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СИНТЕЗИРУЮЩУЮ СИСТЕМУ В НОРМЕ И ПРИ 
АЛЛОКСАНОВОМ ДИАБЕТЕ
Булавинцева Т.С.1, Юшков Б.Г.1, Данилова И.Г.1, Абидов М.Т.2 
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Резюме. Инсулин-синтезирующие клетки (ИСК) поджелудочной железы локализованы как в ее 
островках, так и экзокринной части в виде одиночных клеток или агломератов. ИСК различаются 
своими морфофункциональными характеристиками в зависимости от особенностей микроокруже-
ния. В формировании их микроокружения участвуют в том числе резидентные макрофаги. Цель – 
оценить влияние функциональной активности макрофагов на инсулин-синтезирующую систему 
(панкреатический островок, агломераты и отдельно лежащие инсулин-синтезирующие клетки) в 
норме и при аллоксановом диабете. 

Аллоксановый диабет вызывали у половозрелых крыс самцов линии «Вистар» внутрибрюшин-
ным введением аллоксана (30 мг/100 г). Моделирование функциональной активности макрофагов 
осуществлялось противовоспалительным препаратом аминофталгидразида (АФГ). В крови экспери-
ментальных животных анализировали содержание инсулина, глюкозы и гликозилированного гемо-
глобина. В гомогенате поджелудочной железы определяли уровень IL-1α, TNFα и IFNγ. На гисто-
логических препаратах органа подсчитывали содержание макрофагов в островковой и экзокринной 
частях, а также количество панкреатических островков, агломератов и одиночных ИСК. Определяли 
уровень пролиферации (insulin+Ki-67+), апоптотоза (TUNEL+insulin+) и содержание инсулина (по ин-
тенсивности его флюоресценции) ИСК различной локализации. Все панкреатические островки были 
разделены на 3 типа по интенсивности флюоресценции инсулина – островки с высоким, средним и 
низким уровнем флюоресценции. 

У здоровых крыс иммуномодуляция снижает общий уровень IL-1α в паренхиме поджелудочной 
железы без изменения общих показателей углеводного обмена. В экзокринной части органа увели-
чивается содержание одиночных ИСК в протоковом эпителии и повышается пролиферация ИСК 
агломератов. В панкреатических островках растет интенсивность апоптоза β-клеток. Уменьшается 
доля островков с высоким уровнем флюоресценции инсулина и увеличивается доля со средним его 
уровнем. При этом в первых плотность макрофагов и пролиферация β-клеток ниже, а апоптоз выше 
чем у интактных животных. В островках с низким содержанием инсулина иммунномодуляция не вы-
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зывает изменений морфологических характеристик. Введение АФГ при аллоксановом диабете спо-
собствует значительному снижению концентрации IFNγ в тканях железы, стабилизирует содержание 
IL-1α, при этом уменьшается апоптоз ИСК и макрофагальная инфильтрация во всех отделах железы. 
В протоковом эпителии сохраняется большое количество одиночных ИСК с высокой синтетической 
активностью, увеличивается число агломератов и их клеточность. В островках увеличивается количе-
ство делящихся β-клеток. 

Модуляция функциональной активности макрофагов поджелудочной железы в физиологических 
условиях оказывает разнонаправленное влияние на инсулин-синтезирующие клетки в зависимости 
от их локализации. В экзокринной части органа, где располагаются М2-макрофаги, наблюдается ак-
тивация дифференцировки и пролиферации предшественников ИСК. В то время как в островках, 
где присутствуют М1-макрофаги, усиливается апоптоз β-клеток. При аллоксановом диабете имму-
номодуляция способствует снижению деструкции инсулиноцитов на фоне высокой интенсивности 
их пролиферации. Гетерогенность реакции ИСК на изменение микроокружения зависит от их син-
тетической активности. У здоровых крыс в островках с высоким уровнем флюоресценции инсулина 
повышается уровень апоптоза и снижается пролиферация β-клеток, в то время как морфофункцио-
нальные характеристики островков с низким уровнем флюоресценции инсулина не меняются. При 
аллоксановом диабете в островках с высокими показателями флюоресценции преобладает апоптоз, а 
в островках с низким содержанием инсулина – пролиферация β-клеток.

Ключевые слова: макрофаги, инсулин-синтезирующая система, физиологические условия, аллоксановый диабет

INFLUENCE OF MACROPHAGES ON THE INSULIN-
SYNTHESIZING SYSTEM UNDER NORMAL CONDITIONS AND 
IN ALLOXAN DIABETES
Bulavintseva T.S.a, Yushkov B.G.a, Danilova I.G.a, Abidov M.T.b 

a Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation  
b Institute of Immunopathology and Preventive Medicine, Ljubljana, Slovenia

Abstract. Insulin-synthesizing cells (ISCs) of pancreatic gland are localized both in its islets, and in exocrine 
portion, as single cells or cellular agglomerates. ISCs differ in their morphological and functional characteristics, 
depending on characteristics of the microenvironment. Resident macrophages are also involved into formation 
of their microenvironment. Our purpose was to assess the effect of functional macrophages upon the insulin-
synthesizing system (pancreatic islets, cell agglomerates, and separately lying insulin-synthesizing cells) under 
normal conditions and in alloxan diabetes. 

Alloxan diabetes was induced in mature male Wistar rats by intraperitoneal injection of alloxan (30 mg/100 g). 
Functional activity of macrophages was modeled with anti-inflammatory drug aminophthalhydrazide (AMP). 
Contents of insulin, glucose, and glycosylated hemoglobin were measured in blood of experimental animals. The 
levels of IL-1α, TNFα and IFNγ were determined in pancreatic homogenate. The number of macrophages was 
counted in histological preparations from the insular and exocrine parts of the organ, as well as the number of 
pancreatic islets, agglomerates, and single ISCs. The amounts of proliferating cells (insulin+Ki-67+), apoptotic 
forms (TUNEL+insulin+), and insulin content of ISCs at different sites (according to their fluorescence 
intensity) were determined. All pancreatic islets were divided into 3 types, according to intensity of insulin 
fluorescence, i.e., islets with high, median and low levels of fluorescence. 

In healthy rats, immunomodulation reduced total level of IL-1α in pancreatic parenchyma, without 
changing the overall parameters of carbohydrate metabolism. In the exocrine part of pancreas, the content 
of single ISCs in ductal epithelium was increased. Likewise, proliferation of the ISC agglomerates became 
higher. The intensity of β-cell apoptosis increased in pancreatic islets. The proportion of islets with high-level 
insulin fluorescence was decreased, along with lower density of macrophages and proliferation rates of β-cells, 
and higher apoptosis rates, than in intact animals. We have also revealed there an increased ratio of cells with 
average insulin levels. In the islets with low insulin content, immunomodulation did not cause morphological 
changes. Administration of AMP in alloxan diabetes contributes to a significantly decreased concentration of 
IFNγ in pancreatic tissues, stabilizes IL-1α content, along with reduced apoptosis of ISCs and macrophage 
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infiltration in all parts of the gland. In the ductal epithelium, a large number of single ISCs with high synthetic 
activity was observed, with retained number of agglomerates and their increased cellularity. The number of 
dividing β-cells is increased in pancreatic islets. 

Modulation of the functional activity of pancreatic macrophages under physiological conditions provides a 
multidirectional effect on the insulin-synthesizing cells, depending on their localization. In exocrine part of the 
organ, where M2 macrophages are located, we have observed activated differentiation and proliferation of ISC 
precursors. Meanwhile, in the islets where M1 macrophages are present, apoptosis of β-cells was enhanced. In 
alloxan diabetes, immunomodulation was associated with reduced destruction of insulinocytes, along with high 
intensity of their proliferation. Heterogenous response of ISCs to the changes in the microenvironment depends 
on their synthetic activity. In healthy rats, the islets with high level of insulin fluorescence, the level of apoptosis 
is increased, and β-cell proliferation is reduced, while the morphological and functional characteristics of islets 
with low-level insulin fluorescence did not change. In alloxan diabetes, apoptosis prevailed in islets with high 
fluorescence values, whereas β-cell proliferation predominated in the islets with low insulin contents.

Keywords: macrophages, insulin-synthesizing system, physiological conditions, alloxan diabetes

Работа выполнена в рамках бюджетной темы 
№ 122020900136-4 ИИФ УрО РАН.

Данная исследовательская работа прове-
дена на базе Центра коллективного пользо-
вания Института иммунологии и физиологии 
УрО РАН в рамках Государственного задания 
№ 122020900136-4.

Введение
Инсулин-синтезирующие клетки (ИСК) под-

желудочной железы характеризуются выражен-
ной гетерогенностью своих морфофункциональ-
ных характеристик. Основная масса ИСК – это 
β-клетки панкреатических островков, осущест-
вляющих регуляцию углеводного обмена. И око-
ло 2% диффузно распределено в экзокринной 
части органа в виде одиночных ИСК в составе 
ацинарного или протокового эпителия и их агло-
мератов [9]. Морфология вне островковых ИСК 
определяется местом, в котором они локализо-
ваны (ацинарный и/или протоковый эпителий). 
Считается, что агломераты ИСК представляют 
собой один из этапов эмбрионального формиро-
вания островков [32] из клеток-предшественни-
ков [18]. Во взрослом организме вне островковые 
ИСК также являются источником регенерации 
β-клеток в условиях дефицита ИСК и/или инсу-
лина, как в физиологических условиях (беремен-
ность, ожирение), так и при патологии [18]. В то 
же время они осуществляют паракринную регу-
ляцию экзокринной функции органа, секретируя 
инсулин в межклеточное пространство и прото-
ки [6], а также участвуют в созревании секрети-
рованного β-клетками инсулина выделяя зимо-
ген в кровоток [7]. 

Помимо своей морфофункциональной гете-
рогенности ИСК обладают различной чувстви-
тельностью к повреждающим факторам, что об-
условлено особенностями их микроокружения. 
В формировании, которого в числе прочего, уча-
ствуют резидентные макрофаги. Регулируя тка-

невый гомеостаз, они участвуют в координации 
эмбрионального развития [34], функционирова-
ния и регенерации  /  репарации инсулин-синте-
зирующей системы поджелудочной железы [16]. 

В физиологических условиях резидентные ма-
крофаги, неоднородно распределенные в парен-
химе поджелудочной железы, представляют со-
бой долгоживущий самоподдерживающийся тип 
клеток, различающихся спектром функциональ-
ной активации в зависимости от их локализации. 
Большая часть резидентных макрофагов подже-
лудочной железы расположена в перидуктальной 
области и в базальной мембране ацинусов. Они 
демонстрируют М2-профиль активации, экс-
прессируя IL-10 [12, 13]. 

Макрофаги островков Лангерганса характери-
зуются М1 фенотипом, экспрессируя IL-1α, β и 
TNFα и определяются в небольшом количестве 
в тесном контакте с β-клетками и кровеносными 
сосудами [12]. Это способствует фагоцитозу се-
креторных гранул β-клеток и их антигенной пре-
зентации Т-лимфоцитам [13, 35]. Вместе с этим 
макрофаги участвуют в контроле уровня нутри-
ентов в крови, (в постпрандиальный период) и, 
секретируя IL-1β в ответ на повышение уровня 
глюкозы, могут стимулировать продукцию инсу-
лина [15, 19]. 

В условиях развития сахарного диабета моно-
нуклеарные фагоциты первыми активно инфиль-
трируют паренхиму поджелудочной железы [4, 
14] и рассматриваются в качестве регуляторов 
аутоиммунной деструкции β-клеток [39]. В каче-
стве хемоаттрактантов для макрофагов могут вы-
ступать белки стресса (например, кальгранулин 
(S100А8)) на поверхности мембраны β-клеток и 
IL-1α секретируемый последними в межклеточ-
ное пространство [22]. Более того, под действием 
этих белков стресса происходит активация синте-
за провоспалительных цитокинов (IL-1α, TNFα 
и IFNγ) инфильтрирующими макрофагами [30, 
37], которые, наряду с деструкцией β-клеток, уг-
нетают синтез и секрецию инсулина [22]. 
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В то же время, активируя дифференциров-
ку регуляторных Тh2-лимфоцитов, макрофаги 
способны останавливать патологическую ауто-
иммунную реакцию [29]. А секретируемые ими 
противовоспалительные цитокины и ростовые 
факторы (IL-10, EGF, IGF и TGF) играют клю-
чевую роль в стимуляции репаративной регене-
рации, растворении фибрина и ангиогенезе [36]. 
Существуют экспериментальные данные, под-
тверждающие, что альтернативно активирован-
ные макрофаги могут предотвращать деструкцию 
и стимулировать пролиферацию β-клеток в усло-
виях сахарного диабета и тем самым восстанав-
ливать регуляцию углеводного обмена и предот-
вращать развитие осложнений [36]. 

В настоящее время известно много исследова-
ний, посвященных роли макрофагов в регуляции 
развития, функции, патологии и регенерации 
островкового аппарата. Однако практически от-
сутствуют данные о том, как макрофаги, созда-
вая специфическое микроокружение, влияют 
на функцию и взаимодействие ИСК различной 
локализации в поджелудочной железе в физио-
логических условиях и при развитии сахарного 
диабета.

Цель исследования – оценить влияние функ-
циональной активности макрофагов на инсу-
лин-синтезирующую систему (панкреатический 
островок, агломераты и отдельно лежащие инсу-
лин-синтезирующие клетки) в норме и в услови-
ях аллоксанового диабета. 

Материалы и методы
Работа выполнена на 35 крысах самцах «Ви-

стар» в возрасте 3 месяца. Исследование про-
ведено в соответствии с этическими нормами, 
изложенными в «Правилах проведения работ с 
использованием экспериментальных животных» 
и Директиве 2010/63/EU Европейского Парла-
мента и Совета Европейского Союза по охране 
животных, используемых в научных целях. На 
проведение исследования получено разрешение 
этического комитета ИИФ УрО РАН (протокол 
№ 01/21 от 01.12.2021). 

Моделирование аллоксанового диабета осу-
ществляли путем трехкратного внутрибрюшин-
ного введения аллоксана через день натощак в 
общей дозе 30 мг/100 г веса [5].

Для исследования влияния изменения секре-
торной активности макрофагов на морфофунк-
циональные характеристики ИСК различной 
локализации использовали препарат натриевой 
соли 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-диона 
(АФГ). АФГ снижает секрецию клетками моно-
цитарно-макрофагального ряда провоспалитель-
ных цитокинов и активных форм радикалов [1, 
23], а также повышает продукцию противовос-
палительных факторов [28]. АФГ животным вво-
дили внутримышечно в дозировке 2 мг/кг веса в 

течение 30 дней по схеме, рекомендованной про-
изводителем: 5 дней каждый день, 5 дней через 
день и 5 дней через два дня. 

Экспериментальные животные были разделе-
ны на 5 групп по 7 штук в каждой: 1 – интактные 
животные, 2 – здоровые животные с введением 
АФГ по схеме в течение 30 суток (АФГ 30 с.), 3 – 
животные на 30-е сутки после введения аллокса-
на (Ал 30 с.), 4 – животные на 60-е сутки после 
введения аллоксана (Ал 60 с.), 5 – животные, 
которым на 30-е сутки после введения аллоксана 
проводили инъекции АМФ по схеме в течение 30 
суток (Ал 30 с. + АФГ).

Выведение животных из эксперимента на 30-е 
и 60-е сутки проведено натощак передозировкой 
золетила (15 мг/кг), предварительно взяв кровь 
из хвостовой вены.

Биохимические исследования
В периферической крови определяли кон-

центрацию глюкозы (Novogluk-R; VektorBest, 
Россия) и относительное количество гликозили-
рованного гемоглобина (Diabetes-test; Fosfosorb 
OJSC, Россия).

Иммуноферментный анализ осуществляли для 
определения концентрации инсулина (Insulin 
ELISA, Mercodia AB, Швейцария) в перифериче-
ской крови крыс. Содержание провоспалитель-
ных цитокинов (IL-1α, TNFα, IFNγ) в паренхиме 
поджелудочной железы оценивали путем прове-
дения иммуноферментного анализа ее гомогена-
та (Thermo Fisher, США). Подготовка гомогената 
ткани включала промывку ледяным фосфатно-
солевым буфером (рН = 7,4) и гомогенизацию 
с помощью системы дезагрегации тканей (BD, 
США) [10].

Иммуногистохимическое окрашивание
Образцы ткани поджелудочной железы фик-

сировали в 10% забуференном формальдегиде, 
далее осуществляли стандартную подготовку об-
разцов на автоматическом процессоре Leica EG 
1160 с последующей заливкой в парафин. 

Пролиферацию ИСК выявляли путем двой-
ного непрямого последовательного иммунофлу-
оресцентного окрашивания [24] с использова-
нием первичных антител к инсулину (Millipore, 
Германия) и маркеру пролиферации Ki-67 (BD, 
США). В качестве вторичных были использо-
ваны антитела, конъюгированные с Texas Red 
(Abcam, США) для визуализации Ki-67 и с Alexa 
Flore 488 (Abcam, США) для визуализации ин-
сулина. Контрастное окрашивание ядер про-
водили красителем NucRed Dead 647 (Life Tec, 
Германия). Оценку апоптоза ИСК осуществляли 
путем выявления фрагментации ДНК методом 
TUNEL (ThermoFisher, США) с последующим 
иммунофлуоресцентным окрашиванием инсу-
лина (Millipore, Германия) по выше описанному 
протоколу.

Макрофаги визуализировали также в ходе 
двойного непрямого последовательного имму-
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нофлуоресцентного окрашивания [24], исполь-
зуя антитела к пан-макрофагальному антигену 
CD68 (BD, США) и инсулину (Millipore, Герма-
ния), вторичные антитела были конъюгирова-
ны с Texas Red (Abcam, США) и Alexa Flore 488 
(Abcam, США) соответственно.

Негативный контроль окрашивания произво-
дили на аналогичных срезах поджелудочной же-
лезы по соответствующим протоколам, исключая 
первичные антитела [24]. 

Морфологическое исследование
На гистологических препаратах в 1 мм2 па-

ренхимы поджелудочной железы определяли ко-
личество (N/мм2) панкреатических островков, 
агломератов и отдельно лежащих инсулин-син-
тезирующих клеток в составе ацинарного и про-
токового эпителия, а также их общее количество. 
В качестве агломератов инсулин-синтезирующих 
клеток (ИСК) рассматривали скопления от 2 до 
5 клеток, не окруженные капсулой из базальной 
мембраны [3, 9]. А также общее содержание ма-
крофагов и их количественное распределение в 
панкреатических островках, ацинарной и пери-
дуктальной частях поджелудочной железы.

Морфологическое исследование отдель-
ных инсулин-синтезирующих структур вклю-
чало подсчет количества ИСК в панкреа-
тических островках и агломератах (1/мм2 
структуры), относительного количества (в про-
центе от общего их количества, %) пролифери-
рующих (insulin+Ki-67+) и вступивших в апоптоз 
(TUNEL+insulin+) ИСК различной локализации. 

Функциональную активность ИСК оценива-
ли по интенсивности флюоресценции инсулин-

позитивной области ИСК [17]. В зависимости 
от интенсивности флюоресценции инсулина 
все ПО были разделены на три типа: I тип – ПО 
с высоким содержанием инсулина (интенсив-
ность флюоресценции инсулина от 41 усл. ед.); 
II тип – ПО со средним содержанием инсулина 
(интенсивность флюоресценции инсулина от 21 
до 40 усл. ед.); III тип – ПО с низким содержани-
ем инсулина (интенсивность флюоресценции до 
20 усл. ед.). 

Визуализацию изображения осуществляли на 
лазерном сканирующем конфокальном микро-
скопе LSM 710 (CARL ZEISS, Германия), а мор-
фометрию с помощью программного обеспече-
ния ZEN2010.

Статистический анализ 
Полученные данные анализировали с помо-

щью программы STATISTICA 10. Данные пред-
ставлены в виде среднего арифметического и 
ошибки среднего. Поскольку численность вы-
борки менее 10 достоверность различий между 
группами оценивали по непараметрическому 
критерию Манна–Уитни (U). 

Результаты
Модуляция функциональной активности макро-

фагов в физиологических условиях
Введение АФГ интактным крысам не приводит 

к изменению биохимических показателей угле-
водного обмена (содержание инсулина, глюкозы 
и гликозилированного гемоглобина (Hb Ac1))  
в периферической крови (рис. 1).
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Рисунок 1. Биохимические показатели периферической крови экспериментальных животных. А – уровень глюкозы 
и гликозилированного гемоглобина (Hb Ac1); Б – концентрация инсулина
Примечание. Hb Ac1 – гликозированный гемоглобин; * – достоверные отличия от группы интактных животных (p ≤ 0,05); 
^ – достоверные отличия от группы животных с длительностью аллоксанового диабета 30 суток (з ≤ 0,05); ^^ – достоверные 
отличия от группы животных с длительностью аллоксанового диабета 60 суток (p ≤ 0,05).
Figure 1. Biochemical parameters of peripheral blood of experimental animals. A, the level of glucose and glycosylated hemoglobin 
(Hb Ac1); B, the concentration of insulin
Note. Hb Ac1, glycated hemoglobin; *, significant differences from the group of intact animals (p ≤ 0.05); ^, significant differences from the group 
of animals with the duration of alloxan diabetes 30 days (p ≤ 0.05); ^^, significant differences from the group of animals with the duration of alloxan 
diabetes 60 days (p ≤ 0.05).
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Общее содержание макрофагов в паренхиме 
поджелудочной железы не меняется (табл. 1), од-
нако снижается концентрация IL-1α в ее ткани 
относительно интактных животных (табл.  2).

Согласно морфологическим исследованиям 
на фоне неизменного общего количества ин-
сулин-синтезирующих структур, под влиянием 
АФГ отмечается значительное увеличение коли-
чества одиночных ИСК протокового эпителия 

(табл.  3). При этом уровень их пролиферации и 
апоптоза (рис. 2) соответствует норме. Содержа-
ние инсулина в данном типе клеток повышается 
(табл.  5). Характеристика одиночных ИСК аци-
нарного эпителия соответствует интактным жи-
вотным (рис. 2, табл. 3, 5). 

Количество агломератов ИСК (табл.  3) и их 
клеточность (табл. 4) не меняются, однако в них 
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Рисунок 2. Интенсивность апоптоза (А, Б) и пролиферации (В, Г) ИСК различной локализации в поджелудочной 
железе. А – относительное количество апоптотирующих ИСК (TUNEL+ ИСК) в структурах; Б – относительное 
количество апоптотирующих ИСК (TUNEL+ ИСК) в островках с различным уровнем флюоресценции инсулин-
позитивной области; В – относительное количество пролиферирующих ИСК (Ki-67+ ИСК) в структурах; Г – 
относительное количество пролиферирующих ИСК (Ki-67+ ИСК) в островках с различным уровнем флюоресценции 
инсулин-позитивной области
Примечание. ПО – панкреатический островок; I тип ПО – панкреатический островок с высоким уровнем флюоресценции 
инсулин позитивной области; II тип ПО – панкреатический островок со средним уровнем флюоресценции инсулин 
позитивной области; III тип ПО – панкреатический островок с низким уровнем флюоресценции инсулин позитивной области; 
* – достоверные отличия от группы интактных животных (p ≤ 0,05); ^ – достоверные отличия от группы животных с 
длительностью аллоксанового диабета 30 суток (p ≤ 0,05); ^^ – достоверные отличия от группы животных с длительностью 
аллоксанового диабета 60 суток (p ≤ 0,05).
Figure 2. Intensity of apoptosis (A, B) and proliferation (C, D) of ISCs of different localization in the pancreas. A, relative number of 
apoptotic ISCs (TUNEL+ ISCs) in the structures; B,relative number of apoptotic ISCs (TUNEL+ ISCs) in islets with different levels of 
fluorescence in the insulin-positive region; C, the relative number of proliferating ISCs (Ki-67+ ISCs) in the structures; D, the relative 
number of proliferating ISCs (Ki-67+ ISCs) in islets with different levels of fluorescence in the insulin-positive region
Note. PO, pancreatic islet; Type I PO, pancreatic islet with a high level of fluorescence in the insulin-positive area; II type of PO, pancreatic islet 
with an average level of fluorescence of the insulin-positive region; Type III PO, pancreatic islet with a low level of fluorescence in the insulin-
positive area; *, significant differences from the group of intact animals.
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ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ МАКРОФАГОВ В ПАРЕНХИМЕ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

TABLE 1. DISTRIBUTION OF MACROPHAGES IN THE PANCREATIC PARENCHYMA

Интактные 
животные

Intact animals

АФГ 30 с.
APH 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АФГ
AD + APH

Общее количество 
в паренхиме 
(N/1 мм2 паренхимы)
Total amount in parenchyma 
(N/1 mm2 of parenchyma)

19,8±1,4 19,4±2,8 74,6±9,4* 70,8±6,5* 18,0±3,2^ ^^

Ацинарная часть 
(N/1 мм2 паренхимы)
Acinar part 
(N/1 mm2 of parenchyma)

6,9±0,8 7,1±1,0 40,6±3,9* 35,4±6,1* 5,8±1,0^ ^^

Перидуктальная часть 
(N/1 мм2 паренхимы)
Periductal part 
(N/1 mm2 parenchyma)

12,4±1,0 12,0±1,9 32,5±4,8* 32,2±4,6* 12,9±0,9^ ^^

ПО (N/1 мм2 паренхимы)
PI (N/1 mm2 parenchyma) 0,40±0,04 0,35±0,05 2,3±0,3* 2,1±0,3* 1,0±0,2* ^ ^^

Содержание макрофагов в островках различных типов (N/1 мм2 ПО)
Content of macrophages in islets of different types (N/1 mm2 PI)

ПО I типа (N/1 мм2 ПО)
PI I type (N/1 mm2 PI) 25±4 12±2* 376±60* 252±54* 107±22* ^ ^^

ПО II типа (N/1 мм2 ПО)
PI III type (N/1 mm2 PI) 29±6 11±3* 252±36* 181±29* 110±15*

ПО III типа (N/1 мм2 ПО)
PI III type (N/1 mm2 PI) 36±7 29±4 161±17* 146±32* 78±7* ^ ^^

Примечание. * – достоверные отличия от группы интактных животных (p ≤ 0,05); ^ – достоверные отличия от группы 
животных с длительностью аллоксанового диабета 30 суток (p ≤ 0,05); ^^ – достоверные отличия от группы животных 
с длительностью аллоксанового диабета 60 суток (p ≤ 0,05).

Note. *, significant differences from the group of intact animals (p ≤ 0.05); ^, significant differences from the group of animals with 
the duration of alloxan diabetes 30 days (p ≤ 0.05); ^^, significant differences from the group of animals with the duration of alloxan 
diabetes 60 days (p ≤ 0.05).

увеличивается доля пролиферирующих клеток 
(рис.  2).

В панкреатических островках средняя плот-
ность β-клеток соответствует интактным живот-
ным (табл. 4), но, повышается уровень их апоп-
тоза (рис. 2). При этом отмечается неоднородная 
реакция островков с различным содержанием 
инсулина на введение АФГ, уменьшается доля 
островков I типа (с высоким содержанием инсу-
лина), а II типа (со средним содержанием инсу-
лина) – увеличивается, доля островков III типа (с 
низким содержанием инсулина) сохраняется на 
уровне интактных животных (табл. 6).

В островках I типа снижается содержание ре-
зидентных макрофагов (табл. 1), и на фоне со-
хранения плотности β-клеток (табл. 4) снижается 
их пролиферативная активность, в то время как 
уровень апоптоза повышается (рис. 2).

Островки II типа также содержат меньше 
макрофагов (табл. 1), однако на фоне сохране-
ния интенсивности пролиферации и апоптоза 
β-клеток (рис.  2) количество последних превы-
шает норму (табл. 4).

Островки III типа по всем исследованным по-
казателям соответствуют интактным животным 
(рис. 2, табл. 1, 4).

Влияние иммуномодуляции на инсулин-синтези-
рующую систему при аллоксановом диабете

Биохимический анализ периферической кро-
ви животных, которым вводили АФГ на фоне ал-
локсанового диабета, свидетельствует, о повыше-
нии концентрации инсулина (хотя и не до уровня 
нормы), снижение уровня глюкозы и нормали-
зации относительного количества гликозилиро-
ванного гемоглобина. Тогда как у «нелеченых» 
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ТАБЛИЦА 3. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ИНСУЛИН-СИНТЕЗИРУЮЩИХ СТРУКТУР В ПАРЕНХИМЕ 
ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

TABLE 3. QUANTITATIVE DISTRIBUTION OF INSULIN-SYNTHESIZING STRUCTURES IN THE PANCREATIC PARENCHYMA 
OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Количество в 1 мм2 
паренхимы

Quantity in 1 mm2  
of parenchyma

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

Общее количество 
Total quantity 3,2±0,1 3,1±0,5 2,9±0,2 1,7±0,1* ^ 3,1±0,4^^

Одиночные ИСК 
ацинарного 
эпителия
Single ISCs of acinar 
epithelium

0,4±0,1 0,3±0,1 0,3±0,1 0,4±0,1 0,3±0,1

Одиночных ИСК 
протокового 
эпителия
Solitary ISCs of ductal 
epithelium

0,20±0,04 0,5±0,1* 0,5±0,1* 0,5±0,1* 0,4±0,1*

Агломерат ИСК
Agglomerate ISK 0,6±0,1 0,5±0,1 0,6±0,1 0,50±0,04 0,9±0,1^ ^^

Панкреатический 
островок
Pancreatic islet

2,0±0,1 1,8±0,2 1,7±0,2 0,7±0,1* ^ 1,2±0,1* ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ В ГОМОГЕНАТЕ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

TABLE 2. LEVEL OF PRO-INFLAMMATORY CYTOKINES IN THE HOMOGENATE OF THE PANCREAS

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

IL-1αα (пг/мл)
IL-1α (pg/mL) 466±44 248±52* 3325±563* 5906±1498* 2091±64* ^^

TNFαα (пг/мл)
TNFα (pg/mL) 110±15 67±9 158±35 1606±451* ^ 1820±175* ^

IFNγγ (пг/мл)
IFNγ (pg/mL) 3685±401 2549±368 22 650±3218* 10 270±1557* ^ 5908±611* ^ ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

животных, отмечается уменьшение содержания 
инсулина и нарастание гипергликемии (рис. 1).

В паренхиме поджелудочной железы под дей-
ствием АФГ отмечается нормализация обще-
го количества макрофагов, а в панкреатических 
островках их плотность снижается в 2 раза отно-
сительно 30-х суток, хотя и остается выше нормы; 
в отличие от «не леченых» животных на 60-е сут-
ки, где их количество остается высоким (табл. 1). 

В тканях органа введение АФГ способству-
ет снижению концентрации IFNγ и IL-1α, в то 
время как содержание TNFα не меняется отно-
сительно «не леченых» животных на 60-е сутки 
наблюдения (табл. 2).

Общее количество инсулин-синтезирующих  
структур (островков, одиночных ИСК и их агло-
мератов) сохраняется на уровне интактных жи-
вотных, в отличие от крыс без АФГ, где их со-
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ТАБЛИЦА 4. ПЛОТНОСТЬ ИСК В ПАНКРЕАТИЧЕСКИХ ОСТРОВКАХ И АГЛОМЕРАТАХ (N/мм2 СТРУКТУРУ)

TABLE 4. ISC DENSITY IN PANCREATIC ISLETS AND AGGLOMERATES (N/mm2 STRUCTURE)

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

Агломерат ИСК
Agglomerate ISK 12 971±359 12 406±477 9170±597* 10 050±662* 13 207±603^ ^^

Средний 
панкреатический 
островок
Average pancreatic islet

6750±198 7558±394 2582±345* 1767±313* ^ 4007±401* ^ ^^

ПО I типа
PI I type 6800±229 7745±695 2994±254* 2995±594* 5203±559* ^ ^^

ПО II типа
PI II type 6732±232 7928±358* 2985±163* 1964±370* ^ 5208±335* ^ ^^

ПО III типа
PI III type 7511±438 7544±536 2132±155* 1799±298* ^ 4978±546* ^ ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

ТАБЛИЦА 5. СИНТЕТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ИСК РАЗЛИЧНОЙ ЛОКАЛИЗАЦИИ (усл. ед.)

TABLE 5. SYNTHETIC ACTIVITY OF ISCs OF DIFFERENT LOCALIZATION (conv. units)

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

Одиночные ИСК 
ацинарного эпителия
Single ISCs of acinar 
epithelium

42,3±4,3 41,7±6,1 43,0±5,7 29,8±4,6* 42,3±4,3^^

Одиночные ИСК 
протокового эпителия
Single ISCs of ductal 
epithelium

29,7±2,9 40,5±4,8* 47,0±5,0* 29,9±3,5^ 41,1±2,7* ^^

ИСК агломерата
ISCs of agglomerate 38,0±4,3 39,5±4,9 48,1±2,8 31,5±4,2 42,9±4,8^^

ββ-клетки ПО
β cells of PI 33,7±1,7 32,8±2,1 16,2±2,7* 22,0±2,9* 47,3±5,4* ^ ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

держание уменьшается (табл.  3). Плотность 
распределения одиночных ИСК в ацинарном и 
протоковом эпителии соответствует 30-м суткам 
наблюдения, а содержание агломератов (табл.  3) 
и их клеточность увеличивается до значений здо-
ровых животных (табл. 4). Доля апоптоза среди 
одиночных ИСК в ацинарном эпителии значи-
тельно снижается, а в протоковом – увеличивает-
ся до нормы (рис. 2). Однако пролиферирующие 

клетки среди вне островковых ИСК не выявля-
ются также как в норме и у животных с аллокса-
новым диабетом (рис.  2). Интенсивность флю-
оресценции инсулина во вне островковых ИСК 
сохраняется на уровне 30-х суток наблюдения, в 
отличие от животных без АМФ на 60-е сутки, где 
наблюдается ее снижение (табл. 5). 

Под влиянием препарата АФГ, в панкреатиче-
ских островках, сохраняется высокая доля про-
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лиферирующих β-клеток и в отличие от живот-
ных без введения АФГ на 60-е сутки, пятикратно 
снижается степень их деструкции относительно 
30-х суток (рис.  2). Эти изменения приводят к 
двукратному увеличению плотности β-клеток 
(табл.  4) и предотвращают гибель островков 
(табл. 3).

Вместе с этим интенсивность флюоресценции 
инсулина в β-клетках увеличивается относитель-
но не только крыс без АФГ, но и интактных жи-
вотных (табл. 5).

Анализ морфофункциональных особенностей 
островков с различным содержанием инсулина 
продемонстрировал нормализацию их соотноше-
ния (табл. 6) и неоднородность реакции на введе-
ние АФГ на фоне аллоксанового диабета.

Островки I типа характеризуются снижением 
уровня макрофагальной инфильтрации (табл. 1) 
и апоптоза β-клеток относительно 30-х суток 
наблюдения, а количество Ki-67+ β-клеток уве-
личивается до значений интактных животных 
(рис.  2). Это приводит к повышению плотно-
сти β-клеток относительно 30-х суток (табл.  4), 
в отличие от группы животных без АФГ на 60-е 
сутки, где на фоне отсутствия пролиферации 
β-клеток (рис. 2) значительно снижается их ко-
личество (табл. 4).

В островках II типа степень макрофагальной 
инфильтрации (табл. 1) и доля пролиферирую-
щих β-клеток сохраняется на уровне предыду-
щего срока наблюдения (рис.  2). А снижение ин-
тенсивности апоптоза β-клеток в 10 раз (рис.  2) 
приводит к увеличению плотности β-клеток от-
носительно животных без АМФ на 60-е сутки на-
блюдения (табл. 4). 

В панкреатических островках III типа наблю-
дается значительное уменьшение содержания 
макрофагов (табл. 1) и апоптотирующих β-клеток 
(рис.  2) относительно группы животных на 30-е 

сутки. Тогда как количество β-клеток (табл. 4) и 
их пролиферация не меняется (рис. 2). 

Обсуждение
Функциональная активность β-клеток под-

желудочной железы как в физиологических ус-
ловиях, так и при патологии во многом опреде-
ляется состоянием их микроокружения, одно из 
центральных мест в котором занимают макрофа-
ги. Так, у здоровых крыс препарат АФГ вызывает 
понижение активности М1-макрофагов (сниже-
ние общего уровня IL-1α в паренхиме поджелу-
дочной железы). Это не оказывает влияния на 
углеводный обмен в целом, но сопровождает-
ся ремоделированием инсулин-синтезирующих 
структур, характер которого зависит от поляриза-
ции макрофагов в микроокружении ИСК и син-
тетической активности последних. В протоках и 
агломератах отмечается активация пролифера-
ции и дифференцировки инсулин-синтезирую-
щих клеток-предшественников [9]. Это приводит 
к увеличению количества одиночных ИСК в про-
токовом эпителии и повышению пролиферации 
среди ИСК агломератов. Данная активация кле-
ток-предшественников, возможно определяется 
влиянием М2-макрофагов в их микроокруже-
нии [13], которые усиливают секрецию IL-10 и 
VEGF под действием препарата АМФ [28]. В пан-
креатических же островках, где локализованы 
макрофаги с М1 профилем активации, исходно 
синтезирующие IL-1α [12], снижение концентра-
ции данного цитокина способствует повышению 
интенсивности апоптоза β-клеток. Данный цито-
кин необходим также для формирования панкре-
атических островков в эмбриональном периоде и 
глюкоз-зависимой секреции инсулина во взрос-
лом организме [11, 15].

ТАБЛИЦА 6. СООТНОШЕНИЕ ОСТРОВКОВ С РАЗЛИЧНЫМ СОДЕРЖАНИЕМ ИНСУЛИНА (% ОТ ОБЩЕГО КОЛИЧЕСТВА)

TABLE 6. RATIO OF ISLETS WITH DIFFERENT LEVELS OF INSULIN (% OF THE TOTAL)

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

ПО I типа
PI I type 36,8±2,5 19,9±3,7* 11,2±1,0* 10,8±2,9* 39,5±6,5^ ^^

ПО II типа
PI II type 45,4±2,7 63,6±3,2* 49,7±2,5 43,9±5,5 38,1±4,0 

ПО III типа
PI III type 18,3±3,0 18,6±3,1 41,9±2,8* 44,2±6,7* 21,8±4,9^ ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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Неоднородность реакции ИСК на иммуномо-
дуляцию выявлена и у панкреатических остров-
ков с различным содержанием инсулина. В части 
островков с высоким уровнем флюоресценции 
инсулина на фоне снижения количества макро-
фагов наблюдается падение базального синте-
за инсулина β-клетками. Более того, снижение 
количества IL-1α приводит к усилению апоп-
тоза β-клеток, снижению их пролиферативной 
активности при сохранении общей плотности 
β-клеток. В результате уменьшается доля остров-
ков с высоким содержанием инсулина увеличива-
ется доля островков со средним его количеством. 

В островках с низким содержанием инсули-
на снижение концентрации IL-1α не вызывает 
изменений их морфологических характеристик 
(плотность макрофагов и β-клеток, интенсив-
ность апоптоза и пролиферации последних).

Гетерогенность отдельных образований ИСК 
проявляется и в их чувствительности к поврежде-
нию. Так, ИСК агломератов наиболее устойчивы 
к действию повреждающих факторов, посколь-
ку в условиях аллоксанового диабета уровень их 
апоптоза не меняется и соответствует интактным 
животным. Показано также, что они устойчивы и 
к гипоксии [22]. В то время как β-клетки остров-
ков и ИСК ацинарного эпителия к повреждению 
наиболее чувствительны. 

Активация апоптоза и секретируемые по-
врежденными клетками белки стресса (S100А8 
и IL-1α) [22] при аллоксановом диабете вызыва-
ют повышение макрофагальной инфильтрации 
паренхимы органа преимущественно в остров-
ковой и ацинарной частях, где и наблюдается 
наибольшая степень деструкции ИСК. Послед-
няя приводит к формированию хронической ги-
пергликемии, которая способствует активации 
М1-моноцитов/макрофагов [8] и повышению 
концентрации провоспалительных цитокинов 
(IL-1α, IFNγ и TNFα) в гомогенате поджелудоч-
ной железы. Это в свою очередь вызывает на-
рушение микроциркуляции в органе, усиление 
апоптоза/некроза инсулиноцитов [25, 26] а также 
угнетение синтеза и секреции инсулина в ответ 
на глюкозу в результате ингибирования глюко-
киназы [22, 33].

Введение в этих условиях противовоспали-
тельного препарата АФГ способствует значитель-
ному снижению концентрации IFNγ в тканях 
железы, обладающего выраженным цитотокси-
ческим действием, практически до нормальных 
значений, стабилизирует содержание IL-1α, хотя 
и на более высоком уровне, чем у здоровых жи-

вотных, в то время как на увеличение уровня 
TNFα введение препарата не влияет.

Известно, что эффект исследованных цито-
кинов зависит от их комбинации [33]. Так, IFNγ 
значительно усиливает цитотоксическое дей-
ствие IL-1α и TNFα. В то время как их комби-
нация без IFNγ способствует ангиогенезу [2], что 
благотворно сказывается на репарации остров-
ков, обладающих высокой плотностью капилля-
ров [22]. Кроме того, TNFα оказывает противо-
диабетическое действие [26], основанное на 
угнетении апоптоза и стимуляции пролиферации 
β-клеток [22, 31]. 

Эти изменения цитокинового профиля в тка-
нях железы оказывают на ИСК сходное влияние 
вне зависимости от локализации. Значительно 
уменьшается уровень апоптоза ИСК и соответ-
ственно макрофагальной инфильтрации. При 
этом данные показатели в экзокринной части до-
стигают уровня интактных животных, а в остров-
ках нет. Поскольку понижение концентрации 
IFNγ оказывает стимулирующее действие на 
функциональную активность β-клеток, а также 
на дифференцировку и созревание клеток-пред-
шественников инсулиноцитов [26] в протоковом 
эпителии сохраняется большее количество оди-
ночных ИСК с высокой синтетической актив-
ностью, а увеличение числа агломератов ИСК 
(рассматриваемых в качестве начальной стадии 
образования островков [9]) и их клеточности мо-
жет свидетельствовать о новообразовании пан-
креатических островков.

У островков же в условиях аллоксанового диа-
бета сохраняется различная чувствительность к 
действию регуляторных факторов. В островках 
с низким уровнем флюоресценции инсулина на 
фоне уменьшения апоптоза активируется про-
лиферация β-клеток, которая значительно пре-
вышает уровень их деструкции. В островках с вы-
соким содержанием инсулина также отмечается 
увеличение количества делящихся β-клеток, но 
недостаточно для компенсации апоптоза. Вме-
сте с этим рост количества инсулиноцитов может 
свидетельствовать о высоком уровне их транс-
дифференцировки из других типов остроцитов, 
например α-клеток [27].

Заключение
Таким образом, результаты исследования 

свидетельствуют, что в условиях сахарного диа-
бета формируется порочный круг повреждение 
β-клеток → повышение апоптоза β-клеток → 
снижение продукции инсулина→ повышение 
уровня глюкозы в крови → повышение апоптоза 
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