животных, нутриентного статуса животного на момент 

введения, дозы и способа введения, восприимчивости к ксенобиотикам. 

Механизм действия стрептозотоцина заключается в деструкции β-клеток 

панкреатических островков, реализующейся посредством генерации 

нарушающих целостность клетки свободных радикалов кислорода, 

алкилирования ДНК и снижения NAD в β-клетках и угнетения активного 

транспорта кальция и кальмодулин-активированной протеинкиназы. 

Селективное поражение β-клеток островков Лангерганса происходит за счёт 

активации в них апоптоза [27, 39, 264]. Стрептозотоцин обладает меньшей 

токсичностью по сравнению с аллоксаном. Кроме того, он более 

тканеспецифичен, чем аллоксан, и поражает в большей степени именно 

поджелудочную железу, а не другие органы. 

Вариантом модели СД2 является кормление животных высокожировой 

диетой в течение двух недель перед инъекцией стрептозотоцина с целью 

выработать резистентность к инсулину. При введении стрептозотоцина в дозе 

15–50 мг/кг после усиленного кормления с превышением потребления калорий 

на 30–40 % сверх обычного отмечается нарушение толерантности к глюкозе и 

развитие гипергликемии, гиперинсулинемии и гиперлипидемии в течение 

следующих двух месяцев [236]. Продолжительное время, необходимое для 

развития диабета (являющееся результатом необходимости длительного 

кормления высококалорийной диетой и малой дозой стрептозотоцина) 

называется основным недостатком данной модели. 

Для уменьшения повреждающего воздействия стрептозотоцина на β-

клетки предварительно можно вводить никотинамид. Стрептозотоцин-

никотинамидная модель диабета изначально была разработана Masiello P. et al. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arias-D%C3%ADaz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17416032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balibrea%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17416032
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[122], а впоследствии доработана как негенетическая модель СД2 без ожирения. 

Теоретическими предпосылками данной модели является то, что 

индуцированное стрептозотоцином повреждение ДНК стимулирует 

репаративные механизмы, для осуществления которых необходимо большое 

количество никотинамид аденин динуклеотида. Таким образом, введение 

никотинамида частично гасит избыточное повреждение β-клеток, вызванное 

стрептозотоцином.  

Стрептозотоцин-никотинамидная модель воспроизводит СД2 без 

развития ожирения и характеризуется развитием стабильной умеренной 

гипергликемии натощак, уменьшением количества β-клеток и снижением 

продукции инсулина, нарушенной толерантностью к глюкозе, полифагией и 

полидипсией [134, 171].  

 

2.2.2 – Адаптация и верификация модели сахарного диабета второго 

типа 

 

Для воспроизведения экспериментального диабета второго типа была 

выбрана негенетическая химическая стрептозотоцин-никотинамидная модель. 

Крысам проводилось однократное внутрибрюшинное введение 

стрептозотоцина (Sigma, США) в дозе, рекомендованной академиком 

Спасовым А.А. – 65 мг/кг [39]. За 15 минут до этого внутрибрюшинно вводился 

никотинамид (Sigma, США). Известно, что уровень глюкозы у крыс с 

экспериментальным диабетом варьируется в широком диапазоне в зависимости 

от вводимых доз стрептозотоцина и никотинамида [263]. Можейко Л.А. пишет 

о необходимости соблюдения осторожности при выборе модели и дозы 

препарата для получения экспериментального диабета, поскольку некорректно 

выбранная доза может привести к получению неверного результата [19]. С 

целью выбора дозы никотинамида, введение которой приводило бы к развитию 

стойкой умеренной гипергликемии, одной группе крыс он вводилась в 
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количестве 230 мг/кг [39], другой – 110 мг/кг [134]. Для апробации модели СД2 

были использованы 16 крыс. 

Навеска стрептозотоцина растворялась в цитратном буфере (pH 4,5), 

никотинамида – в воде для инъекций. Инъекции производились животным 

натощак после двенадцатичасового голодания. Поскольку стрептозотоцин 

является структурным аналогом глюкозы и конкурирует с ней за 

проникновение в клетки, после введения стрептозотоцина животные получали 

доступ к пище не сразу, а через час.  

Для оценки развившегося у крыс гипергликемического состояния были 

использованы следующие показатели: 1) концентрацию глюкозы в крови 

натощак; 2) относительное содержание гликированного гемоглобина в крови 

натощак; 3) концентрацию глюкозы в крови натощак и после нагрузки 

глюкозой (глюкозотолерантный тест). 

Концентрацию глюкозы в крови определяли на третьи, седьмые, 

четырнадцатые, двадцать первые и тридцатые сутки после начала 

эксперимента. Определение уровня гликированного гемоглобина (HbA1c) и 

пероральный глюкозотолерантный тест проводили на тридцатые сутки. 

Результаты исследований представлены в таблицах 1–3. 

Гликированный (гликозилированный) гемоглобин (HbА1с) – результат 

соединения гемоглобина с глюкозой, образующийся в результате 

неферментативного взаимодействия гемоглобина А эритроцитов с глюкозой 

крови, т.е. скорость гликирования гемоглобина прямо пропорциональна 

концентрации глюкозы в окружающей среде (крови). Данный биохимический 

параметр крови отражает среднее содержание глюкозы в крови за период жизни 

эритроцитов (согласно литературным данным, у человека и крыс он составляет 

до 100–120 суток) [66, 268]. 

По мнению Ильина А.В. с соавторами, поскольку циркулирующие в 

крови эритроциты имеют разный возраст, то при оценке уровня гликирования 

гемоглобина можно ориентироваться на полупериод жизни эритроцитов, т.е. на 

срок в 60 суток [11]. 
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Таблица 1 – Концентрация глюкозы в крови экспериментальных 

животных при введении стрептозотоцина в дозе 65 мг/кг и разных доз 

никотинамида  
Группа  Концентрация глюкозы, ммоль/л 

Перед экспери-

ментом 

Период после начала эксперимента, суток: 

3 7 14 21 30 

Интакт-

ная 
5,75 ± 0,33 5,24 ± 0,27 

5,18 ± 

0,20 

5,48 ± 

0,28 

5,44 ± 

0,20 

5,12 ± 

0,18 

После инъекций стрептозотоцина и никотинамида в дозе: 

110 

мг/кг 5,4 ± 0,25 8,72 ± 1,76 
9,70 ± 

0,42 1 

10,84 ± 

0,90 1 

11,76 ± 

0,73 1 

12,86 

± 1,09 
1 

230 

мг/кг 
5,4 ± 0,25 8,7 ± 1,8 1 9,5 ± 1,4 1 6,8 ± 0,8 

8,8 ± 1,9 
1 

5,3 ± 

0,3 
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой. 

 

Определение уровня гликирования гемоглобина используется в качестве 

метода оценки уровня гликемии и диабетического статуса уже несколько 

десятилетий, с тех пор, как в 50–60-х годах прошлого века была показана 

электрофоретическая и хроматографическая неоднородность гемоглобина у 

здоровых людей и диабетиков [227]. Международный комитет экспертов, 

включающий представителей Американской диабетической ассоциации, 

Европейской ассоциации по изучению диабета и международной 

диабетической федерации рекомендует использовать тест на HbА1с для 

диагностики диабета с порогом ≥ 6,5 % [165].      

В группе с вводимой дозой никотинамида 110 мг/кг через 30 суток после 

инъекций содержание HbА1с достоверно превышало контрольные значения, а в 

группе с более высокой дозой никотинамида подобных отличий не 

наблюдалось (таблица 2).   

Таблица 2 – Относительное содержание гликированного гемоглобина 

(HbA1c) в крови экспериментальных животных при введении 

стрептозотоцина в дозе 65 мг/кг и разных доз никотинамида  
Показатель Группа животных 

Интактная  С введением никотинамида:  

в дозе 110 мг/кг в дозе 230 мг/кг 

HbA1c, % 4,33 ± 0,19 6,6 ± 0,21 1 3,4 ± 0,5 
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой. 
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Глюкозотолерантный тест (ГТТ) – метод исследования, применяемый для 

диагностики нарушения толерантности к глюкозе и диагностики сахарного 

диабета. Согласно Bowe J.E. et al., ГТТ и определение уровня гормонов 

(инсулина) лежат в основе исследования гомеостаза глюкозы у грызунов [193], 

причём, ГТТ отмечается ими как самый распространённый метод оценки 

гомеостаза. СД2 характеризуется развитием толерантности к глюкозе, которая 

вносит свой вклад как в развитие периферической (в мышцах, жировой ткани и 

печени) инсулинорезистентности, так и в формирование дисфункции β-клеток.  

По данным ВОЗ, о нарушенной (пониженной) толерантности к глюкозе 

можно говорить при наличии достоверных отличий концентрации глюкозы в 

плазме крови через 120 минут после пероральной нагрузки глюкозой по 

сравнению с этим показателем до введения глюкозы [102]. Bowe J.E. et al. 

говорят о двух вариантах оценки результатов ГТТ: 1) на основании сравнения 

абсолютных значений уровня глюкозы до и после нагрузки; 2) оценкой 

площади под гликемической кривой (area under the curve – AUC) [193]. 

Увеличенная площадь под кривой и длительность времени восстановления 

уровня глюкозы до исходных значений свидетельствует в пользу развития 

толерантности к глюкозе. 

При проведении теста толерантности к глюкозе животным после 

двенадцатичасового голодания перорально с помощью стальных зондов для 

перорального дозирования (VetTech Solutions Ltd., Великобритания) вводился 

раствор глюкозы в воде в дозе 1 г/кг массы крысы. Образцы крови на анализ 

забирались из хвостовой вены через 30, 60 и 120 минут после нагрузки 

глюкозой [127], концентрация глюкозы в крови измерялась с помощью 

глюкометра и тест-полосок Contour TC.   

Через 120 минут после нагрузки глюкозой её содержание в венозной 

плазме достоверно превышало значение до начала теста в обеих группах с 

введением разных доз никотинамида (таблица 3). Анализ гликемических 

кривых, полученных в результате проведения ГТТ у крыс через 30 суток после 

введения им стрептозотоцина и никотинамида, показывает, что площадь под 
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кривой при введении никотинамида в дозе 110 мг/кг превышает таковую при 

введении дозы 230 мг/кг (рисунок 1). 

 

Таблица 3 – Концентрация глюкозы в крови в тесте толерантности к 

глюкозе у экспериментальных животных через 30 суток после введения 

стрептозотоцина в дозе 65 мг/кг и разных доз никотинамида  

Группа 

животных 

Концентрация глюкозы, ммоль/л 

До 

нагрузки 

Время после нагрузки глюкозой (1 г/кг) в 

минутах 

30  60  120  

Интактная  5,2 ± 0,4 8,9 ± 0,3 1  6,6 ± 0,9  5,3 ± 0,8  

С введением никотинамида  

в дозе 110 мг/кг  9,2 ± 0,3  18,0 ± 2,4 1 12,2 ± 0,2 1 11,9 ± 0,6 1 

в дозе 230 мг/кг  5,3 ± 0,3  9,5 ± 1,9 1 8,6 ± 1,4 1 9,4 ± 1,8 1 

Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении со значениями до нагрузки глюкозой в своей 

группе.  

 

 

Рисунок 1 – Гликемические кривые при проведении 

глюкозотолерантного теста через 30 суток после введения 

стрептозотоцина в дозе 65 мг/кг и разных доз никотинамида (по оси 

абсцисс – время после нагрузки глюкозой в минутах, по оси ординат – 

уровень глюкозы в плазме крови, ммоль/литр) 
 Примечание: PP – никотинамид; Stz – стрептозотоцин. 

 

На основании данных, представленных в таблицах 2–4, для 

превентивного введения никотинамида была выбрана доза 110 мг/кг. Модель 

СД2 в таком виде (110 мг/кг никотинамида и 65 мг/кг стептозотоцина) приводит 

0

5

10

15

20

До нагрузки 30 60 120

Гликемические кривые ГТТ

Интактные животные

Через 30 суток после ввода в эксперимент (PP=110 мг/кг, Stz=65 мг/кг)

Через 30 суток после ввода в эксперимент (PP=230 мг/кг, Stz=65 мг/кг)



63 

 

к развитию умеренной стойкой гипергликемии, при которой уровень глюкозы 

сохраняется на уровне 12,86 ± 1,09 ммоль/л ммоль/л на 30-е сутки от момента 

введения стрептозотоцина. Для верификации модели СД2 были использованы 

показатели тощакового содержания глюкозы, гликированного гемоглобина 

(HbА1с) и инсулина в крови, тест толерантности к глюкозе и индекс HOMA-IR 

для оценки инсулинорезистентности.    

Резистентность к инсулину, проявляющаяся снижением 

чувствительности инсулинозависимых клеток к действию инсулина с 

последующим нарушением метаболизма глюкозы и поступления ее в клетки, 

является основным патогенетическим механизмом развития СД2. Расчёт 

индекса инсулинорезистентности HOMA-IR (Homeostatic model assessment) 

относится к ранним способам оценки функций β-клеток и резистентности к 

инсулину. Его используют в клинической практике для ранней диагностики 

СД2, а также в научных исследованиях, в том числе на грызунах [126, 194, 211, 

287]. Wallace T.M. et al. считают [287], что допустимо использовать HOMA-IR 

в научных исследованиях при моделировании диабета. Они пишут об удобстве 

этого метода, так как на основании данных о содержании глюкозы и инсулина 

в плазме крови можно сделать вывод и выработке инсулинорезистентности в 

той или иной модели. Соотношение глюкозы и инсулина отражает баланс 

между выбросом глюкозы печенью и секрецией инсулина, который 

поддерживается петлёй обратной связи между печенью и β-клетками. 

Изначально формула для расчёта индекса HOMA-IR была предложена Matthews 

D.R. et al. [144]. В упрощённом виде формула выглядит следующим образом: 

HOMA-IR = 

инсулин натощак(мкЕд мл⁄ ) х глюкоза натощак(м моль л⁄ )

22,5
 

 

Увеличение значения HOMA-IR наблюдается при повышении уровня 

глюкозы или инсулина в крови натощак. Это соответствует повышению 

резистентности клеток и тканей к инсулину и повышенному риску развития 

СД2. Данные для расчёта индекса HOMA-IR приведены в таблице 4. Исходя из 
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них, можно говорить о развитии толерантности к глюкозе при моделировании 

СД2. 

 

Таблица 4 – Концентрация глюкозы и инсулина в крови и значения 

индекса HOMA-IR при моделировании сахарного диабета второго типа 

введением никотинамида в дозе 110 мг/кг и стрептозотоцина в дозе 65 мг/кг  
Показатель Группы животных 

Интактная Сахарный диабет 2 типа 

30 суток 60 суток 

Глюкоза в крови, 

ммоль/л 

5,12 ± 0,18 12,86 ± 1,09 1 12,44 ± 0,26 1 

Инсулин в крови, 

мкЕд/мл 

22,08 ± 1,85 16,94 ± 0,89 1 15,19 ± 0,46 1 

Индекс HOMA-IR 5,02 ± 0,15 9,68 ± 0,35 1 8,39 ± 0,23 1 
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; HOMA-IR (Homeostasis 

Model Assessment of Insulin Resistance) – индекс, используемый для оценки 

инсулинорезистентности.    

 

2.3 – Метод воздействия на функциональную активность макрофагов 

 

Воздействие на функциональное состояние макрофагов в эксперименте 

осуществлялось введением натриевой соли 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-

диона (аминофталгидразид натрия, далее – АФГ). Данное вещество 

присутствует в общедоступных базах данных, его идентификационный номер в 

PubChem (PubChemCID) 9794222, InChI Key: JKEBMURXLKGPLR-

UHFFFAOYSA-N, молекулярная формула C8H6N3NaO2 [233], структурная 

формула представлена на рисунке 2. 
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Рисунок 2 – Структурная формула натриевой соли 5-амино-2,3-

дигидрофталазин-1,4-диона   

 

АФГ описан в литературе как вещество с противовоспалительным 

действием, способное стимулировать функциональную активность 

макрофагов, их секреторную и антиген-презентирующие функции [1, 20, 22, 49, 

176, 195]. Ингибирование секреции воспалительных цитокинов отмечено в том 

числе в модели СД1 [224]. Основной фармакологической мишенью АФГ 

являются макрофаги, показано его влияние на морфометрические параметры и 

синтетическую активность макрофагов in vivo и in vitro [30, 176]. Тропность 

натриевой соли 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-диона к фагоцитрирующим 

клеткам, к которым относятся макрофаги, основана на специфическом 

реагировании АФГ с активными формами кислорода, образующимся в 

фагосомах [71, 283].   

Ранее показано влияние АФГ на репаративную регенерацию почек и 

печени [14, 37, 50], частичное восстановление количества β-клеток в островках 

Лангерганса поджелудочной железы и снижение гипергликемии при 

экспериментальном СД1 [16, 224], блокирование выраженного системного 

воспаления при экспериментальном распространённом панкреонекрозе [24], 

смену экссудативно-деструктивной фазы воспаления на пролиферативно-

клеточную при остром коронарном синдроме и инфаркте миокарда [197]. АФГ, 
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растворённый в воде, вводился крысам в виде внутримышечных инъекций в 

дозе 2 мг/кг [14, 224].  

Продемонстрированное ранее усиление пролиферации β-клеток в 

островках Лангерганса при аллоксановом диабете на фоне введения АФГ [224] 

явилось одной из причин выбора данного препарата в качестве корректора 

патологических процессов, влияющих на внеостровковые ИПК в условиях 

экспериментального СД2. Поскольку уровень воспаления в поджелудочной 

железе влияет на интенсивность трансдифференцировки панкреоцитов [2210], 

то особый интерес для изучения механизмов, регулирующих образование ИПК 

в паренхиме неэндокринной части поджелудочной железы, представляют 

препараты, оказывающие противовоспалительное действие, к которым 

относится АФГ.    

 

2.4 – Описание экспериментальных групп 

 

Экспериментальные животные случайным образом были распределены 

на группы, среди которых в двух были крысы с экспериментальным СД2 

продолжительностью 30 (n = 25) и 60 суток (n = 25) соответственно. С целью 

изменения активности макрофагов в третьей группе животных (n = 25) через 30 

суток после введения диабетогена была проведена серия из 20 

внутримышечных инъекций аминофталгидразида натрия (АФГ) в дозе 2 мг/кг 

по установленной схеме [224]. К группе с введением АФГ была поставлена 

контрольная группа (n = 10), исследуемые показатели в данных группах не 

отличались. Одна группа оставлена в качестве интактной (n = 25).  

Животных выводили из эксперимента после двенадцатичасового 

голодания передозировкой золетила (15 мг/кг), предварительно взяв кровь из 

хвостовой вены. После проведения срединной лапаротомии были изъяты 

поджелудочные железы животных. В крови животных определяли 

концентрацию глюкозы, инсулина, TGF-β1, TNF-α, IFN-γ и SCF, относительное 

содержание гликированного гемоглобина (HbA1с) и количество лейкоцитов. 
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Ткань поджелудочной железы исследовали иммуногистохимически и методом 

иммуноферментного анализа.   

 

2.5 – Исследование содержания глюкозы и гликированного 

гемоглобина в крови 

 

Концентрацию глюкозы в крови определяли количественным 

глюкозооксидазным методом. В качестве пробы использовалась плазма 

исследуемой крови, в качестве реагента – первичный конгломерат Глюкоза-

Ново В-8056 (Вектор-Бест, Россия). Метод определения основан на том, что 

глюкоза окисляется кислородом воздуха в присутствии глюкозооксидазы с 

образованием глюконовой кислоты и перекиси водорода. Перекись водорода 

под действием пероксидазы в реакции с 4-аминоантипирином и фенолом 

образует окрашенный продукт – хинонимин, интенсивность окраски которого 

пропорциональна концентрации глюкозы в анализируемой пробе и измеряется 

фотометрически при длине волны 510 нм. Оптическую плотность исследуемых 

образцов измеряли на спектрофотометре DU-800 фирмы «Beckman Coulter» 

(США), в качестве единиц измерения использовали миллимоль на литр 

(ммоль/л).  

Относительное содержание гликозилированного (гликированного) 

гемоглобина (HbA1c) определяли в цельной крови с использованием набора 

реактивов «Диабет-тест» (Фосфосорб, Россия) методом, основанным на 

афинной хроматографии гликозилированной и негликозилированной фракций 

гемоглобина в гемолизате крови. Используемый в микроколонках набора 

сорбент с привитой 3-аминофенилборной кислотой обеспечивает на первой 

стадии специфическое связывание гликозилированного гемоглобина и его 

отделение от негликозилированной фракции. На второй стадии происходит 

полная элюция гликозилированной фракции за счёт вытеснения сорбента 

сорбитолом. С помощью спектрофотометра DU-800 (Beckman Coulter, США) 

измерялись оптические плотности обеих фракций при длине волны 414 нм, на 
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основании чего рассчитывалось относительное содержание 

гликозилированного гемоглобина в анализируемой пробе в процентах. 

 

2.6 – Исследование содержания количества лейкоцитов в крови 

 

Общее количество лейкоцитов в крови определяли на гематологическом 

анализаторе Celly 70 (Biocode Hycel, Франция), адаптированном для 

ветеринарных исследований, и выражали в тыс/мкл. 

 

2.7 – Иммуноферментные методы исследования 

 

С помощью иммуноферментного метода анализа (ИФА) определяли 

содержание гормонов инсулина и кортикостерона в плазме крови, а также 

фактора роста опухоли альфа (TNF-α), интерферона гамма (FNγ), 

трансформирующего ростового фактора β1 (TGF-β1) и фактора стволовой 

клетки (SCF) в крови и поджелудочной железе. 

 

2.7.1 – Исследование крови экспериментальных животных методом 

иммуноферментного анализа 

 

Содержание инсулина, кортикостерона, TNF-α, IFN-γ, TGF-β1 и SCF в 

крови определяли методом твёрдофазного иммуноферментного анализа 

сэндвич-методом с использованием прибора LAZURITE AUTOMATED ELISA 

SYSTEM (Dynex Technologies Inc., США) по стандартному протоколу 

проведения иммуноферментного исследования.  

Кровь, исследуемую методом ИФА, брали из хвостовой вены, смешивали 

с гепарином, после чего центрифугировали в течение 10 минут на скорости 5000 

оборотов в минуту при температуре +4°С на центрифуге Sigma 3K30 (Sigma 

Laborzentrifugen GmbH, Германия).  
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Иммуноферментный анализ (ELISA, сокращение от английского 

наименования метода enzyme-linked immunosorbent assay) – лабораторный 

иммунологический метод выявления антигенов в исследуемом образце, в 

основе которого лежит образование комплекса «антиген – антитело» [36].  При 

проведении твёрдофазного ИФА тестируемые образцы жидкости добавляют в 

лунки предназначенных для этого полистироловых планшеток, на дне которых 

сорбированы антитела. Антигены из исследуемого образца специфически 

связываются с иммобилизированными антителами. После добавления 

вторичных антител, конъюгированых с ферментативной меткой, в качестве 

которой обычно используют пероксидазу хрена, формируется так называемый 

«сэндвич» из антител и антигенов, давший название методу. Далее добавляют 

хромоген-субстрат для фермента. Каждая стадия завершается промывкой лунок 

планшета буфером с детергентом, что приводит воловой клеобразце искомого 

антигена субстрат расщепляется ферментом, что приводит к изменению 

интенсивности окраски продукта реакции, причём интенсивность окраски 

прямо пропорциональна количеству связавшихся молекул антигена и антител 

(рисунок 3).      

 

 

Рисунок 3 – Внешний вид планшета из набора для определения 

содержания фактора стволовой клетки в крови и гомогенате ткани после 

измерения оптической плотности жидких проб 
 

Оптическую плотность жидких проб в планшете измеряли с помощью 

иммуноферментного автоматического анализатора «LAZURITE» по 

отношению интенсивности потока излучения, проходящего через измеряемый 



70 

 

образец, и потока, падающего на него. Значения оптической плотности 

приводили в соответствие с концентрацией тестируемых веществ в 

соответствии с рекомендациями, указанными в методических указаниях к 

наборам для ИФА. Перечень наборов реагентов для проведения ИФА, 

использованных в работе, приведён в таблице 5. 

 

Таблица 5 – Перечень наборов реагентов для проведения 

иммуноферментного анализа, использованных в работе 
Определяемое 

вещество 

Название набора, производитель, страна производства 

Инсулин Rat Insulin ELISA Kit, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, США 

Кортикостерон Corticosterone ELISA Kit, Abcam, Great Britain 

TNF-α TNF alpha Rat ELISA Kit, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, 

США 

IFN-γ IFN gamma Rat ELISA Kit, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, 

США 

TGF-β1 TGF beta-1 Rat ELISA Kit, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, 

США 

SCF Rat Stem Cell Factor/Mast Cell Growth Factor (SCF/MGF) ELISA 

Kit, Cusabio, США 

  
Примечание:  TNF-α – фактор некроза опухоли альфа; IFN-γ – интерферон гамма; TGF-β1 

– трансформирующий фактор роста бета 1; SCF – фактор стволовой клетки.    

 

 

2.7.2 – Исследование поджелудочной железы экспериментальных 

животных методом иммуноферментного анализа 

 

Исследование содержания TNF-α, IFN-γ, TGF-β1 и SCF в поджелудочной 

железе проводили в гомогенате ткани поджелудочной железы. Извлечённую 

после проведения срединной лапаротомии поджелудочную железу промывали 

от крови в фосфатно-солевом буфере (phosphate-buffered saline – PBS) с pH 7,4 

(Эко-Сервис, Россия). Промытую ткань помещали в PBS из расчёта 1 мл на 1 мг 

ткани и дезагрегировали (гомогенизировали) с помощью автоматизированной 

системы для дезаггрегации тканей BD Medimachine (BD Bioscience, США). В 

целях предотвращения протеолиза процедуру проводили на льду.  
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Полученный экстракт ткани поджелудочной железы центрифугировали 

на центрифуге Sigma 3K30 (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Германия) в течение 

30 минут при 15000 оборотах в минуту при температуре +4 °С. Полученный 

супернатант собирали, разводили в 2 раза PBS, разливали в эппендорфы по 200 

мкл и хранили при температуре −80 °С вплоть до момента проведения 

исследования.    

 

2.8 – Иммуногистохимическое исследование поджелудочной железы 

экспериментальных животных 

 

Иммуногистохимическое исследование (ИГХ) использовали для 

выявления инсулин-, F4/80-, Pdx1- и с-kit-позитивных клеток в ацинусах и 

эпителии протоков поджелудочной железы (вне островков). Антитела, 

использованные в работе, перечислены в таблице (таблица 6). 

 

Таблица 6 – Перечень антител, использованных для проведения 

иммуногистохимического исследования ткани поджелудочной железы 

экспериментальных животных 
Выявляемый в 

ткани антиген 

Первичное антитело: клон, 

производитель, разведение 

Вторичное антитело: клон, 

производитель, разведение 

Инсулин Anti-Insulin/Proinsulin, клон 

INS04+INS05, Invitrogen, США, 

1:200 

Biotin Goat anti-Mouse Ig 

(Multiple Absorption), BD 

Pharmingen, США, 1:500 

с-kit Anti-c-kit, orb 10286, 

Biorbyt, Великобритания, 1:160 

Biotin Goat anti-Rabbit Ig G, 

Thermo Fisher, Scientific, США, 

1:500 

F4/80 Polyclonal anti-F4/80, PA5-

21399, Thermo Fisher Scientific, 

США,  1:400 

Biotin Goat anti-Rabbit Ig G, 

Thermo Fisher, Scientific, США, 

1:500 

Pdx1 Anti-PDX1, ab 227586, Abcam, 

США, 1:250 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) + 

Texas Red, Thermo Fisher 

Scientific, США, 1:100 
 

Примечание: с-kit – рецептор к фактору стволовой клетки; F4/80 – белок, 

экспрессируемый на мембране макрофагов; Pdx1 – фактор транскрипции. 
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Идентификация антигенов велась непрямым пероксидазным методом 

окрашивания, для выявления Pdx1 использовали вторичные антитела, 

конъюгированные с флуоресцентной меткой [12, 45].   

Поджелудочные железы экспериментальных животных после извлечения 

фиксировали в десятипроцентном нейтральном забуференном формалине в 

течение 24 часов при комнатной температуре, после чего промывали в течение 

6–8 часов проточной водопроводной холодной водой. С целью замещения 

фиксирующего раствора парафином ткань подвергали обработке по 

стандартной методике, подвергая её воздействию этилового спирта в 

возрастающей концентрации, трёх смен ксилола и двух смен горячего 

парафина. Гистологическую проводку материала проводили с использованием 

автоматического тканевого процессора Leica TP 1020 (Leica Biosystems, 

Германия). После заливки ткани в парафин на ручном санном микротоме Leica 

SM2000R (Leica Microsystems, Германия) изготавливались срезы толщиной 3–4 

мкм, которые помещались на предметные стёкла с адгезивным покрытием 

Superfrost Plus (Thermo Scientific, США). После высушивания на стёклах срезы 

подвергали депарафинизации, дегидратации и промывке в 0,025 % растворе 

Tween 20 (PanReac AppliChem GmbH, Германия) в PBS.  

Для раскрытия антигенных детерминант, замаскированных вследствие 

образования между белковыми молекулами метиленовых мостиков во время 

нахождения ткани в формалине, при проведении иммуногистохимического 

исследования ткани рекомендуют проводить демаскировку антигенов. В 

данном исследовании при выявлении F4/80, c-kit и Pdx1 производили 

высототемпературную демаскировку, для чего срезы выдерживали в цитратном 

буфере (pH 6,0) при температуре +95°С в течение 20 минут. Выявление 

инсулина проводилось без демаскировки.    

Для минимизации фонового окрашивания проводили блокировку 

активности эндогенной пероксидазы путём нанесения на срезы на 7 минут 

трёхпроцентного раствора перекиси водорода (кроме случаев окрашивания на 
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Pdx1) и нанесение на 30 минут протеинового блока на основе бычьего 

сывороточного альбумина.  

Исследуемые срезы инкубировали с соответствующими первичными 

антителами в течение ночи при температуре +4°С и в течение 60 минут при 

температуре +37°С. Этапы иммуногистохимического окрашивания отделялись 

друг от друга промывкой в трёх сменах 0,025 % Tween 20-PBS, 

продолжительностью по 3 минуты каждая. 

Для визуализации антигенреактивных клеток (кроме случая окрашивания 

на Pdx1) использовали хромогенный субстрат 3,3-диаминобензидин (DAB 

Substrate Kit, BD Pharmingen, США) в забуференном растворе. DAB-

позитивные клетки поджелудочной железы выявляли с помощью светового 

микроскопа Leica TM 2500 (Leica Microsystems, Германия) по коричневому 

гранулярному окрашиванию цитоплазмы.    

Для выявления Pdx1 в ткани поджелудочной железы использовали 

вторичные антитела, конъюгированные с флуоресцентной меткой.  

Визуализацию проводили на конфокальном сканирующем микроскопе LSM 

710 (Carl Zeiss, Германия). 

Для проверки протокола и исключения неспецифического связывания и 

ложно-позитивного окрашивания проводили постановку негативного и 

позитивного контроля. 

Для осуществления позитивного контроля окрашивания на инсулин был 

выбран, так называемый, внутренний позитивный контроль, при котором 

присутствие антигена в образце известно a priori. Для инсулина безусловным 

позитивным контролем являются островки Лангерганса здоровых животных 

[94]. Позитивным контролем для иммуногистохимического выявления Pdx1 

также служила ткань поджелудочной железы здоровых крыс [148]. 

Негативные контроли окрашивания производили на аналогичных срезах 

поджелудочной железы по соответствующим протоколам, исключая первичные 

антитела [12, 148]. 
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2.8.1 – Анализ срезов поджелудочной железы, окрашенных с 

применением антител к инсулину 

 

В работе изучались и анализировались клетки в составе ацинусов и 

эпителия протоков поджелудочной железы, в которых при 

иммуногистохимическом исследовании с применением антител к инсулину и 

проинсулину выявлялось позитивное окрашивание (внеостровковые инсулин-

позитивные клетки). В ходе морфометрического исследования поджелудочной 

желнезы подсчитывалось количество единичных и собранных малыми 

группами (до пяти штук) инсулин-позитивных клеток (ИПК) ацинарной и 

протоковой локализации на мм2 паренхимы железы (N/mm2). Исследование 

ИПК включало определение их площади (мкм2) и функциональной активности, 

которая оценивалась путём измерения оптической плотности цитоплазмы 

инсулин-позитивной области клеток. Величину оптической плотности 

выражали в условных единицах в программе ВидеоТест Морфология 5.0. 

Площадь клеток определяли средствами программного обеспечения Leica 

Application Suite (Leica, Германия), а оптическую плотность цитоплазмы, 

характеризующую функциональную активность клеток, оценивали в 

программе ВидеоТесТ Морфология 5.0 (ООО “ВидеоТесТ”, Россия). 

 

2.8.2 – Выявление макрофагов в поджелудочной железе 

 

Выявление макрофагов в ткани поджелудочной железы проводили 

методом иммуногистохимии с применением антител к F4/80, экспрессия 

которого характерна для мембран тканевых макрофагов, в том числе 

макрофагов в поджелудочной железе [58, 82, 121, 149, 191]. Участие белка F4/80 

в образовании антиген-специфичных эфферентных регуляторных Т-клеток 

[272] позволяет предположить вовлечённость F4/80-позитивных макрофагов в 

развитие воспалительных реакций. Оценивалось количество F4/80-позитивных 
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клеток в ацинусах и в эпителии протоков железы в пересчёте на мм2 паренхимы 

органа.   

 

2.8.3 – Анализ срезов поджелудочной железы, окрашенных с 

применением антител к Pdx1 

 

Белок Pdx1 – продукт гена Pdx1 (Pancreas duodenum homeobox 1), 

известный также как фактор 1 промотора инсулина, ключевой 

транскрипционный фактор, необходимый для развития поджелудочной 

железы. В ходе исследования было подсчитано количество Pdx1-позитивных 

клеток в экзокринной части поджелудочной железы и в эпителии протоков 

железы в пересчёте на мм2 паренхимы органа.   

 

2.8.4 – Анализ срезов поджелудочной железы, окрашенных с 

применением антител к с-kit 

 

C-kit (CD117) – это рецепторная тирозинкиназа, продукт гена KIT. Данный 

рецептор расположен преимущественно на мембране стволовых клеток. C-kit 

экспрессирован на поверхности гематопоэтических стволовых клеток, а также 

некоторых других, является рецептором для фактора роста стволовых клеток. 

Оценивалось количество c-kit-позитивных клеток в поджелудочной железе вне 

панкреатических островков в перерасчёте на 1 мм2 паренхимы органа. 

 

2.9 – Статистические методы, использованные в работе для 

обработки экспериментального материала 

 

Данные представлены в виде среднего арифметического (М) ± 

стандартная ошибка среднего (m). Статистический анализ данных выполнен в 

пакетах программ Microsoft Office Excel 2007 и Origin Pro 9.0, графическое 

представление данных – в GraphPad Prism 7.0. Значимость различий между 
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группами оценивали с помощью непараметического критерия для сравнения 

трёх и более независимых групп (критерий Краскела-Уоллиса), выбранный в 

силу малого объёма выборок и отсутствия нормального распределения [40]. 

Критический уровень значимости р при проверке статистических гипотез 

принимали равным 0,05. 
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ГЛАВА 3 - ВНЕОСТРОВКОВЫЕ ИНСУЛИН-ПОЗИТИВНЫЕ 

КЛЕТКИ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ПРИ 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ ВТОРОГО ТИПА 

 

Инсулин синтезируется в-клетками островков Лангерганса в ответ на 

изменение уровня глюкозы в крови. Синтез инсулина определён на 

генетическом уровне и жёстко регулируется комплексом генов и 

транскрипционных факторов [147]. Помимо в-клеток в составе островков, 

инсулин-содержащие (инсулин-позитивные) клетки расположены в паренхиме 

неэндокринной части поджелудочной железы вне островков Лангерганса [48].  

 

3.1 – Внеостровковые инсулин-позитивные клетки в поджелудочной 

железе интактных крыс 

 

В ходе работы показано, что внеостровковые инсулин-позитивные клетки 

(ИПК) могут находиться в составе ацинусов и в эпителии протоков 

поджелудочной железы, располагаясь поодиночке или малыми группами 

(рисунок 4). 

 

 

Рисунок 4 –Инсулин-позитивные клетки в паренхиме поджелудочной 

железы крысы  
Примечание:  иммуногистохимическое окрашивание среза поджелудочной железы 

с использованием антител к проинсулину и инсулину, контрастное докрашивание 

гематоксилином. Цитоплазма инсулин-позитивных клеток имеет коричневое окрашивание. 

Стрелками показаны инсулин-позитивные клетки: a – в ацинусе железы; b – в протоке 

железы; с – увеличенный фрагмент. Увеличение х 400. 
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У интактных крыс большая часть ИПК располагается в панкреатических 

островках, в то время как количество внеостровковых ИПК составляет не более 

3 % от общего числа инсулин-содержащих клеток (таблица 7).  

 

Таблица 7 – Островковые и внеостровковые инсулин-позитивные клетки 

(ИПК) в поджелудочной железе экспериментальных животных 

 Экспериментальная группа 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + 

АФГ 

Количество ИПК на мм2 паренхимы железы, штук 

Все ИПК 

железы 

169,82 ± 43,23 58,22 ± 12,97 1 40,32 ± 15,27 1 120,52 ± 27,03 3 

Внеостровковые 

ИПК железы 

3,5 ± 0,54 3,15 ± 0,34  1,81 ± 0,24 1; 2 8,65 ± 1,66 1;2; 3 

Содержание внеостровковых ИПК от всех ИПК, % 

 2,47 ± 0,52 6,87 ± 1,17 1 10,32 ± 3,86 1 6,71 ± 2,1 
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 30 суток; 3 – р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 

продолжительностью 60 суток; АФГ – аминофталгидразид натрия. 

 

Подсчёт количества внеостровковых ИПК разных локализаций в 

поджелудочной железе крыс показал, что эти клетки располагаются 

преимущественно в составе ацинусов экзокринной части поджелудочной 

железы, где их количество более чем в 3,5 раза превышает таковое в эпителии 

протоков железы (таблицы 8–9).  

Морфометрический анализ показал, что большая часть ИПК как 

ацинарной, так и протоковой локализации у крыс объединена в группы 

(таблица 8).  
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Таблица 8 – Количество внеостровковых инсулин-позитивных клеток 

(ИПК) разной локализации в поджелудочной железе экспериментальных 

животных  
  Экспериментальная группа 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + 

АФГ 

Общее количество внеостровковых ИПК, штук на мм2 площади паренхимы железы 

Всего 3,5 ± 0,54 3,15 ± 0,34  1,81 ± 0,24 1; 

2 

8,65 ± 1,66 1; 2; 

3 

из них: 

В составе ацинусов 2,8 ± 0,37 

 

2,61 ± 0,33  

 

1,86 ± 0,43 2 

 

8,23 ± 1,71 1; 2; 

3  

В эпителии протоков 0,71 ± 0,24 

 

0,54 ± 0,16  

 

0,28 ± 0,12 1; 2 1,74 ± 0,24 1; 2; 

3 

В том числе: 

расположенные одиночно ИПК, штук на мм2 площади паренхимы железы 

В составе ацинусов 0,28 ± 0,09 0,78 ± 0,14 1 0,28 ± 0,09 2 1,94 ± 0,36 1; 2; 

3 

В эпителии протоков 0,12 ± 0,05 0,11 ± 0,04  0,17 ± 0,07  0,52 ± 0,06 1; 2; 

3 

ИПК в группах, штук на мм2 площади паренхимы железы 

В составе ацинусов 2,51 ± 0,34 1,83 ± 0,27 1,58 ± 0,42  6,29 ± 2,05 1; 2; 

3 

В эпителии протоков 0,59 ± 0,19 0,43 ± 0,15 0,09 ± 0,06 1 1,22 ± 0,28 1; 3 

Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 30 суток; 3 – р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 

продолжительностью 60 суток; АФГ – аминофталгидразид натрия. 

 

Таблица 9 – Соотношение инсулин-позитивных клеток (ИПК) в ацинарной 

и протоковой локализациях  
Доля внеостровковых 

ИПК в локализации от 

всех внеостровковых 

ИПК, % 

Экспериментальная группа 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + 

АФГ 

В ацинусах 81,05 ± 5,02 1 82,98 ± 5,39 1 78,28 ± 7,86 1 76,51 ± 6,89 1 

В протоках  18,95 ± 5,02 17,02 ± 5,39 21,72 ± 7,86 23,49 ± 6,89 
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с долей протоковых ИПК внутри одной 

экспериментальной группы; АФГ – аминофталгидразид натрия. 
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3.1.1 – Морфологическая характеристика и оценка функциональной 

активности внеостровковых инсулин-позитивных клеток поджелудочной 

железы интактных крыс 

 

Морфофункциональное описание ИПК, проведённое в работе, включало 

в себя определение площади клеток и оптической плотности цитоплазмы 

инсулин-позитивной области, на основании значения которой можно сделать 

вывод об активности процессов, происходящих в клетке, и, как следствие, 

количестве инсулина в ней. Морфометрический анализ показал, что у 

интактных животных пул внеостровковых ИПК не является однородным, 

клетки имеют разные размеры в зависимости от локализации. В пределах одной 

локализации размеры клеток могут отличаться в зависимости от характера их 

залегания (одиночно или в составе группы).  

Размеры одиночных внеостровковых ИПК отличаются в зависимости от 

их локализации в поджелудочной железе. Средняя площадь ацинарных ИПК 

почти в два раза больше, чем у протоковых. При этом размеры ацинарных ИПК 

схожи вне зависимости от того, располагаются ли они поодиночке или в составе 

группы, а площадь одиночных протоковых ИПК значительно меньше, чем 

протоковых ИПК, расположенных группами (таблица 10).   

Таблица 10 – Площадь внеостровковых инсулин-позитивных клеток 

(ИПК) поджелудочной железы  
 Экспериментальная группа 

Интактная 

группа 

Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + АФГ 

Площадь одиночных ИПК, мкм2  

В составе 

ацинусов 

89,23 ± 12,97 4 123,49 ± 13,25 1; 

4 

109,03 ± 24,98 4 85,8 ± 5,1 2 

В протоках 47,65 ± 7,45 37,2 ± 7,45  47,8 ± 7,31 68,7 ± 9,7 1; 2; 3 

Площадь ИПК в группах, мкм2 

В составе 

ацинусов 

98,69 ± 5,51  108,88 ± 4,98  76,03 ± 6,18 1; 2 83,88 ± 6,24 1; 2 

В протоках 92,97 ± 5,26  47,88 ± 1,68 1; 4 72,34 ± 5,54 2  49,98 ± 0,04 1; 3; 4 
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 30 суток; 3 – р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 

продолжительностью 60 суток; 4 – р ˂ 0,05 со значением «средняя площадь ИПК в протоках» 

внутри одной экспериментальной группы; АФГ – аминофталгидразид натрия. 
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Функциональная активность ИПК оценивалась по оптической плотности 

цитоплазмы в инсулин-позитивной области клеток, выражаемой в условных 

единицах. У интактных крыс не выявлено отличий в значениях оптической 

плотности цитоплазмы между внеостровковыми и островковыми ИПК и между 

внеостровковыми ИПК ацинарной и протоковой локализаций (таблица 11).  

Одиночное или групповое расположение также не влияет на величину 

оптической плотности цитоплазмы (таблица 11). 

 

Таблица 11 – Оптическая плотность (ОП) цитоплазмы инсулин-

позитивных клеток (ИПК) поджелудочной железы экспериментальных 

животных, в условных единицах   
ИПК Экспериментальная группа 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + АФГ 

ОП одиночных ИПК  

В составе 

ацинусов  

0,43 ± 0,04 0,41 ± 0,03 0,36 ± 0,02  0,5 ± 0,05 3 

В эпителии 

протоков  

0,44 ± 0,04 0,39 ± 0,02  0,35 ± 0,05  0,69 ± 0,07 1; 2; 3 

ОП ИПК в группах 

В составе 

ацинусов  

0,45 ± 0,01  0,43 ± 0,02  0,36 ± 0,02 1;2 0,55 ± 0,03 1; 2; 3 

В эпителии 

протоков  

0,44 ± 0,02  0,44 ± 0,06 0,44 ± 0,03  0,58 ± 0,02 1; 2; 3 

ОП эндокриноцитов в островках Лангерганса 

В β-клетках  0,41 ± 0,02  0,38 ± 0,03  0,35 ± 0,02 1 0,53 ± 0,08 1; 2; 3 

Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 30 суток; 3 – р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 

продолжительностью 60 суток; АФГ – аминофталгидразид натрия. 

 

3.2 – Внеостровковые инсулин-позитивные клетки в поджелудочной 

железе крыс при экспериментальном сахарном диабете второго типа 

  

При СД2 ряд факторов, среди которых, наряду с гиперлипидемией, 

гиперпротеинемией, отрицательным действием лептина и циркулирующих 

цитокинов центральное место занимает гипергликемия, способствует 
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нарушению функции β-клеток [192], что, в конечном итоге, приводит к 

нарушению выработки инсулина и снижению его количества в крови. В связи с 

этим, особый интерес представляет характер изменений количества и 

функциональной активности внеостровковых ИПК, которые, наряду с 

островковыми инсулин-продуцирующими клетками, являются источником 

инсулина, при развитии СД2.  

 

3.2.1 – Оценка биохимических показателей крови крыс при развитии 

экспериментального сахарного диабета второго типа 

  

При развитии экспериментального СД2 уровень глюкозы в крови 

экспериментальных животных достоверно увеличивается по сравнению с 

контролем (5,12 ± 0,18 ммоль/л) и достигает 12,86 ± 1,09 ммоль/л и 12,44 ± 0,26 

ммоль/л к 30-м и 60-м суткам развития диабета соответственно. Относительное 

содержание гликированного гемоглобина в плазме крови достоверно возрастает 

по сравнению с контролем к 30-м суткам развития СД2 и сохраняется на этом 

уровне в течение следующего месяца (таблица 12).  

 

Таблица 12 – Содержание глюкозы и гликированного гемоглобина (HbA1c) 

в крови экспериментальных животных  
Исследуемый параметр  Экспериментальная группа 

Интактная 

группа 

Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + 

АФГ 

Содержание глюкозы, 

ммоль/л 

5,12 ± 0,18 12,86 ± 1,09 
1; 2 

12,44 ± 0,26 
1; 2 

7,18 ± 0,19 

Относительное 

содержание HbA1c, % 

4,33 ± 0,19 6,6 ± 0,21 1 7,49 ± 0,52 1; 

2 

5,81 ± 0,31 

Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 60 суток + АФГ; АФГ – аминофталгидразид натрия. 

   

К 60-м суткам от начала эксперимента содержание инсулина в плазме 

крови экспериментальных крыс составляло 15,19 ± 0,46 мМЕ/мл, что 
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достоверно ниже, чем в группе интактных животных, у которых оно равнялось 

22,08 ± 1,85 мМЕ/мл (таблица 13).   

Известно, что в развитии диабета большую роль играют контринсулярные 

гормоны [17, 97], центральное место среди которых у крыс занимает 

глюкокортикоидный гормон кортикостерон. Действие контринсулярных 

гормонов приводит к усилению глюконеогенеза и снижению чувствительности 

тканей к инсулину [128, 183]. Содержание кортикостерона в крови 

экспериментальных животных представлено в таблице 13.  

Иммуноферментное исследование плазмы крови экспериментальных 

крыс не показало изменений в содержания кортикостерона у крыс с СД2, что 

может быть связано с умеренной выраженности гипергликемии при 

развившемся эксперименатльном СД2 (таблица 13). 

 

Таблица 13 – Содержание инсулина и кортикостерона в крови 

экспериментальных животных  

Содержание в крови  Экспериментальная группа 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + 

АФГ 

Инсулин, мМЕ/мл 22,08 ± 1,85 16,94 ± 0,89 2 15,19 ± 0,46 1; 2 19,56 ± 0,18 

Кортикостерон, пг/мл 135,75 ± 3,12 151,75 ± 7,03 135,60 ± 6,04 143,98 ± 5,00 
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 60 суток + АФГ; АФГ – аминофталгидразид натрия. 

  

Повышенное количество лейкоцитов в крови в обеих группах крыс с 

экспериментальным диабетом свидетельствует в пользу развития 

воспалительных реакций в организме и может быть объяснено 

рекрутированием лейкоцитов в место повреждения вследствие повреждения 

клеток и тканей (таблица 14). 

Таким образом, полученный в работе экспериментальный СД2 

характеризовался стойкой умеренной гипергликемией, подтверждаемой 

достоверным увеличением содержания гликированного гемоглобина и 

снижением количества инсулина. Повышенное количество лейкоцитов в крови 

свидетельствовало о развитии в организме животных воспалительных реакций. 
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Таблица 14 – Количество лейкоцитов в крови экспериментальных 

животных 

Исследуемый 

параметр 

Экспериментальная группа 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + АФГ 

Количество 

лейкоцитов, тыс/мкл 

10,76 ± 0,79 17,62 ± 1,86 1 15,68 ± 1,24 1; 2 6,72 ± 1,6 1 

Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 60 суток + АФГ; АФГ – аминофталгидразид натрия. 

 

 

3.2.2 – Содержание внеостровковых инсулин-позитивных клеток в 

поджелудочной железе крыс при развитии экспериментального сахарного 

диабета второго типа 

 

Иммуногистохимическое исследование поджелудочной железы с 

использованием антител к проинсулину и инсулину показало снижение общего 

количества ИПК в поджелудочной железе у животных с СД2 по сравнению с 

интактными (таблица 7). Снижение количества внеостровковых ИПК, которое 

можно охарактеризовать как плавное и пропорциональное и в ацинарной, и в 

протоковой локализациях, наблюдалось к 60 суткам развития СД2 (таблица 8). 

Уменьшение количества внеостровковых ИПК на 60-е сутки СД2 происходило 

за счёт снижения их количества в малых группах, при этом количество 

одиночных внеостровковых ИПК в обеих локализациях не изменялось 

(таблица 8). 

ИПК, располагающиеся в составе островков Лангерганса и вне их в 

паренхиме железы (в эпителии ацинусов и протоков), по-разному реагировали 

на развитие экспериментального СД2. Выраженная деструкция инсулин-

продуцирующих клеток островкового аппарата при СД2 на фоне постепенного 

снижения количества внеостровковых ИПК привела к тому, что доля 

внеостровковых ИПК в общем количестве ИПК поджелудочной железы 

возросла и к 60 суткам СД2 составила около 10 % (таблица 7). Установлено, 

что наблюдаемое у интактных крыс преобладание количества ацинарных ИПК 
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над количеством протоковых ИПК (примерно 80 % / 20 %) сохранялось при 

обоих исследованных сроках диабета (таблица 9). Не выявлено 

закономерности изменений количества внеостровковых ИПК ацинарной и 

протоковой локализации в поджелудочной железе животных из диабетических 

групп. 

Обращает на себя внимание увеличение количества ацинарных 

одиночных ИПК на 30-е сутки развития СД2. Рост количества одиночных 

ацинарных ИПК может трактоваться как компенсаторная репаративная реакция 

со стороны поджелудочной железы на развитие гипергликемии при диабете, не 

наблюдаемая на более позднем сроке развития диабета.  

Таким образом, установлено, что по мере прогрессирования 

экспериментального СД2 количество внеостровковых ИПК равномерно 

снижалось и в ацинусах, и в эпителии протоков поджелудочной железы. 

Снижение общего количества внеостровковых ИПК поджелудочной железы 

происходило за счёт уменьшения количества клеток, расположенных малыми 

группами, в то время как количество одиночно лежащих внеостровковых ИПК 

в обеих исследуемых локализациях практически не изменялось. Наблюдаемое 

у интактных крыс количественное преобладание ацинарных внеостровковых 

ИПК над протоковых не менялось у животных с СД2.  

 

3.2.3 – Морфологическая характеристика и оценка функциональной 

активности внеостровковых инсулин-позитивных клеток поджелудочной 

железы крыс при развитии экспериментального сахарного диабета 

второго типа 

  

На размеры ИПК при СД2 оказывает большее влияние их локализация 

(ацинарная или протоковая), чем характер расположения (одиночно или в 

составе группы). Сохраняется выявленное у интактных крыс преобладание 

размеров одиночно расположенных ацинарных ИПК над одиночно 

расположенными протоковыми ИПК (таблица 10). Тем не менее, зависимость 
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размеров внеостровковых ИПК от характера расположения (одиночно или в 

составе групп) можно отметить в обеих локализациях. Обнаружено, что 

размеры одиночно расположенных ацинарных ИПК, увеличиваясь к 30 суткам 

СД2, к 60 суткам снижались и возвращались к интактным значениям. При этом 

к 30 суткам СД2 не наблюдалось достоверного роста размеров ацинарных ИПК 

в составе групп, а к 60 суткам происходило их снижение. Размеры одиночных 

протоковых ИПК демонстрировали стабильность и не менялись ни на 30-е, ни 

на 60-е сутки СД2, однако, при групповом расположении их размеры снижались 

к 30 суткам СД2 и восстанавливались до значений интактных крыс.  

Функциональная активность ИПК, оцениваемая по оптической плотности 

цитоплазмы, на сроке СД2 30 суток осталась неизменной во всех 

внеостровковых ИПК вне зависимости от их локализации и характера 

расположения. По мере развития СД2 функциональная активность ИПК 

снижалась только в расположенных группами ацинарных ИПК (таблица 11). 

Таким образом, особенности изменения размеров и функциональной 

активности ИПК при СД2 зависят от их локализации. ИПК протоковой 

локализации демонстрируют большую стабильность морфофункциональных 

характеристик, чем ИПК ацинарной локализации.  

 

Резюме  

 

При иммуногистохимическом исследовании срезов поджелудочной 

железы с применением антител к инсулину и проинсулину установлено наличие 

инсулин-позитивных клеток (ИПК) вне островков Лангерганса как у интактных 

животных, так и у животных с экспериментальным СД2. ИПК могут 

располагаться одиночно или в составе групп в эпителии ацинусов и протоков 

поджелудочной железы. У интактных животных количество ИПК, 

расположенных вне островков, составляет около 3,5 % от общего количества 

ИПК в поджелудочной железе, причём большая их часть (примерно 80 %) 

располагается в ацинусах железы. Размеры одиночных ИПК в составе ацинусов 



87 

 

почти в два раза больше, чем размеры одиночных ИПК в эпителии протоков. 

Размеры внеостровковых ИПК, собранных в группы, в разных локализациях 

одинаковы. Функциональная активность внеостровковых ИПК в 

поджелудочной железе интактных животных не зависит от их локализации (в 

составе ацинусов или в эпителии протоков) и характера расположения 

(одиночно или в составе группы).  

По мере развитии экспериментального СД2 общее количество 

внеостровковых ИПК в поджелудочной железе плавно и пропорционально 

снижается и в ацинусах, и в эпителии протоков, однако, морфофункциональные 

характеристики ИПК изменяются по-разному в зависимости от их локализации. 

Сохраняется отмеченное у интактных животных преобладание внеостровковых 

ИПК ацинарной локализации над протоковыми.  

Если у интактных животных внеостровковые ИПК разных локализаций 

мало отличаются друг от друга по размерам и функциональной активности 

(исключением являются малые размеры одиночных протоковых 

внеостровковых ИПК), то на развитие СД2 ИПК ацинарной и протоковой 

локализации реагируют по-разному. У ацинарных ИПК при развитии СД2 

плавно снижается функциональная активность и изменяются размеры 

(первоначальное увеличение размеров сопровождается их снижением с 

течением СД2), у протоковых ИПК изменений функциональной активности и 

характера изменения размеров не выявлено. Наибольшую стабильность при 

развитии СД2 демонстрируют одиночные протоковые ИПК: развитие СД2 не 

влияет ни на их размеры, ни на функциональную активность.  

Учитывая тот факт, что снижение количества β-клеток островков 

Лангерганса при СД2 гораздо более выражено, чем количества внеостровковых 

ИПК, а также более быструю скорость развития повреждений ИПК в островках, 

чем вне их, можно предположить увеличение вклада внеостровковых ИПК в 

общую продукцию инсулина при СД2 по сравнению с таковым у интактных 

животных, связанное с тем, что внеостровковые ИПК подвергаются меньшим 

деструктивным изменениям, чем β-клетки панкреатических островков. 
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К числу компенсаторных процессов в инсулин-продуцирующей системе 

поджелудочной железы при экспериментальном СД2 можно отнести развитие 

гипертрофии внеостровковых ИПК ацинарной локализации и увеличение их 

количества, наблюдаемое на 30-е сутки развития СД2.  
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ГЛАВА 4 – МАКРОФАГИ В НЕЭНДОКРИННОЙ ЧАСТИ 

ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ 

САХАРНОМ ДИАБЕТЕ ВТОРОГО ТИПА И ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ 

АМИНОФТАЛГИДРАЗИДОМ НАТРИЯ 

 

4.1 – Макрофаги в неэндокринной части поджелудочной железы 

 

Макрофаги присутствуют во всех тканях организма, способствуя 

поддержанию гомеостаза и активируя иммунный ответ на повреждающие 

раздражители. Макрофаги представляют собой гетерогенную клеточную 

популяцию. Для идентификации макрофагов используют белки, 

экспрессируемые на их поверхности, такие, как F4/80, CD 68, CD 163 и ряд 

других [82, 149, 191]. Маркер F4/80 специфичен для макрофагов 

поджелудочной железы [58, 121]. При повреждениях количество макрофагов в 

тканях возрастает за счёт рекрутирования циркулирующих моноцитов, 

дифференцирующихся в макрофаги [95, 157]. Количество макрофагов, 

инфильтрирующих островки Лангерганса поджелудочной железы, при СД2, 

увеличивается [213]. Макрофаги нарушают функцию β-клеток при СД2, а их 

подавление улучшают секрецию инсулина и толерантность к глюкозе [247].  

 

4.1.1 – Оценка содержания макрофагов в неэндокринной части 

поджелудочной железы интактных крыс и крыс с экспериментальным 

сахарным диабетом второго типа 

 

Содержание макрофагов в неэндокринной части поджелудочной железы 

оценивали по количеству F4/80-позитивных клеток, локализованных в 

ацинусах железы и в эпителии протоков (рисунок 5). Выявлены различия в 

количестве макрофагов между ацинарной частью железы и эпителием протоков 

как у интактных крыс, так и у крыс с СД2. У интактных животных большая 

часть макрофагов в неэндокринной части поджелудочнй железы (70,11 ± 6,97 
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%) находится в протоках, а меньшая часть – в ацинусах (29,89 ± 6,97 %). При 

развитии экспериментального СД2 общее количество макрофагов в паренхиме 

неэндокринной части поджелудочной железы не изменялось, но наблюдалось 

перераспределение макрофагов между ацинусами и протоками железы. При 

этом макрофагальная инфильтрация ацинарной части железы увеличивалась, а 

количество макрофагов в эпителии протоков снижалось, причём с увеличением 

срока СД2 распределение макрофагов в паренхиме железы демонстрировало 

ещё более выраженный уклон в сторону ацинарной локализации (82,5 ± 7,83 % 

от всех макрофагов в неэндокринной части поджелудочной железы против 17,5 

± 7,83 % в протоках к 60-м суткам развития СД2) (таблица 15).   

 

Таблица 15 – Количество макрофагов (F4/80-позитивных клеток) в 

неэндокринной части поджелудочной железы экспериментальных 

животных  

 

Исследуемый параметр 

Экспериментальная группа 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + 

АФГ 

Общее количество, штук 

на мм2 паренхимы железы 

87,45 ± 

6,49 

116,52 ± 

12,97 

113,07 ± 11,97 
2 

42,42 ± 

5,33 1 

из них: 

В составе ацинусов 26,45 ± 

6,28 4 

90,3 ± 17,29 
1; 4 

97,97 ± 18,72 
1; 2; 4 

16,39 ± 

3,41 

В эпителии протоков  

 

61,00 ± 6,3 

 

26,22 ± 5,02 1 15,1 ± 6,76 1; 2; 

3 

26,03 ± 

2,08 1 

Доля макрофагов в локализации от общего количества макрофагов в 

неэндокринной части железы, % 

В ацинусах 29,89 ± 

6,97 

73,41 ± 5,46  82,5 ± 7,83  36,97 ± 

3,71  

В эпителии протоков 70,11 ± 

6,97  

26,59 ± 5,46 17,5 ± 7,83  63,03 ± 

3,71  
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 60 суток + АФГ; 3 – р ˂ 0,05 в сравнении с группой СД2 

продолжительностью 30 суток; 4 – р ˂ 0,05 в сравнении с количеством макрофагов в эпителии 

протоков внутри одной экспериментальной группы; АФГ – аминофталгидразид натрия. 
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Рисунок 5 – Макрофаги в неэндокринной части поджелудочной железы 

крысы 
Примечание: иммуногистохимическое окрашивание среза поджелудочной железы 

с использованием антител к макрофагальному маркеру F4/80, контрастное докрашивание 

гематоксилином. Цитоплазма F4/80-позитивных клеток имеет коричневое окрашивание. 

Стрелками показаны макрофаги. Увеличение х 1000. 

 

4.1.2 – Оценка содержания макрофагов в неэндокринной части 

поджелудочной железы крыс при воздействии аминофталгидразидом 

натрия 

 

Воздействие на функциональную активность макрофагов 

аминофталгидразидом натрия (АФГ) у крыс с экспериментальным СД2 

приводило к снижению общего количества макрофагов в неэндокринной части 

паренхимы поджелудочной железы более чем в 2,5 раза, причём оно 

достигалось за счёт снижения количества макрофагов в ацинарной части 

железы. В эпителии протоков количество макрофагов по сравнению с 

аналогичным сроком СД2, напротив, возрастало. При этом количественное 

соотношение макрофагов в ацинусах и протоках сдвигалось в сторону 

значений, характерных для интактных крыс: 63,03 ± 3,71 % от всех макрофагов 

в неэндокринной части железы локализовано в протоках и 36,97 ± 3,71 % – в 

ацинусах при показателях в интактной группе в 70,11 ± 6,97 % и 29,89 ± 6,97 % 

соответственно (таблица 15). Макрофаги распределялись в паренхиме 
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поджелудочной железы более равномерно, отличия между количеством 

макрофагов в ацинусах и в эпителии протоков железы перестали быть 

достоверными. 

Таким образом, введение АФГ влияло на макрофаги поджелудочной 

железы, что проявлялось, во-первых, снижением их общего количества, а, во-

вторых, перераспределением в паренхиме неэндокринной части, которое 

приводило к уменьшению макрофагальной инфильтрации ацинусов. 

Соотношение между числом макрофагов в ацинусах и протоках железы 

возвращалось к уровню, наблюдаемому у интактных животных, при котором 

примерно 30-35 % макрофагов неэндокринной части поджелудочной железы 

локализованы в ацинусах, а 65-70 % – в эпителии протоков.   

 

4.2 – Исследование функциональной активности макрофагов 

 

Многие функции макрофагов определяются теми цитокинами и 

биологически активными веществами, которые они синтезируют и 

секретируют. Известно, что персистирующее воспаление, поддерживаемое за 

счёт продуцируемых макрофагами провоспалительных цитокинов, 

сопровождает развитие СД2 [206]. Установлена зависимость между риском 

развития СД2 и повышенным уровнем провоспалительных цитокинов, таких, 

как IL-1β, IL-6, TNF-α [38, 44, 117].  

 

4.2.1 – Оценка функциональной активности макрофагов в крови и в 

поджелудочной железе интактных крыс и крыс с экспериментальным 

сахарным диабетом второго типа 

 

Известно, что макрофаги, в зависимости от типа активации, регулируют 

как пролиферацию β-клеток, так и их гибель при СД2 [112, 113, 174]. Для 

оценки функциональной активности макрофагов были выбраны цитокины, с 



94 

 

одной стороны, связанные с развитием хронического воспаления и СД2, а, с 

другой стороны, такие, с помощью которых макрофаги могут влиять на 

функционирование и пролиферацию островковых β-клеток.  

При СД2 содержание цитокинов менялось как в крови, так и локально в 

ткани поджелудочной железы. В крови крыс с диабетом наблюдалось 

увеличение концентрации провоспалительных цитокинов и снижение 

концентрации противовоспалительного цитокина TGF-β1 (таблица 16). К 60-м 

суткам СД2 концентрация IFN-γ в крови возрастала почти в пять раз. Известно, 

что IFN-γ способствует поляризации макрофагов в сторону М1, 

характеризующуюся выработкой провоспалительных цитокинов и приводящих 

к развитию воспалительных реакций в тканях, в частности, в поджелудочной 

железе. Об усилении воспалительных процессов в организме также 

свидетельствовали рост содержания TNF-α, продукция которого характерна для 

М1 макрофагов (таблица 16), и упомянутое ранее увеличение числа лейкоцитов 

в крови (таблица 12).  

 

Таблица 16 – Содержание TNF-α, IFN-γ и TGF-β1 в крови и поджелудочной 

железе экспериментальных животных, пг/мл 
 

Цитокин  

Экспериментальные группы 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + АФГ 

В крови 

TNF-α 16,14 ± 2,06 146,9 ± 34,65 1 202,78  ± 43,18 1 167,96 ± 37,94 1 

IFN-γ 133,53 ± 8,06 755,21 ± 56,59 1 752,69 ± 103,36 1; 2 126,02 ± 3,62 

TGF-β1 270,75 ± 14,21 149,4 ± 12,39 1 126,72 ± 6,72 1; 2 186,7 ± 16,38 1 

В поджелудочной железе 

TNF-α 161,87 ± 13,09 102,82 ± 4,09 1 147,13 ± 29,12 2 93,07 ± 28,62 1 

IFN-γ 682,42 ± 58,31 695,36 ± 34,81 527,63 ± 76,31 373,17 ± 134,89 

TGF-β1 263,74 ± 57,57 115,3 ± 9,25 1 127,71 ± 20,47 1; 2 183,41 ± 31,25 
Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении с 

группой СД2 продолжительностью 60 суток + АФГ; TNF-α – фактор некроза опухоли альфа; 

IFN-γ – интерферон гамма; TGF-β1 – трансформирующий фактор роста бета 1; АФГ – 

аминофталгидразид натрия. 

 

Изменение цитокиновой продукции определяет развитие воспалительных 

реакций в поджелудочной железе. Концентрация противовоспалительного 
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цитокина TGF-β1, связанного с дифференцирокой панкреоцитов в инсулин-

продуцирующие, снижалась на обоих исследованных сроках СД2 (таблица 16). 

 

4.2.2 – Оценка функциональной активности макрофагов в 

поджелудочной железе и в крови при воздействии аминофталгидразидом 

натрия 

 

При введении АФГ крысам с СД2, целью которого было изменение 

функциональной активности макрофагов, в крови животных было отмечено 

уменьшение концентрации провоспалительного цитокина IFN-γ, увеличение 

концентрации противовоспалительного цитокина TGF-β1 (таблица 16) и 

уменьшение общего количества лейкоцитов в крови (таблица 12). 

Воздействие на функциональную активность макрофагов АФГ крыс с 

экспериментальным СД2 приводило к снижению содержания в ткани 

поджелудочной железы TNF-α и увеличению содержание TGF-β1, цитокина, 

связанного с дифференцировкой клеток железы в инсулин-продуцирующие 

(таблица 16). Известно, что макрофаги поджелудочной железы продуцируют 

TGF-β1 в ответ на повреждение β-клеток островка, что активирует их 

пролиферацию [14, 101, 103]. Полученные данные об увеличении концентрации 

TGF-β1 в ткани поджелудочной железы при модуляции активности 

макрофагов, рассматриваемые совместно с данными по количеству ИПК в 

составе ацинусов и эпителии протоков, позволяют предположить влияние 

макрофагов на образование инсулин-продуцирующих клеток за пределами 

островков Лангерганса посредством усиления продукции TGF-β1.  

Не выявлено влияния модуляции активности макрофагов АФГ на 

содержание TNF-α в крови. Известно, что TNF-α ингибирует передачу сигнала 

в инсулиновых рецепторах [260], а увеличение продукции этого цитокина 

связано с развитием инсулинорезистентности. На фоне отсутствия изменений 

концентрации TNF-α при введении АФГ представляет интерес факт снижения 

значения индекса HOMA-IR у крыс в данной экспериментальной группе. 
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Вероятно, это свидетельствует о том, что снижение показателя индекса HOMA-

IR происходит за счёт увеличения выработки инсулина клетками 

поджелудочной железы и нормализации гипергликемии. Модуляция 

активности макрофагов полностью не устраняет воспалительный процесс, 

наличие которого подтверждает продолжающее оставаться высоким 

содержание TNF-α в крови, но, за счёт благотворного воздействия на инсулин-

продуцирующие клетки, в том числе внеостровковые ИПК поджелудочной 

железы, адекватность инсулинового ответа на высокое содержание глюкозы в 

крови повышается. Концентрация инсулина в крови растёт, а интенсивность 

гипергликемии, напротив, снижается. 

Не выявлено статистически значимого влияния модуляции активности 

макрофагов на содержание IFN-γ в ткани поджелудочной железы. 

 

Резюме  

 

У крыс с СД2 распределение макрофагов в паренхиме поджелудочной 

железы и их продукция существенно отличаются от таковых у интактных крыс. 

В поджелудочной железе интактных животных макрофаги локализованы, в 

основном, в протоках, при этом их количество в эпителии протоков более чем 

в 2 раза превышает таковое в составе ацинусов. При СД2 общее количество 

макрофагов в поджелудочной железе достоверно не изменяется, но происходит 

их перераспределение в паренхиме неэндокринной части железы, вследствие 

чего возрастает макрофагальная инфильтрация ацинусов, что, вероятно, ведёт 

к повышению уровня воспаления в них, поскольку инфильтрация тканей М1 

макрофагами приводит к развитию воспалительной реакции в органах [118, 

296]. IFN-γ входит в число множества факторов, меняющих поляризацию 

макрофагов в сторону М1. Именно с присутствием М1 макрофагов связано 

увеличение концентрации TNF-α в крови и снижение концентрации TGF-β1 в 

ткани поджелудочной железы.  
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При воздействии АФГ изменяются продукция и количество макрофагов, 

инфильтрующих поджелудочную железу. Выявлено изменение содержания 

провоспалительных и противовоспалительных цитокинов и в крови, и в ткани 

железы. Иммуногистохимическое исследование ткани железы показывает 

снижение общего количества макрофагов в паренхиме органа за счёт снижения 

макрофагальной инфильтрации ацинусов, при этом количество макрофагов в 

эпителии протоков возрастает по сравнению с СД2. Снижение количества 

макрофагов в ацинарной части паренхимы железы приводит к восстановлению 

их соотношения в ацинусах и протоках железы, характерному для 

физиологически интактных животных. Изменение содержания цитокинов в 

крови и поджелудочной железе позволяет предположить ослабление 

воспалительных реакций в ткани железы.  

Существующие данные об участии белка F4/80 в образовании 

эфферентных регуляторных Т-клеток [272], позволяющие предположить 

вовлечённость F4/80-позитивных макрофагов в развитие воспалительных 

реакций, а сам F4/80 трактовать как маркер М1 макрофагов, хорошо 

согласуются с изменением макрофагальной продукции в сторону М1, 

наблюдаемой в ткани железы при СД2 на фоне усиления макрофагальной 

инфильтрации ацинусов.  
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ГЛАВА 5 –ВНЕОСТРОВКОВЫЕ ИНСУЛИН-ПОЗИТИВНЫЕ КЛЕТКИ 

ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ПРИ ИЗМЕНЕНИИ АКТИВНОСТИ 

МАКРОФАГОВ АМИНОФТАЛГИДРАЗИДОМ НАТРИЯ 

 

Известно, что макрофаги играют важную роль как в пролиферации и 

восстановлении, так и в разрушении β-клеток, причём, именно функциональная 

активность макрофагов определяет результат их взаимодействия с β-клетками 

[174]. Известно, что повышенная секреция макрофагами, инфильтрирующими 

поджелудочную железу, провоспалительных цитокинов, в частности, TNF-α и 

IFN-γ, нарушает функцию β-клеток при СД1 и СД2 [213]. Напротив, модуляция 

активности макрофагов введением АФГ увеличивает количество β-клеток в 

модели СД1 [224]. Влияние секретируемых макрофагами факторов на 

функциональную массу островковых β-клеток позволяет предположить то, что 

они могут воздействовать и на внеостровковые ИПК поджелудочной железы.    

Для изучения механизмов макрофагальной регуляции образования и 

функционирования внеостровковых ИПК поджелудочной железы 

представляется целесообразным оценить количество внеостровковых ИПК 

разной локализации, их размеры и функциональную активность, при изменении 

активности макрофагов. 

 

5.1 – Содержание внеостровковых инсулин-позитивных клеток 

различных локализаций при изменении активности макрофагов 

 

Модуляция активности макрофагов у крыс с СД2 введением АФГ 

приводила к увеличению количества внеостровковых ИПК в паренхиме 

железы, причём число ИПК возрастало не только по сравнению со значениями 

у крыс с СД2, но и по сравнению с показателями интактных животных. Общее 

количество ИПК в составе ацинусов повышалось по сравнению с интактной 

группой почти в 3 раза (с 2,8 ± 0,37 до 8,23 ± 1,71 клеток на мм2 паренхимы 

железы), а по сравнению с аналогичным сроком СД2 без воздействия на 
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функциональную активность макрофагов – более чем в 4 раза (с 1,86 ± 0,43 

клеток на мм2 паренхимы железы) (таблица 8). При этом по сравнению с 

группой с СД2 количество одиночно расположенных ИПК в составе ацинусов 

возрастало приблизительно в 6-7 раз, а количество ацинарных ИПК в составе 

групп – в 3-4 раза.  

Рост общего количества ИПК в эпителии протоков составил примерно 2,5 

раза (с 0,71 ± 0,24 до 1,74 ± 0,24 клеток на мм2 паренхимы железы) по сравнению 

с интактной группой и 6,5 раз (с 0,28 ± 0,12 клеток на мм2 паренхимы железы) 

по сравнению со значениями в диабетной группе. По сравнению с диабетными 

значениями количество одиночных протоковых ИПК возросло в 6-7 раз, а 

объединённых в группы – почти в 13. 

Соотношение ацинарных и протоковых ИПК было примерно одинаково 

во всех экспериментальных группах: в ацинусах железы ИПК в 3-4 раза больше, 

чем в эпителии протоков (таблица 9), модуляция функциональной активности 

макрофагов не изменяла это соотношение.  

 

5.2 – Оценка размеров и функциональной активности 

внеостровковых инсулин-позитивных клеток поджелудочной железы при 

изменении активности макрофагов  

 

Введение АФГ по-разному влияло на размеры внеостровковых ИПК в 

зависимости от того, расположены они в паренхиме поджелудочной железы 

одиночно или в составе групп. Площадь одиночных внеостровковых ИПК не 

менялась ни по сравнению со значениями в группе с аналогичным сроком СД2, 

ни по сравнению с интактными значениями (таблица 10). ИПК в составе групп 

в обеих локализациях были мельче, чем у интактных животных. Кроме того, 

ИПК в эпителии протоков при воздействии на функциональную активность 

макрофагов становились мельче, чем при СД2. 

Оптическая плотность цитоплазмы внеостровковых ИПК при введении 

АФГ увеличивалась по сравнению с группой с аналогичным сроком СД2 в 
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обеих исследованных локализациях (в составе ацинусов и в эпителии протоков) 

вне зависимости от того, были расположены ИПК одиночно или в составе 

группы (таблица 11). В сравнении с интактной группой, значение оптической 

плотности цитоплазмы возрастало во всех исследованных типах 

внеостровковых ИПК, за исключением одиночно расположенных ацинарных.       

 

5.3 – Оценка биохимических показателей крови при изменении 

активности макрофагов  

 

Модуляция функциональной активности макрофагов введением АФГ 

оказывает выраженное воздействие на внеостровковые ИПК поджелудочной 

железы. В контексте важности изучения данного вопроса для возможности 

теоретического обоснования новых терапевтических подходов к лечению СД2 

необходимо было не просто определить количество и морфофункциональные 

характеристики внеостровковых ИПК, но и оценить их возможное влияние на 

основные биохимические показатели крови при СД2. 

Проведённое при СД2 воздействие на активность макрофагов приводило 

к снижению концентрации глюкозы в плазме крови с 12,44 ± 0,26 ммоль/л до 

7,18 ± 0,19 ммоль/л (таблица 10). Понижение относительного содержания 

гликированного гемоглобина в крови, отражающего концентрацию глюкозы на 

протяжении длительного периода, с 7,49 ± 0,52 % при СД2 до 5,81 ± 0,31 % 

свидетельствовало о стабильности снижения уровня глюкозы под действием 

АФГ.  

Что касается содержания инсулина в крови экспериментальных 

животных, то на фоне воздействия на функциональную активность макрофагов 

наблюдалось его повышение до значений, статистически неотличимых от 

таковых в интактной группе (19,56 ± 0,18 мМЕ/мл и 22,08 ± 1,85 мМЕ/мл 

соответственно при показателе 15,19 ± 0,46 мМЕ/мл в группе с СД2).   
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Показатель индекса HOMA-IR снижался с 8,39 ± 0,23 на 60-е сутки 

экспериментального СД2 до 6,24 ± 0,2 при аналогичном сроке СД2 на фоне 

модуляции активности макрофагов (таблицы 4, 10, 11).  

Таким образом, нормализация инсулинемии и ослабление 

гипергликемии, наблюдаемые при воздействии на функциональное состояние 

макрофагов, хорошо согласуются с увеличением количества и функциональной 

активности внеостровковых ИПК и, отчасти, могут быть их следствием. 

 

Резюме  

  

Воздействие на функциональную активность макрофагов у крыс с СД2 

введением аминофталгидразида натрия оказывало влияние как на 

биохимические показатели крови, так и на образование и функционирование 

внеостровковых ИПК поджелудочной железы.  

Введение АФГ экспериментальным животным приводило к стойкому 

снижению уровня гипергликемии при СД2, подтверждаемому уменьшением 

относительного содержания гликированного гемоглобина в крови. 

Концентрация инсулина в крови увеличивалась. Значение индекса HOMA-IR, 

используемого для количественной оценки резистентности периферических 

тканей к инсулину, снижалось. Снижение показателя HOMA-IR при 

сохранении высокого уровня содержания TNF-α в плазме крови хорошо 

соотносится с ростом количества внеостровковых ИПК. Таким образом, можно 

предположить благотворное влияние со стороны внеостровковых ИПК на 

биохимические показатели крови при СД2.  

Со стороны внеостровковых ИПК наблюдалась выраженная реакция на 

модуляцию активности макрофагов, инвариантная их локализации (в ацинусах 

или в эпителии протоков) и характеру расположения в паренхиме железы 

(одиночно или в составе группы). Происходило увеличение количества и 

функциональной активности всех видов внеостровковых ИПК не только по 

сравнению с аналогичными показателями у животных с СД2, но и по сравнению 
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с интактными животными. Увеличение числа ИПК не приводило к изменению 

баланса между субпопуляциями внеостровковых ИПК. 

Различия в размерах ИПК разных локализаций сохранялись: средняя 

площадь ацинарных ИПК была больше, чем у протоковых, вне зависимости от 

характера их расположения (одиночно или в составе группы). Размеры ИПК в 

составе групп снижались вне зависимости от их локализации в поджелудочной 

железе, что можно объяснить увеличением скорости образования новых ИПК и 

ростом количества ИПК в составе групп.   

Таким образом, изменение активности макрофагов при введении АФГ 

оказывало воздействие на образование и функционирование внеостровковых 

ИПК поджелудочной железы. Воздействие на макрофаги увеличивало общее 

количество и функциональную активность внеостровковых ИПК, но не 

меняло соотношение между субпопуляциями, сохраняя численное 

преобладание ацинарных ИПК над протоковыми.  
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ГЛАВА 6 – МЕХАНИЗМЫ МАКРОФАГАЛЬНОЙ РЕГУЛЯЦИИ 

ОБРАЗОВАНИЯ И ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ВНЕОСТРОВКОВЫХ 

ИНСУЛИН-ПОЗИТИВНЫХ КЛЕТОК ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

 

Макрофаги, инфильтрирующие зону повреждения, усиливают 

регенерацию за счёт изменения синтеза и секреции веществ, выступающих в 

роли сигнальных молекул, которые могут, с одной стороны, влиять 

непосредственно на клетки ткани, а, с другой стороны, привлекать в ткань 

стволовые клетки из костного мозга.  

 

6.1 – Оценка содержания транскрипционного фактора Pdx1 в 

неэндокринной части поджелудочной железы 

 

Показано, что дедифференцировка неэндокринных клеток 

поджелудочной железы в ИПК находится в тесной зависимости от содержания 

транскрипционных факторов Pdx1, Ngn3 и MafA, среди которых решающую 

роль играет Pdx1, и выраженности воспалительной реакции в ткани железы 

[189, 221]. Полагают, что образование новых ИПК в поджелудочной железе 

возможно лишь при соблюдении двух условий: количество Pdx1 в клетках 

должен быть достаточно высоким, а уровень воспаления в железе, напротив, 

низким [189]. Для выявления механизмов воздействия макрофагов на 

внеостровковые ИПК представляется целесообразным оценить влияние 

количества и функциональной активности макрофагов на содержание 

транскрипционного фактора Pdx1 в неэндокринных клетках железы.    
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6.1.1 – Содержание транскрипционного фактора Pdx1 в 

неэндокринной части поджелудочной железы интактных крыс и крыс с 

экспериментальным сахарным диабетом второго типа 

 

У интактных крыс количество клеток, содержащих транскрипционный 

фактор Pdx1 (Pdx1-позитивные клетки), в островках Лангерганса в 7-13 раз 

выше, чем в неэндокринной части поджелудочной железы (таблица 17). Это 

согласуется с тем, что подавляющая часть инсулин-продуцирующих клеток 

расположена именно в островках (таблица 7). В неэндокринной части 

паренхимы железы количество Pdx1-позитивных клеток невелико (рисунок 6), 

их количество в составе ацинусов и в эпителии протоков примерно одинаково.  

По мере развития экспериментального СД2 количество Pdx1-позитивных 

клеток снижалось как в островках Лангерганса, так и в неэндокринной части 

поджелудочной железы, при этом статистически выраженное отличие от 

интактных животных наблюдалось в ацинусах железы на 60-е сутки СД2, а в 

эпителии протоков на 30-е сутки (таблица 17).   

 

Таблица 17 – Количество Pdx1-позитивных клеток в поджелудочной 

железе экспериментальных животных, штук на на мм2 паренхимы  
Исследуемый 

параметр 

Экспериментальные группы 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + АФГ 

В островках 

Лангерганса 

269,19 ± 37,97 193,55 ± 36,2 184,85 ± 22,1 
1; 2 

241,29 ± 28,71 

В составе 

ацинусов 

34,19 ± 7,59  26,89 ± 3,55 2 20,8 ± 3,92 1; 2  58,73 ± 19,53  

В эпителии 

протоков 

20,48 ± 4,11  16,19 ± 3,86 1; 2 17,24 ± 2,5  2  32,00 ± 3,34  

Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 60 суток + АФГ; Pdx1 – транскрипционный фактор; 

АФГ – аминофталгидразид натрия. 
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Рисунок 6 – Pdx1-позитивные клетки в неэндокринной части 

поджелудочной железы крысы 
Примечание: Иммуногистохимическое окрашивание среза поджелудочной железы 

с использованием антител к транскрипционному фактору Pdx1 и иммуноглобулинов, 

конъюгированных с флуоресцентным красителем Texas Red, ядра докрашены красителем 

DAPI. Pdx1-позитивные клетки обведены рамкой. Увеличение х 400 

 

6.1.2 – Содержание транскрипционного фактора Pdx1 в 

неэндокринной части поджелудочной железы крыс при изменении 

активности макрофагов  

 

После проведения курса АФГ как в островках, так и в эпителии 

неэндокринной части поджелудочной железы наблюдалось увеличение 

количества Pdx1-позитивных клеток, в результате чего их количество в составе 

ацинусов и в эпителии протоков железы возросло по сравнению со значениями 

в группе с СД2 продолжительностью 60 суток в 2,5-3 и 1,5-2 раза 

соответственно (таблица 17). Число Pdx1-позитивных островковых клеток 

увеличилось менее, чем в полтора раза.   

Таким образом, модуляция функциональной активности макрофагов в 

условиях СД2 оказывала влияние на количество Pdx1-позитивных клеток в 

неэндокринной части железы, причём это воздействие было болеее выражено в 

ацинусах.  
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6.2 - Оценка содержания фактора стволовой клетки в крови и 

поджелудочной железе 

  

В настоящее время исследователей привлекает возможность образования 

клеток, продуцирующих инсулин, из стволовых клеток взрослого организма. 

Плюрипотентные стволовые клетки, происходящие из костного мозга, 

являются одним из вероятных источников неогенеза островков поджелудочной 

железы [185]. Фактор стволовой клетки (stem cell factor, SCF, лиганд c-kit) – 

цитокин, относящийся к факторам роста, регулирующим процессы 

пролиферации и дифференциации клеток. Он запускает свои биологические 

эффекты, связываясь с тирозинкиназным рецептором c-kit (СD117), 

экспрессируемом на поверхности гемопоэтических стволовых клеток, а также 

некоторых других клеток [115]. Макрофаги являются одним из основных 

источников SCF. Известно, что взаимодействие с-kit/SCF влияет на образование 

инсулин-позитивных клеток из клеток-предшественников, локализованных в 

протоках поджелудочной железы [90]. 

 

6.2.1 – Содержание фактора стволовой клетки в крови и 

поджелудочной железе крыс с экспериментальным сахарным диабетом 

второго типа 

 

Методом иммуноферментного анализа была определена концентрация 

SCF в плазме крови и ткани поджелудочной железы экспериментальных 

животных (таблица 18). 

Установлено, что к 60-м суткам экспериментального СД2 содержание 

SCF и в плазме крови, и в ткани поджелудочной железы было примерно в 

полтора раза выше, чем у интактных крыс. При этом по мере развития СД2 

концентрация SCF в крови увеличивалась постепенно и составляла 118,31 ± 

3,86 пг/мл к 30-м суткам и 123,61 ± 8,05 пг/мл к 60-м суткам при контрольных 

значениях в 95,16 ± 7,13 пг/мл, а в ткани железы концентрация SCF на 30-е 
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сутки развития СД2 выше, чем на 60-е (627,47 ± 25,32 пг/мл и 456,04 ± 40,6 

пг/мл соответственно). 

 

Таблица 18 – Концентрация фактора стволовой клетки (SCF) в крови и 

поджелудочной железе экспериментальных животных и количество 

клеток, экспрессирующих маркер c-kit (c-kit+ клетки), в неэндокринной 

части поджелудочной железы (ПЖ) экспериментальных животных 
  

Исследуемый параметр  Экспериментальные группы 

Интактная  Сахарный диабет 2 типа (СД2): 

30 суток 60 суток 60 суток + 

АФГ 

Концентрация SCF в плазме 

крови, пг/мл 

95,16 ± 7,13 118,31 ± 3,86 
1; 2 

131,54 ± 

8,48 1 

123,61 ± 

8,05 1 

Концентрация SCF в ПЖ, 

пг/мл 

271,32 ± 

19,63 

627,47 ± 

25,32 1; 2 

456,04 ± 

40,6 1 

623,1 ± 

24,95 1; 2 

Количество c-kit+ клеток, 

N/mm2  

22,64 ± 4,87 4,13 ± 0,79 1 3,31 ± 0,52 1 1,2 ± 0,3 1 

Примечание: 1 – р ˂ 0,05 в сравнении с интактной группой; 2 – р ˂ 0,05 в сравнении 

с группой СД2 продолжительностью 60 суток; АФГ – аминофталгидразид натрия. 

 

6.2.2 - Содержание фактора стволовой клетки в крови и 

поджелудочной железе крыс при изменении активности макрофагов 

 

В крови крыс с СД2 концентрация SCF при введении АФГ не изменялась. 

Напротив, в ткани поджелудочной железы воздействие на функциональную 

активность макрофагов вызывало почти полуторакратное увеличение 

концентрации SCF относительно группы с аналогичной продолжительностью 

диабета. При этом содержание SCF в крови и железе, наблюдаемое при 

модуляции активности макрофагов, было выше, чем в интактной группе 

(таблица 18). 

Таким образом, модуляция активности макрофагов АФГ по-разному 

влияла на содержание SCF в плазме крови и в ткани поджелудочной железы 

крыс с СД2. Влияние функциональной активности макрофагов на содержание 

SCF было более выражено не на уровне всего организма, а локально в ткани 

железы, страдающей от развития СД2 и нуждающейся в регенерации.  
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6.3 – Оценка количества c-kit-позитивных клеток в неэндокринной 

части поджелудочной железы 

  

Исследования показывают, что экспрессия c-kit в поджелудочной железе 

наблюдается в тех панкреоцитах, которые демонстрируют высокую 

пролиферативную способность и могут дать начало новым островковым β-

клеткам. Известно, что с-kit управляет созреванием эндокринных клеток 

поджелудочной железы посредством множества сигнальных путей [128].  

На основании результатов проведённого иммуногистохимического 

исследования срезов поджелудочной железы с использованием антител к c-kit 

можно сделать вывод о том, что у крыс Вистар в нормальных физиологических 

условиях рецепторы к фактору стволовой клетки присутствуют тотально на 

всех клетках островков Лангерганса (рисунок 7), при этом в ацинарной части 

железы наблюдались лишь отдельные клетки, позитивные к c-kit.   

 

 

Рисунок 7 – С-kit-позитивные клетки в островках Лангерганса 

поджелудочной железы интактной крысы 
Примечание:  Иммуногистохимическое окрашивание среза поджелудочной железы 

крысы с применением антител к фактору стволовой клетки (с-kit), контрастное 

докрашивание гематоксилином. Цитоплазма с-kit-позитивных клеток имеет коричневое 

окрашивание. Стрелками показаны островки Лангерганса. Увеличение х400  
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6.3.1 - Оценка количества c-kit-позитивных клеток в неэндокринной 

части поджелудочной железы крыс с экспериментальным сахарным 

диабетом второго типа 

 

К 30-м суткам развития СД2 в поджелудочной железе крыс наблюдалось 

более чем пятикратное уменьшение количества c-kit-позитивных 

неэндокринных клеток (с 22,64 ± 4,87 до 4,13 ± 0,79 клеток на мм2 паренхимы 

железы), причём их количество не изменялось и по мере дальнейшего 

прогрессирования диабета, составляя к 60-м суткам развития СД2 3,31 ± 0,52 

клеток на мм2 площади паренхимы (таблица 18). 

 

6.3.2 – Оценка количества c-kit-позитивных клеток в неэндокринной 

части поджелудочной железы при изменении активности макрофагов  

 

Не выявлено влияния модуляции активности макрофагов на количество 

c-kit-позитивных клеток в неэндокринной части поджелудочной железы 

(таблица 18). При введении АФГ в железе сохранялась присущая интактным и 

диабетным животным преимущественно островковая локализация c-kit-

позитивных клеток.  

 

Резюме  

 

Проведённые исследования были направлены на выяснение возможной 

связи образования и функционирования внеостровковых ИПК поджелудочной 

железы с экспрессией в неэндокринных клетках железы, с одной стороны, 

транскрипционного фактора Pdx1 и, с другой стороны, рецептора к фактору 

стволовой клетки с-kit, а также концентрации его лиганда SCF в ткани железы.  

У интактных крыс количество Pdx1-позитивных клеток в неэндокринной 

части поджелудочной железы было меньше, чем Pdx1-позитивных клеток в 

составе островков Лангерганса, что объясняется приемущественной 
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локализацией Pdx1 в тех клетках железы, которые секретируют гормоны, в 

частности, инсулин. Установлено, что число Pdx1-позитивных клеток в составе 

ацинусов и в эпителии протоков железы примерно одинаково. При развитии 

экспериментального СД2 количество клеток, экспрессирующих Pdx1, 

снижаетлось как в клетках островков Лангерганса, так и в клетках 

неэндокринной части железы. Наблюдаемое при введении АФГ усиление 

экспрессии Pdx1, являющегося общепризнанным маркером образования 

инсулин-продуцирующих клеток, свидетельствуовало об усилении 

регенераторных процессов в железе.  

Содержание SCF в крови и поджелудочной железе и количество клеток в 

паренхиме неэндокринной части железы, экспрессирующих рецептор к нему (c-

kit), были определены для выявления возможного участия стволовых 

гематопоэтических клеток в образовании внеостровковых ИПК поджелудочной 

железы. Увеличение содержания SCF в ткани железы при воздействии на 

функциональное состояние макрофагов у крыс с экспериментальным СД2 

свидетельствует в пользу участия макрофагов в репаративных процессах в 

поджелудочной железе при СД2. Экспрессия рецептора к фактору стволовой 

клетки в неэндокринных панкреоцитах в нормальных физиологических 

условиях и при развитии СД2 была гораздо менее выражена, чем в островках, в 

которых она носит тотальный характер. Количество с-kit-позитивных клеток в 

неэндокринной части железы у крыс с СД2 было меньше, чем у интактных 

животных, при этом модуляция функциональной активности макрофагов не 

влияла на их количество. Снижение экспрессии c-kit можгло быть вызвано 

деградацией рецепторов, запущенной повышенным количеством SCF, что, 

предположительно, является одним из механизмов ограничения эффектов SCF 

во время воспаления [64, 90].  

Таким образом, регуляция образования и активности внеостровковых 

ИПК поджелудочной железы со стороны макрофагального звена может быть 

опосредована интенсивностью экспрессии транскрипционного фактора Pdx1 

неэндокринными клетками железы. Факт увеличения концентрации SCF в 
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ткани железы при ведении АФГ указывает на то, что возможный репаративный 

ответ со стороны стволовых клеток до определённой степени также 

контролируется макрофагами.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Широкая встречаемость сахарного диабета второго типа (СД2), характер 

распространения которого в XX и XXI веках можно охарактеризовать как 

«неинфекционную эпидемию», и то давление, которое данное заболевание 

оказывает на здравоохранение и социальную сферу многих стран, 

обуславливает актуальность изучения особенностей его патогенеза и поисков 

новых направлений терапии. СД2 является хроническим нарушением 

метаболизма, имеющим в основе инсулинорезистентность и гипергликемию, 

приводящие при прогрессировании СД2 к неуклонному снижению количества 

и секреторной активности β-клеток островков Лангерганса поджелудочной 

железы. Необходимость поддержания устойчивого гликемического состояния, 

позволяющего избежать или отсрочить развитие осложнений СД2, ставит перед 

исследователями задачу замещения повреждённых или утраченных β-клеток 

новыми функциональными инсулин-продуцирующими клетками. В качестве 

вариантов заместительной терапии исследователи рассматривают 

трансплантацию панкреатических островков или отдельных β-клеток, 

образование новых инсулин-продуцирующих клеток путём дифференцировки 

стволовых плюрипотентных клеток или дифференцировки неэндокринных 

клеток самой железы.  

Многочисленные исследования показывают, что β-клетки островков 

Лангерганса не являются единственными источниками секреции инсулина в 

организме, и клетки, продуцирующие инсулин, встречаются в паренхиме 

поджелудочной железы и вне островков. Иммуногистохимическое 

исследование панкреатической ткани с использованием антител к проинсулину 

и инсулину выявляет инсулин-позитивные клетки (ИПК) в составе ацинусов и 

в эпителии протоков железы. Взгляды исследователей на природу 

внеостровковых ИПК менялись от отношения к ним как к артефактам, 

появляющимся при подготовке ткани к гистологическому исследованию [48], 

до представления о них как об истинных клетках поджелудочной железы, 
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синтез инсулина которыми подтверждается активацией в них транскрипции 

гена инсулина и проинсулина. Согласно наблюдениям, при экспериментальном 

аллоксановом диабете инсулиноциты панкреатических островков подвержены 

большим деструктивным изменениям, чем внеостровковые инсулиноциты [5]. 

Одной из возможных причин этого может быть сниженное по сравнению с 

островковыми β-клетками количество GLUT2 рецепторов на мембране 

внеостровковых ИПК, что обеспечивает последним большую защиту от 

глюкотоксичности в условиях гипергликемии [65]. Исходя из этого, 

внеостровковые ИПК поджелудочной железы представляют интерес для 

терапии СД2, что обуславливает важность их изучения. Однако, 

внеостровковые ИПК остаются недостаточно изученными, их клеточные 

предшественники и механизмы образования до конца не ясны, а в литературе 

отсутствует подробная морфо-функциональная характеристика данного типа 

клеток в норме и при развитии СД2. Возможно, внеостровковые ИПК являются 

частью диффузной эндокринной системы, значение и функции которой для 

продукции инсулина в норме и при патологии до конца не ясны.  

Среди факторов, способных активировать образование и синтетическую 

активность ИПК за пределами островков Лангерганса, разные авторы называют 

гипергликемию, интенсивность воспаления в поджелудочной железе, 

активность транскрипционных факторов в панкреоцитах и ряд других. Особую 

роль в регуляции образования и функционирования внеостровковых ИПК 

поджелудочной железы исследователи отводят макрофагам, поскольку эти 

клетки иммунной системы регулируют гомеостаз в ткани железы, в частности, 

контролируют пролиферацию и апоптоз β-клеток.     

Вопросы, касающиеся макрофагальной регуляции регенерации тканей, 

находятся в фокусе внимания исследователей уже в течение нескольких 

десятилетий. Способность макрофагов синтезировать биологически активные 

вещества широкого спектра действия в сочетании с пластичностью, 

заключающейся в изменении спектра продуцируемых веществ в зависимости 

от общего состояния организма и локального микроокружения, делает их 
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ключевыми регуляторами восстановления структуры и функции повреждённых 

органов. Проведено множество экспериментальных работ, демонстрирующих 

вовлечённость макрофагов как в процесс повреждения, так и в процесс 

восстановления органов, и свидетельствующих о значимости информационных 

стимулов, посылаемых макрофагами и воспринимаемых резидентными 

клетками окружающей ткани, для регенерации. Особенно большое значение 

деятельность макрофагов имеет при СД2 в силу выраженной воспалительной 

компоненты в патогенезе этого заболевания.    

Продукция макрофагов зависит от тканевого микроокружения, поэтому 

изучение их вне организма затруднительно. В качестве инструмента 

воздействия на макрофаги in vivo был выбран аминофталгидразид натрия 

(АФГ), описанный в литературе как модулятор активности макрофагов, 

обладающий противовоспалительной и антиоксидантной активностью [176, 

195]. Введение АФГ крысам с СД2 осуществлялось курсом из 20 

внутримышечных инъекций в течение 30 дней по схеме, разработанной 

Даниловой И.Г. с соавторами.  

Цель и задачи работы были сформулированы, исходя из существующих 

пробелов в биологии внеостровковых ИПК поджелудочной железы, а именно 

отсутствия описания морфо-физиологических особенностей данного типа 

клеток и характера их расположения в паренхиме поджелудочной железы в 

физиологически нормальных условиях и при экспериментальном 

моделировании СД2, а также анализа возможных механизмов макрофагальной 

регуляции образования и функционирования данного типа клеток. 

Установлено, что ИПК располагаются в паренхиме поджелудочной 

железы поодиночке или малыми группами в составе ацинусов и в эпителии 

протоков как у физиологически интактных крыс, так и у крыс с 

экспериментальным СД2. У интактных крыс количество внеостровковых ИПК 

составляет не более 3 % от общего числа инсулин-содержащих клеток железы, 

а при развитии экспериментального СД2 доля внеостровковых ИПК от всех 

ИПК увеличивается в 2-3 раза. Внеостровковые ИПК располагаются 
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преимущественно в составе ацинусов экзокринной части поджелудочной 

железы, где их количество более чем в 3,5 раза превышает таковое в эпителии 

протоков железы. Данное наблюдение справедливо как для интактных крыс, так 

и для крыс с СД2. ИПК в составе ацинусов железы не только более 

многочисленны, они также имеют большие размеры, чем ИПК в эпителии 

протоков. У интактных животных показатели функциональной активности 

ацинарных и протоковых ИПК не отличаются, а при развитии СД2 отмечена 

тенденция к снижению функциональной активности внеостровковых ИПК 

обеих субпопуляций.  

При повреждении поджелудочной железы, вызванной развитием 

экспериментального СД2, увеличивалась инфильтрация макрофагами 

ацинарной части паренхимы железы. Очевидно, это вело к нарастанию 

интенсивности воспалительного процесса в ацинусах, поскольку известно, что 

при развитии СД2 ткань поджелудочной железы инфильтрируется 

макрофагами провоспалительного типа. Модуляция активности макрофагов 

введением АФГ приводила, во-первых, к уменьшению общего количества 

макрофагов в железе, а, во-вторых, к перераспределению их в неэндокринной 

паренхиме, результатом которого являлось уменьшение макрофагальной 

инфильтрации ацинусов. Задача воздействия на макрофаги заключалась в 

сдвиге их активации в сторону М2 макрофагов. Если учитывать возможную 

вовлечённость белка F4/80, использованного в работе для идентификации 

макрофагов, в образование регуляторных Т-клеток [270], и, следовательно, 

трактовать его как маркер М1 макрофагов, то на основании данных о 

количестве макрофагов в ткани поджелудочной железы можно сделать вывод о 

снижении инфильтрации ацинусов железы провоспалительными макрофагами 

в результате модуляции их функциональной активности.   

Альтернативно активированные М2 макрофаги оказывают протекторное 

действие на β-клетки, вызывая их пролиферацию и усиливая секрецию 

инсулина в них [16, 25, 203, 224]. Ввиду существования тесной связи между 

макрофагами и пролиферацией и жизнедеятельностью β-клеток, логично 
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предположить, что факторы, секретируемые дифференциально 

активированными макрофагами, влияющие на функциональную массу β-

клеток, будут влиять и на образование и функционирование внеостровковых 

ИПК. 

Для оценки влияния функциональной активности макрофагов на 

внеостровковые ИПК были выбраны те цитокины, по экспрессии которых 

можно не только судить о направлении поляризации макрофагов, но и с 

помощью которых макрофаги могут воздействовать на образование и 

функционирование инсулиноцитов. TNF-α и IFNγ способствуют активации 

макрофагов по классическому пути, выступая в качестве эндогенных 

переключателей, запускающих развитие воспалительных реакций при СД2, а 

TGF-β1, напротив, ассоциирован с дифференцировкой макрофагов по М2 пути, 

способствующему пролиферации клеток и восстановлению функций ткани. 

TNF-α и IFNγ относятся к числу цитокинов, оказывающих наиболее 

выраженное негативное воздействие на функционирование β-клеток. TNF-α и 

IFNγ вносят вклад в развитие стресса эндоплазматического ретикулума, 

который проявляется в виде нарушения фолдинга белков и, с большой 

вероятностью, ведёт к развитию пироптоза, усиливают окислительную 

активность iNOS и NADPH, нарушают секрецию инсулина. Согласно данным 

ряда авторов, TGF-β1, напротив, способствует пролиферации β-клеток.  

Закономерное увеличение концентрации TNF-α и IFNγ в крови и 

снижение концентрации TGF-β1 в ткани поджелудочной железы на фоне 

увеличения инфильтрации ацинусов макрофагами свидетельствовало о 

развитии воспалительных реакций в ткани железы. Модуляция 

функциональной активности макрофагов, вызывая снижение количества IFNγ в 

крови, количества TNF-α в ткани железы и увеличение количества TGF-β1 в 

крови и железе, снижала интенсивность воспалительных процессов в 

поджелудочной железе, что могло способствовать трансдифференцировке 

неэндокринных панкреоцитов в инсулиноциты.  
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Анализируя количество и функциональную активность внеостровковых 

ИПК поджелудочной железы на фоне картины инфильтрации неэндокринной 

части железы провоспалительными макрофагами и концентрации в ткани 

железы цитокинов при СД2 и после воздействия на функциональную 

активность макрофагов, можно сделать вывод о том, что макрофаги влияли на 

образование и функционирование внеостровковых ИПК. Увеличение 

количества ИПК в неэндокринной части железы было ассоциировано с ростом 

концентрации TGF-β1 и снижением концентрации TNF-α в ткани железы. 

Таким образом, полученные в работе данные демонстрируют связь между 

количеством и функциональной активностью макрофагов и образованием и 

функционированием внеостровковых ИПК. Усиление количества 

внеостровковых ИПК поджелудочной железы и их функциональной активности 

наблюдалось на фоне уменьшения интенсивности воспалительных реакций в 

неэндокринной части паренхимы железы. 

Результатом трансдифференцировки собственных неэндокринных клеток 

поджелудочной железы должны являться клетки, не просто способные 

производить инсулин, но такие, в которых осуществляется индукция секреции 

инсулина и быстрое его выделение адекватно физиологическим сигналам. Это 

возможно в том случае, если во вновь образованных внеостровковых ИПК 

будут активен тот же комплекс генов, что и в островковых β-клетках. Для 

выяснения механизмов воздействия макрофагов на внеостровковые ИПК 

необходимо выяснить, как макрофаги влияют на гены, связанные с синтезом и 

секрецией инсулина.  

Транскрипционный фактор Pdx1 играет решающую роль как в 

образовании и функционировании β-клеток панкреатических островков в 

эмбриональный период и их функционировании во взрослом организме, так и в 

дедифференцировке неэндокринных клеток железы в ИПК. Основное 

количество Pdx1-позитивных панкреоцитов локализовано в островках 

Лангерганса, однако клетки, экспрессирующие Pdx1, присутствуют также в 
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неэндокринной части паренхимы железы как интактных крыс, так и крыс с 

экспериментальным СД2. Развитие СД2 сопровождалось снижением 

количества Pdx1-позитивных клеток в неэндокринной части железы, а 

модуляция активности макрофагов, напротив, увеличением их количества, что 

согласуется с количеством и функциональной активностью внеостровковых 

ИПК. Отмеченное на тридцатый день экспериментального диабета увеличение 

количества и размеров одиночных ИПК, расположенных в составе ацинусов, 

хорошо соотносится с тем фактом, что снижение количества Pdx1-позитивных 

клеток в составе ацинусов наблюдалось лишь на шестидесятые сутки развития 

СД2.  

Таким образом, сигналы, вырабатываемые макрофагами, влияют на 

неэндокринные клетки поджелудочной железы, и, в зависимости от 

направления поляризации макрофагов, определяющей интенсивность 

воспалительных реакций в ткани железы, могут способствовать 

трансдифференцировке ацинарных и протоковых клеток железы в ИПК. В 

результате снижения макрофагальной инфильтрации ацинусов железы при 

СД2, в неэндокринных клетках железы усиливается экспрессия 

транскрипционного фактора Pdx1, что, в сочетании со снижением уровнем 

воспаления, приводит к трансдифференцировке панкреоцитов в ИПК. Другим 

механизмом влияния макрофагов нв внеостровковые ИПК является усиление 

продукции TGF-β1, влияющего на пролиферацию инсулиноциров и 

трансдифференцировку в инсулин-продуцирующие клетки, в ткани железы. 

При воздействии на функциональную активность макрофагов у крыс с 

СД2 наблюдалось не только увеличение количества ИПК в составе ацинусов и 

в эпителии протоков железы, но и снижение выраженности гипергликемии и 

повышение концентрации инсулина в крови до уровня физиологически 

интактных животных.  

Что касается возможности образования внеостровковых ИПК из 

стволовых клеток, рекрутируемых в поджелудочную железу при повреждении 

органа, вызванном развитием СД2, то влияние макрофагов на этот процесс 
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остаётся недоказанным, хотя его и нельзя полностью отвергать. Литературные 

данные демонстрируют участие взаимодействия SCF и c-kit – рецептора, 

связывание с которым приводит к его активации, имеющей решающее значение 

для дифференцировки стволовых клеток, в дифференцировке и пролиферации 

эндокринных островковых клеток во время развития поджелудочной железы 

плода человека [81, 115]. Доказано влияние макрофагов на выход 

гемопоэтических клеток из костного мозга и их миграция в зону повреждения 

[14].  

Уровень SCF в крови и ткани поджелудочной железы, повышенный у 

животных с СД2, не снижался и при модуляции функциональной активности 

макрофагов. Однако, в панкреоцитах неэндокринной части железы не 

происходило усиления экспрессии рецептора к SCF – белку c-kit. Объяснением 

этого факта может быть упоминаемая в литературе компенсаторная деградация 

рецептора c-kit, вызванная повышенным содержанием SCF, и являющаяся, 

предположительно, одним из механизмов ограничения эффектов SCF во время 

воспаления [64, 90].  

Таким образом, макрофаги, являясь одними из главных координаторов 

метаболического и тканевого гомеостаза, способны создать в поджелудочной 

железе микросреду, способствующую образовнию ИПК в составе ацинусов и в 

эпителии протоков.  

Выявленные патофизиологические механизмы макрофагальной 

регуляции образования и функционирования внеостровковых ИПК схематично 

изображены на рисунке 8.  

Количество внеостровковых ИПК в поджелудочной железе и их 

функциональная активность зависят от содержания триады транскрипционных 

факторов (3TF), в первую очередь Pdx1, в неэндокринных клетках железы. 

Помимо количества Pdx1, на трансдифференцировку неэнокринных 

панкреоцитов в ИПК влияет уровень воспаления в ткани железы и содержание 

глюкозы в крови. Неизвестно пока, какие комбинации данных факторов 

необходимы и достаточны для прохождения трансдифференцировки 



122 

 

неэндокринных клеток поджелудочной железы. На фоне повышения 

концентрации провоспалительного цитокина TNF-α в крови, 

характеризующего общий уровень воспалительных реакций при СД2, 

уменьшения содержания противовоспалительного цитокина TGF-β1 в 

панкреатической ткани и снижения количества внеостровковых панкреоцитов, 

экспрессирующих Pdx1, при усилении макрофагальной инфильтрации 

ацинарной части железы, наблюдалось снижение количества и 

функциональной активности внеостровковых ИПК. 

 

 

 

Рисунок 8 – Патофизиологические механизмы макрофагальной 

регуляции образования и функционирования внеостровковых инсулин-

позитивных клеток (ИПК) поджелудочной железы 
 Примечание: СД2 – сахарный диабет второго типа; TF (Pdx1) – фактор 

транскрипции Pdx1; ПЖ – поджелудочная железа; TGF-β1 – трансформирующий фактор 

роста бета 1; TNF-α – фактор некроза опухоли альфа; АФГ – аминофталгидразид натрия. 



123 

 

Воздействие на макрофаги аминофталгидразидом натрия привело к 

снижению выраженности воспалительных реакций в организме и 

поджелудочной железе, что, в частности, создало благоприятный фон для 

трансдифференцировки неэндокринных клеток железы в ИПК под влиянием 

Pdx1. Результатом увеличения количества Pdx1-позитивных клеток в составе 

ацинусов и эпителии протоков, снижения уровня воспаления и увеличения 

содержания TGF-β1 в ткани поджелудочной железы могло стать наблюдаемое 

увеличение количества и функциональной активности внеостровковых ИПК. В 

работе не было выявлено влияния активности и продукции макрофагов на 

дифференцировку внеостровковых ИПК из стволовых клеток-предшественниц, 

что отражено на рисунке 8 штриховкой соответствующего блока.  

 

.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. В норме инсулин-позитивные клетки обнаруживаются в паренхиме 

поджелудочной железы вне островков Лангерганса в составе ацинусов и в 

эпителии протоков одиночно и в составе небольших групп, в условиях 

экспериментального сахарного диабета второго типа их количество снижается; 

неоднородность реагирования субпопуляций внеостровковых инсулин-

позитивных клеток на развитие экспериментального сахарного диабета второго 

типа проявляется через изменение размеров и функциональной активности 

клеток.  

2. Снижение макрофагальной инфильтрации ацинусов поджелудочной 

железы, наблюдаемое при воздействии на макрофаги аминофталгидразидом 

натрия при экспериментальном сахарном диабете второго типа, 

сопровождается увеличением количества и функциональной активности 

внеостровковых инсулин-позитивных клеток.  

3. Изменение функциональной активности макрофагов у крыс с 

экспериментальным сахарным диабетом второго типа под действием 

аминофталгидразида натрия приводит к снижению концентрации IFN-γ в крови 

и TNF-α в ткани поджелудочной железы и росту концентрации TGF-β1 в крови 

и ткани поджелудочной железы.   

4. Функциональная активность макрофагов влияет на количество 

ацинарных и протоковых клеток поджелудочной железы, экспрессирующих 

транскрипционный фактор Pdx1.  

5. Увеличение концентрации фактора стволовой клетки в ткани 

поджелудочной железы при воздействии на макрофаги аминофталгидразидом 

натрия не сопровождается изменением экспрессии рецептора к фактору 

стволовой клетки (c-kit) ацинарными и протоковыми клетками железы. 

6. Влияние макрофагов на активность внеостровковых инсулин-

позитивных клеток поджелудочной железы осуществляется посредством 

изменения содержания в ткани железы провоспалительных цитокинов и 
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ростовых факторов, а также изменения количества ацинарных и протоковых 

клеток поджелудочной железы, экспрессирующих фактор транскрипции Pdx1. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

1. При изучении инсулинопродуцирующей системы организма 

необходимо учитывать присутствие инсулинопродуцентов в паренхиме 

поджелудочной железы вне островков Лангерганса как в физиологически 

нормальных условиях, так и при патологии (сахарный диабет второго типа).  

2. При разработке новых способов профилактики и бета-клеточной 

заместительной терапии сахарного диабета второго типа (СД2) необходимо 

учитывать зависимость образования и активности инсулин-позитивных и 

Pdx1-позитивных внеостровковых клеток поджелудочной железы от 

количества макрофагов, инфильтрирующих неэндокринную часть 

поджелудочной железы, и их функциональной активности, а также 

неоднородность реагирования инсулин-позитивных клеток ацинарной и 

протоковой субпопуляций на развитие СД2. 

3. Учитывая положительный эффект на образование и активность 

внеостровковых инсулин-позитивных клеток поджелудочной железы, 

выявленный в эксперименте, аминофталгидразид натрия может быть 

использован при разработке новых способов профилактики и терапии СД2.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

АФГ натриевая соль 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-

диона 

ИПК инсулин-позитивные клетки 

Мкм микрометр 

ммоль/л миллимоль на литр 

мМЕ/мл милли- международная единица на миллилитр 

ПЖ поджелудочная железа 

СД сахарный диабет 

СД2 сахарный диабет второго типа 

У.е. условные единицы 

IFN-γ (interferon gamma) интерферон гамма 

IL интерлейкины 

LYM (lymphocytes) лимфоциты 

M ± m среднее арифметическое ± ошибка среднего 

N/mm2 штук на мм2 паренхимы органа 

c-kit рецептор фактора роста тучных и стволовых клеток 

Pdx1 (pancreatic and 

duodenal homeobox 1) 

панкреатический дуоденальный гомеобоксный белок 

1 

SCF (stem cell factor) фактор стволовой клетки 

TGF-β1 (transforming 

growth factor beta 1) 

трансформирующий фактор роста бета 1 

TNF-α (tumor necrosis 

factor alpha) 

фактор некроза опухоли альфа 

β-клетки бета-клетки островков Лангерганса поджелудочной 

железы 
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