
ВВЕДЕНИЕ 

По данным Международной Федерации 
Диабета (IDF), на 2021 год в мире зарегистрировано
537 миллионов больных сахарным диабетом (СД) и
ежегодно их число возрастает. СД характеризуется
стойким повышением уровня глюкозы в крови —
гипергликемией, которая выступает в качестве
наиболее значимого патологического фактора СД.
Гипергликемия способствует повреждению сосудов,
что приводит к развитию таких осложнений СД 
как нефропатии, нейропатии, ангиопатии, ретинопатии,
диабетическая стопа и др. [1, 2]. Явно выраженная
гипергликемия свидетельствует о тяжести заболевания.
Диабет, так же, как и его осложнения, неразрывно
связан с возникновением и развитием воспалительных
процессов. Важную роль в воспалительных реакциях
играют макрофаги (МФ) — иммунные клетки 
с микробицидной и противоопухолевой активностью,
дифференцировка которых определяется стимулами
окружающей ткани. За последнее десятилетие
обширные исследования были сосредоточены именно
на роли МФкак ключевых участников воспаления [3, 4].
МФ характеризуются пластичностью и способны
быстро адаптироваться к широкому спектру
биологических сигналов [5]. Секреторная активность
макрофагов может иметь как провоспалительный, 

так и антивоспалительный характер [6]. Известно, 
что провоспалительные цитокины, секретируемые
МФ жировой ткани, нарушают сигнализацию
инсулина в адипоцитах [5]. В результате возникающая
инсулинорезистентность способствует развитию
гипергликемии, которая приводит к повышению
образования конечных продуктов гликирования и
стимулирует продукцию активных форм кислорода
МФ и эндотелиальными клетками [8, 9]. Кроме того,
эти устойчивые воспалительные стимулы значительно
уменьшают ранозаживляющее действие МФ [10–12].
Как следствие, язвы стопы являются ведущей
причиной ампутаций у пациентов с диабетом.

Однако на настоящий момент известна и
альтернативная точка зрения, которая предполагает,
что иммунные клетки обеспечивают поддержание
целостности тканей, и накопление МФ может быть
защитным механизмом, направленным на борьбу 
с метаболическим стрессом [13]. Таким образом,
механизм активации МФ и их роль в патологических
процессах до конца не ясны.

Регуляция активности МФ осуществляется 
через мембранные рецепторы, в том числе и
рецепторы, активируемые протеазами (ПАР),
агонистом которых является сериновая протеаза —
тромбин [14, 15]. Показано, что активация тромбином
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Гипергликемия является одним из основных повреждающих факторов сахарного диабета (СД). Тяжесть
данного заболевания наиболее ярко проявляется на фоне воспалительного процесса. В данной работе исследовали
особенности активации перитонеальных макрофагов (МФ) крысы в условиях высокой концентрации глюкозы in vitro.
В ходе оценки пролиферации и накопления нитритов в среде культивирования МФ и при сравнении изолированного
и сочетанного влияния стрептозотоцинового сахарного диабета (СД) и гипергликемии установлено сходство
эффектов СД и гипергликемии на МФ. Показано, что повышенный уровень глюкозы и в меньшей степени СД
снижают базовую пролиферацию и продукцию NO МФ in vitro. Использование активатора протеинкиназы С (ПКС)
форболового эфира (ФЭ) отменяло провоспалительное действие тромбина на МФ, что может свидетельствовать 
о вовлечении ПКС в эффекты протеазы. При этом, влияние тромбина на уровень нитритов в среде культивирования
демонстрирует выраженный дозозависимый характер, что не выявлено при измерении пролиферации.
Провоспалительная активация МФ потенцируется гипергликемией — одним из основных патологических 
факторов СД. Несмотря на то, что глюкоза в высокой концентрации оказывает существенное влияние 
на пролиферацию и продукцию NO, не было выявлено статистически значимых различий между ответами МФ,
полученных от здоровых животных, и МФ от животных со стрептозотоциновым СД. Такое соотношение наблюдалось
по всем исследуемым в работе параметрам и при анализе пролиферации клеток, и при измерении нитритов 
в среде культивирования. Таким образом, полученные результаты указывают на ведущую роль повышенного уровня
глюкозы в регуляции активации МФ, которая сопоставима с эффектом СД и даже “маскирует” его.
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ПАР на микроглиальных клетках приводила 
к увеличению экспрессии индуцибельной NO-синтазы
(iNOS), продукции оксида азота (NO), активации
транскрипционного фактора NF-κB [16]. Применение
селективных ингибиторов протеинкиназы С (ПКС) 
на фоне данного воздействия способствовало
снижению эффекта тромбина на активацию клеток.
Интересно, что при гипергликемии и СД также
происходит активация ПКСβ [17], которую считают
одним из основных звеньев патофизиологических
изменений при СД [18]. Показано, что ингибирование
активности ПКСβ в условиях СД замедляет развитие
диабетических осложнений, а в некоторых случаях
приводит к улучшению состояния больного [17].

Активация ПКС и её участие в диабетических
осложнениях связаны и с другими механизмами,
например, окислительным стрессом и
митохондриальной дисфункцией, что играет
ключевую роль при гипергликемическом повреждении
сосудов. Посредниками изменений сосудов,
вызванных активацией ПКС, выступают VGSF,
TGFβ1, эндотелин 1 и другие белки, нарушающие
микроциркуляцию [19].

В настоящее время не ясно влияние высокого
уровня глюкозы на активацию МФ, так же, 
как и их активация сериновыми протеазами гемостаза.
В связи с этим целью нашей работы было изучение
механизмов активации перитонеальных МФ крыс 
в условиях нормо- и гипергликемии.

МЕТОДИКА

Объект исследования

Эксперименты выполнены на первичной культуре
макрофагов, выделенных из перитонеальной полости
3–4-месячных самцов крыс линии Wistar массой 
около 300 г. В контрольной группе было 9 животных,
в группе с диабетом — 5. Животных содержали 
в виварии кафедры Физиологии человека и животных
при температуре 23°С, стандартном суточном цикле
освещённости (12 ч / 12 ч), сухой корм и вода
животным — ad libitum.

Индукция экспериментального сахарного диабета

Экспериментальный диабет первого типа
вызывали однократным внутрибрюшинным введением
стрептозотоцина (“Sigma”, США) в дозе 40 мг/кг.
Стрептозотоцин является веществом, повреждающим
β-клетки поджелудочной железы и тем самым
снижающим продукцию инсулина в организме, 
что характерно для СД первого типа [20]. Данная
методика индукции диабета используется во многих
исследования [21, 22]. Раствор стрептозотоцина 
в концентрации 30 мг/мл готовили в 0,1 М цитратном
буфере (рН 4,2) непосредственно перед введением.
Контрольным животным вводили цитратный буфер.
Уровень глюкозы в крови измеряли через неделю
после введения стрептозотоцина при помощи
глюкометра (“OK Biotech Co. Ltd”, Тайвань).
Животное считали вошедшим в СД, если уровень
глюкозы в крови превышал 16,66 мМ (300 мг/дл).

Выделение перитонеальных макрофагов

Перитонеальные МФ получали по протоколу,
описанному ранее [23]. Животных с СД и 
из контрольной группы наркотизировали хлороформом,
декапитировали и вводили 10 мл фосфатно-солевого
буфера (“Amresco”, США) в перитонеальную полость.
Полученный смыв с перитонеальной полости
центрифугировали в течение 5 мин при 300 g. Далее
манипуляции с клетками проводили в стерильных
условиях, используя БМБ-II-Ламинар-С-1.3 NEOTERIC
(“Lamsystems”, Германия). Полученный осадок
ресуспендировали в среде DMEM (“ПанЭко”, 
Россия), содержащей 0,5 мМ L-глутамин, 
10% инактивированную эмбриональную бычью
сыворотку (HI-FBS), 100 ед./мл пенициллина/
стрептомицина (“Gibco”, США) с концентрацией
глюкозы 1 г/л (5,5 мМ). Подсчёт клеток и оценку
жизнеспособности осуществляли при помощи счётчика
клеток TC20 (“Bio-Rad”,США) после предварительного
окрашивания суспензии красителем трипановым
синим. Суспензию клеток (250 тыс. живых клеток 
на лунку) помещали на культуральные 48-луночные
планшеты при 37°С, 5% CO2. Через 2 ч проводили
полную смену среды для удаления не прикрепившихся
клеток. Данный протокол позволяет получить
культуру макрофагов с чистотой более 90% [23].

Активация перитонеальных макрофагов

Полученные МФ инкубировали в течение 24 ч 
в присутствии тромбина (“Sigma”) в концентрациях 
10 нМ и 50 нМ, липополисахарида 
(ЛПС, Lipopolysaccharides from Escherichia coli
O111:B4, L3024, “Sigma”) — 100 нг/мл, форболового
эфира (Форбол 12-миристат 13-ацетат, ФЭ, 
“Sigma”) — 100 нМ, кальциевого ионофора А23187
(А23, “Sigma”) — 100 нМ. Используемые 
активаторы МФ разводили до необходимой
концентрации в среде (DMEM) с нормальной (5,5 мМ),
либо с высокой (25 мМ) концентрацией глюкозы и
добавляли к клеточным культурам. Ранее в аналогичной
модели показано, что именно высокая концентрация
глюкозы повышает пролиферацию МФ [24].

Степень активацииМФоценивали по пролиферации
и продукции оксида азота (NO). 

Оценка пролиферации перитонеальных макрофагов

Анализ пролиферации МФ осуществляли 
при помощи WST-1 теста в соответствии 
с рекомендациями производителя. Через 24 ч
инкубации МФ с исследуемыми веществами 
среду культивирования заменяли на свежую 
с 10% содержанием WST-1-реагента (“Sigma”) и
инкубировали в течение 40 мин. После чего измеряли
оптическую плотность раствора при 450 нм 
на планшетном фотометре iMark (“Bio-Rad”).

Оценка накопления нитритов в культуре
перитонеальных макрофагов in vitro 
с помощью реактива Грисса

Уровень продукции NO оценивали по концентрации
нитритов в среде, согласно ранее описанному

Голяко и др.
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протоколу [25]. 50 мкл среды из клеточного
супернатанта, собранного через 24 ч после добавления
активаторов, смешивали с 50 мкл реактива Грисса
(“Sigma”). Через 30 мин инкубации регистрировали
оптическую плотность на планшетном фотометре
iMark (“Bio-Rad”), используя фильтр на 530 нм.

Статистическая обработка данных

Статистический анализ проводили, используя
программу GraphPad Prism 6.0 (“GraphPad 
Software”, США). Статистическую обработку данных
осуществляли с использованием однофакторного
дисперсионного анализа (one-way ANOVA) 
с поправкой Даннетта для множественных 
сравнений. Предварительно данные были проверены
на соответствие распределения нормальному 
тестом Шапиро-Уилка. Различия считали
достоверными при p<0,05. Число n в каждой группе —
количество независимых экспериментов. В каждой
группе было не менее 6 независимых повторов.
Данные на графиках нормированы относительно
контрольной группы при соответствующем уровне
глюкозы (рис. 1–4) или относительно эффекта
соответствующего воздействия при уровне глюкозы 
в среде 5,5 мМ (рис. 5, 6) и представлены как среднее
значение ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние уровня глюкозы на провоспалительную
активацию макрофагов in vitro

Индукция стрептозотоцин-вызванного диабета
сопровождалась стойким повышением уровня
глюкозы в крови животных. Через неделю после
введения стрептозотоцина концентрация глюкозы 

в крови животных достигала в среднем 26 мМ, 
в то время как у животных в контрольной группе этот
показатель не изменялся, оставаясь на уровне 5,8 мМ.
Помимо существенного увеличения концентрации
глюкозы в крови у животных с СД наблюдали
полидипсию, полиурию, потерю веса. Таким образом,
используемая модель СД является адекватной 
и сопровождается характерными для данного
заболевания симптомами.
Влияние уровня глюкозы на пролиферацию
макрофагов in vitro при действии
провоспалительных стимулов

Известно, что СД сопровождается поддержанием
высокого уровня глюкозы в крови и стойким
выраженным воспалительным ответом даже на слабые
стимулы, что может приводить к дисфункции органов
и некрозу тканей. В очаге воспаления наблюдается 
не только активация иммунокомпетентных клеток, 
их гибель, но и пролиферация [26].

В связи с этим, в первой серии экспериментов
нами была исследована пролиферация МФ на фоне
стимуляции в условиях нормального (5,5 мМ) и
высокого (25 мМ) уровня глюкозы в среде
культивирования. Обнаружено, что используемые нами
вещества оказывали разное влияние на пролиферацию
клеток. Так, при нормальном уровне глюкозы тромбин
в нарастающих концентрациях (10 нМ и 50 нМ), 
как и ЛПС (100 нг/мл) повышали пролиферацию МФ
по сравнению с контролем (без воздействия веществ)
(рис. 1А). Поскольку для активации клеток в условиях
in vitro часто используют ФЭ как активатор ПКС, 
а также повышение концентраций цитозольного
кальция, например, с помощью ионофора А23187, 
мы проанализировали влияние этих веществ на МФ 
на фоне разной концентрации глюкозы в среде
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Рисунок 1. Действие активаторов на пролиферацию МФ на фоне нормальной (5,5 мМ) и высокой (25 мМ)
концентрации глюкозы. А. Пролиферация МФ в присутствии активаторов. Данные нормированы относительно
контрольной группы (без активаторов) при соответствующем уровне глюкозы. Б. Пролиферация МФ в отсутствии
воздействий (без активаторов). Данные нормированы относительно контрольной группы при уровне глюкозы 5,5 мМ.
ЛПС – липополисахарид, ФЭ – форболовый эфир. * – p<0,05 по сравнению с контролем при концентрации 
глюкозы 5,5 мМ; + – p<0,05 по сравнению с контролем при концентрации глюкозы 25 мМ; & – p<0,05 по сравнению
с тромбином 50 нМ при той же концентрации глюкозы.



культивирования. Добавление в среду культивирования
макрофагов ФЭ в условиях нормальной концентрации
глюкозы (5,5 мМ) приводило к снижению
пролиферации клеток как при изолированном, 
так и при совместном действии с 50 нМ тромбином 
по сравнению с контрольной группой (рис. 1А).
Добавление в среду культивирования МФ 
кальциевого ионофора А23187 не оказывало влияния
на пролиферацию (данные не представлены).

Культивирование МФ в течение 24 ч в среде 
с высокой концентрацией глюкозы (25 мМ) 
приводило почти к 2-кратному снижению числа
клеток по сравнению с уровнем пролиферации МФ
при аналогичных воздействиях, но при культировании
клеток в среде, содержащей 5,5 мМ глюкозу 
(рис. 1Б). Данный факт согласуется с имеющимися 
в литературе сведениями о токсическом действии
высоких концентраций глюкозы [1]. Культивирование
перитонеальных МФ в условиях высокой
концентрации глюкозы (25 мМ) в течение 24 ч
приводило к достоверному повышению пролиферации
в ответ на добавление всех используемых веществ, 
по сравнению с их эффектами при нормальном уровне
глюкозы в среде (рис. 1А). При этом, тромбин и ЛПС
повышали пролиферацию МФ относительно контроля
в 2,1 и 2,7 раза соответственно. Наблюдаемый 
эффект ЛПС значимо отличается от эффекта тромбина 
на пролиферацию МФ в данных условиях. Подобное
различие может указывать на модулирующее влияние
высокой концентрации глюкозы на процесс рецепции
и внутриклеточную передачу сигнала под действием
тромбина и ЛПС, что ранее было показано 
для рецепторов тромбина на эндотелиальных клетках

и тромбоцитах, а для TLR4 — на миокарде [27–29]. 
В условиях высокой глюкозы эффект ФЭ 
на пролиферацию МФ был выше, чем в условиях
нормальной концентрации глюкозы; однако 
эти значения пролиферации оставались ниже
показателей в контрольной группе клеток (рис. 1А).

Таким образом, повышение концентрации глюкозы
в среде культивирования МФ потенцировало in vitro
разнонаправленность эффектов на пролиферацию МФ
ЛПС и тромбина с одной стороны и ФЭ — с другой.
Влияние уровня глюкозы на содержание 
нитритов в среде культивирования макрофагов
при действииразных провоспалительных стимулов

Активация МФ может быть вызвана целым
спектром разных факторов и сопровождаться секрецией
как провоспалительных, так и противовоспалительных
медиаторов. Например, бактерицидные свойства 
М1 МФ определяются продукцией свободных
радикалов азота и кислорода при участии iNOS и
NADPH-оксидазного комплекса. В последнее время
показано, что повышенная продукция NO играет
значительную роль в патогенезе СД [8, 11, 30]. Поэтому
в следующей серии нами была проанализирована
продукция оксида азота МФ по накоплению нитритов
в среде культивирования. 

Активация МФ на фоне нормальной концентрации
глюкозы (5,5 мМ) 10 нМ и 50 нМ тромбином и ЛПС
сопровождалась увеличением продукции NO 
в 2,5, 7,2 и 12,5 раз соответственно (рис. 2А). 
Как видно из рисунка 2А, уровень нитритов резко
возрастает при инкубации клеток с 50 нМ тромбином,
что подчёркивает зависимость эффекта тромбина 

Голяко и др.

397

Рисунок 2. Влияние активаторов на продукцию оксида азота (NO) МФ на фоне нормальной (5,5 мМ) и высокой (25 мМ)
концентрации глюкозы. Продукцию NO оценивали при помощи реакции Грисса по концентрации стабильных
метаболитов (нитритов). А. Эффекты активаторов на концентрацию NO в среде культивирования. Данные
нормированы относительно контрольной группы (без активаторов) при соответствующем уровне глюкозы. 
Б. Концентрация NO в среде культивирования в отсутствии воздействий (без активаторов). Данные нормированы
относительно контрольной группы при уровне глюкозы 5,5 мМ. ЛПС – липополисахарид, ФЭ – форболовый эфир. 
* – p<0,05 по сравнению с контролем при глюкозе 5,5 мМ; + – p<0,05 по сравнению с контролем при глюкозе 25 мМ;
$ – p<0,05 по сравнению с тромбином 10 нМ при той же концентрации глюкозы; & – p<0,05 по сравнению 
с тромбином 50 нМ при той же концентрации глюкозы; # – p<0,05 по сравнению с ФЭ при глюкозе 25 мМ.



от его концентрации. Интересно, что эффект 
тромбина на уровень пролиферации МФ не имел 
столь выраженного дозозависимого характера 
(рис. 1А). Влияние ФЭ на продукцию NO имело
однонаправленный характер с наблюдаемым ранее 
его влиянием на пролиферацию МФ. Предобработка
клеток ФЭ при нормальной концентрации глюкозы
(5,5 мМ) отменяла влияние 50 нМ тромбина на уровень
нитритов (рис. 2А). Кальциевый ионофор А23187 
не влиял на продукцию NO МФ при нормальной
концентрации глюкозы (данные не представлены).

Эффект 25 мМ глюкозы на продукцию NO
макрофагами имел однонаправленный характер 
с её влиянием на пролиферацию (рис. 2Б). 
При этом, влияние тромбина на уровень накопления
нитритов в среде культивирования клеток было
сходным при культивировании МФ как в среде 
с 5,5 мМ глюкозой, так и в среде с 25 мМ глюкозой.
Выраженность же эффекта ЛПС на высвобождение NO
МФ в среде культивирования клеток с 5,5 мМ глюкозой
и 25 мМглюкозой отличалась (рис. 2А).При повышении
концентрации глюкозы в среде от 5,5 мМ до 25 мМ
существенно возрастал эффект совместного 
действия ФЭ и тромбина (50 нМ) Это может указывать
на доминирующее влияние тромбина на данный
показатель, в противоположность эффекту ФЭ.

Таким образом, нами обнаружено, что ЛПС и
тромбин (50 мМ) обладают однонаправленным
провоспалительным действием на МФ, вызывая
увеличение продукции NO и стимулируя
пролиферацию МФ. Культивирование МФ в среде 
с глюкозой в высокой концентрации потенцировало
влияние указанных активаторов на клеточную
пролиферацию. Изолированное действие высокого
уровня глюкозы характеризовалось как угнетением
пролиферации, так и снижением высвобождения NO
перитонеальными МФ in vitro. Такое снижение
высвобождения NO в условиях высокого уровня
глюкозы может быть связано как со снижением
активности NO-синтазы, что наблюдается 
при гипергликемии на фоне СД, так и с истощением 
L-аргинина, доступного для NO-синтазы [31, 32].

Активация ПКС в данных условиях имела
сходный характер с действием высокой 
концентрации глюкозы на исследуемые показатели.
Более того, повышение содержания глюкозы в среде
культивирования МФ уменьшало отличия изменений
накопления нитратов и пролиферации клеток,
вызванных действием ФЭ от показателей в контроле.
Это может свидетельствовать о сходном механизме
действия ФЭ и гипергликемии на исследуемые
показатели. В то же время, активация ПКС отменяет
вызванные тромбином повышение как пролиферации,
так и, в меньшей степени, высвобождение NO.
Данный эффект, вероятно, обусловлен ингибирующим
действием ФЭ на работу ПКС. В литературе описано
подобное влияние длительной инкубации клеток 
в присутствии высоких концентраций ФЭ [33]. 
ПКС опосредует провоспалительные эффекты
тромбина, в связи с этим её ингибирование 
должно приводить к снижению эффекта тромбина, 
что и подтверждается нашими данными.

Влияние стрептозотоцинового сахарного диабета 
на провоспалительную активацию макрофагов in vitro

Известно, что при СД состояние
иммунокомпетентных клеток изменяется, что, вероятно,
определяет особенности развития воспаления 
при данном заболевании. Для исследования 
активации МФ на фоне СД мы использовали
общепринятую модель стрептозотоциновогоСД у крыс.
Забор перитонеальных клеток осуществляли на 7 день
после инъекции животным стрептозотоцина, 
когда уровень глюкозы был выше 16,6 мМ. 
При СД происходило снижение как пролиферации
клеток, так и накопление нитритов, однако этот
эффект был менее выражен, чем действие высокой
концентрации глюкозы на МФ (см. предыдущий
раздел, рис. 3Б, 4Б). Оценка пролиферации МФ,
выделенных из крыс с СД, показала увеличение
данного показателя лишь на фоне ЛПС и тромбина 
в концентрации 50 нМ, но не ФЭ и 10 нМ тромбина
(рис. 3А). При этом, в отличие от действия высокой
концентрации глюкозы, СД не повышал, а в случае
аппликации тромбина (50 нМ) даже снижал данный
показатель по сравнению с эффектами, наблюдаемыми
на контрольных МФ (без СД). Влияние ФЭ 
на пролиферацию МФ крыс с диабетом имело сходный
характер с его эффектом на МФ в условиях высокой
концентрации глюкозы в среде (рис. 1А, 3А).Измерение
уровня нитритов подтвердило однонаправленное
влияние диабета на особенность действия активаторов
на пролиферацию МФ при действии на них глюкозы 
в концентрации 25 мМ.

Обнаруженное нами снижение эффектов
активаторов (за исключением ФЭ) наМФ в условиях СД
по сравнению с действием высокого уровня 
глюкозы может определяться изменённым на момент
аппликации препаратов состоянием клеток,
подвергшихся действию гипергликемии в условиях
диабета in vivo. В результате, выраженность 
ответа на стимуляцию in vitro МФ, полученных 
отживотных сСД, снижена по сравнению с 24-часовым
воздействием повышенного уровня глюкозы.

Влияние уровня глюкозы в среде культивирования 
на провоспалительную активацию макрофагов крыс
со стрептозотоциновым сахарным диабетом 

В следующей серии экспериментов мы провели
сравнительный анализ влияния высокой концентрации
глюкозы на вызванные активаторами ответы МФ
контрольных животных иМФ от крыс с СД. Изменение
действия активаторов под влиянием высокой
концентрации глюкозы носит сходный характер 
как в случае МФ, полученных от контрольных
животных (без диабета), так и полученных 
от животных с СД (рис. 5, 6).

Так, высокая концентрация глюкозы способствовала
существенному снижению пролиферации МФ 
в группе “без диабета” в контроле и при воздействии
50 нМ тромбина (рис. 5).Возможно, что индуцируемые
высоким уровнем глюкозы реакции, например,
продукция активных форм кислорода, могут 
приводить к гибели клеток и/или к снижению 
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Рисунок 3. Действие активаторов на пролиферацию МФ на фоне СД и его отсутствия. А. Пролиферация МФ 
в присутствии активаторов. Данные нормированы относительно контрольной группы (без активаторов) 
при соответствующем воздействии (отсутствие СД/СД). Б. Пролиферация МФ в отсутствии воздействий 
(без активаторов).Данные нормированы относительно контрольной группы в отсутствии СД. ЛПС – липополисахарид,
ФЭ – форболовый эфир.* – p<0,05 по сравнению с контролем при отсутствии СД; + – p<0,05 по сравнению 
с контролем при СД; & – p<0,05 по сравнению с тромбином 50 нМ при том же воздействии (отсутствие СД/СД).

Рисунок 4. Влияние активаторов на продукцию оксида азота (NO) МФ на фоне СД и при его отсутствии. 
Продукцию NO оценивали при помощи реакции Грисса по концентрации стабильных метаболитов (нитритов). 
А. Эффекты активаторов на концентрацию NO в среде культивирования МФ. Данные нормированы 
относительно контрольной группы (без активаторов) при соответствующем воздействии (отсутствие СД/СД). 
Б. Концентрация NO в среде культивирования МФ в отсутствии воздействий (без активаторов). Данные нормированы
относительно контрольной группы в отсутствии СД. ЛПС – липополисахарид, ФЭ – форболовый эфир. 
* – p<0,05 по сравнению с контролем при СД; + – p<0,05 по сравнению с контролем при отсутствии СД; 
$ – p<0,05 по сравнению с тромбином 10 нМ при том же воздействии (отсутствие СД/СД); & – p<0,05 по сравнению
с тромбином 50 нМ при том же воздействии (отсутствие СД/СД).



их устойчивости к действию патогенов, токсических
факторов. Так, снижение пролиферации в присутствии 
50 мМтромбина может свидетельствовать о повышении
чувствительности МФ к токсическому действию
протеазы на фоне 25 мМ глюкозы (рис. 5). 
Ранее было показано, что тромбин в высоких
концентрациях может вызывать гибель клеток [34].
Аналогичные изменения пролиферации клеток,
полученных от животных с диабетом, были, 
как и в предыдущем случае, в группе без активаторов
и в группе с тромбином (10 нМ). Таким образом,
отсутствие в условиях гипергликемии достоверных
различий относительных изменений (по сравнению 
с соответствующими воздействиями в условиях
нормогликемии) пролиферации, вызванных
используемыми факторами, между контрольной
группой и группой животных с СД, указывает 
на “маскировку” вызванных повышенным уровнем
глюкозы эффектов. Единственно достоверное отличие
в пролиферации МФ было обнаружено между
группами без СД и с СД при воздействии ЛПС. 
Более того, воздействие данного активатора на МФ 
от диабетических животных приводило к возрастанию
его эффекта с возрастанием уровня глюкозы в среде. 
В то же время в группе без диабета пролиферация МФ
в условиях высокого уровня глюкозы в среде 
не отличалась от величины данного показателя 
при нормогликемии (5,5 мМ) (рис. 5).

Анализ уровня нитритов в среде культивирования
показал, что при высоком уровне глюкозы происходило
снижение продукции NO МФ независимо от того, 
был ли до этого вызван СД у животного или нет 
(рис. 6). МФ, полученные от животных с СД
демонстрировали снижение продукции NO 

при высоком уровне глюкозы как в отсутствии
(контрольная группа), так и в присутствии
активаторов (тромбин 10 нМ, 50 нМ, ЛПС) (рис. 6).
Аналогичный результат был получен для клеток
животных без СД, за исключением группы с ЛПС, 
где эффект при высоком уровне глюкозы не отличался
от такового при нормогликемии (рис. 6).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Высокая концентрация глюкозы существенно
влияет на пролиферацию и продукцию NO МФ 
in vitro; более того, повышение глюкозы до 25 мМ 
в среде культивирования нивелировало различия 
в ответах МФ на провоспалительные стимулы между
группами животных без СД и сСД. Такое соотношение
наблюдалось по всем исследуемым в работе
параметрам и при анализе пролиферации клеток, 
и при измерении нитритов в среде культивирования. 

Таким образом, полученные результаты указывают
на ведущую роль повышенного уровня глюкозы 
в регуляции активации МФ, которая сопоставима 
с эффектом СД и даже “маскирует” его.
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Рисунок 5. Эффекты активаторов или их отсутствия 
на пролиферацию МФ при гипергликемии 
на фоне СД и его отсутствия. Данные нормированы
относительно эффекта соответствующего активатора 
или его отсутствия при нормальном уровне 
глюкозы (5,5 мМ) при соответствующем воздействии
(отсутствие СД/СД) (взят за 1). ЛПС – липополисахарид.
* – p<0,05 по сравнению с эффектом воздействия 
при глюкозе 5,5 мМ (взят за 1);+ – p<0,05 по сравнению
с контролем при отсутствии СД; $ – p<0,05 по сравнению
с контролем при СД; & – p<0,05 по сравнению 
с тромбином 10 нМ при СД.

Рисунок 6. Эффекты активаторов или их отсутствия 
на продукцию оксида азота (NO) МФ при гипергликемии
на фоне СД и его отсутствия. Продукцию NO оценивали
при помощи реакции Грисса по концентрации
стабильных метаболитов (нитритов). Данные
нормированы относительно эффекта соответствующего
активатора или его отсутствия при нормальном 
уровне глюкозы (5,5 мМ, значение принято за 1) 
при соответствующем воздействии (отсутствие СД/СД).
ЛПС – липополисахарид. * – p<0,05 по сравнению 
с эффектом воздействия при глюкозе 5,5 мМ (принято за 1);
# – p<0,05 по сравнению с ФЭ, тромбином 50 нМ 
при отсутствии СД; + – p<0,05 по сравнению 
с контролем при отсутствии СД; $ – p<0,05 по сравнению
с контролем при СД. 
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Hyperglycemia is one of the main damaging factors of diabetes mellitus (DM). The severity of this disease 
is most clearly manifested under conditions of the inflammatory process. In this work, we have studied the activation
features of rat peritoneal macrophages (MPs) under conditions of high glucose concentration in vitro. Comparison 
of the independent and combined effects of streptozotocin-induced DM and hyperglycemia on proliferation and
accumulation of nitrites in the MPs culture medium revealed similarity of their effects. Elevated glucose levels and, 
to a lesser extent, DM decreased basal proliferation and NO production by MPs in vitro. The use of the protein 
kinase C (PKC) activator, phorbol ester (PMA), abolished the proinflammatory effect of thrombin on MPs. This suggests
the involvement of PKC in the effects of the protease. At the same time, the effect of thrombin on the level of nitrites
in the culture medium demonstrates a pronounced dose-dependence, which was not recognized during evaluation 
of proliferation. Proinflammatory activation of MPs is potentiated by hyperglycemia, one of the main pathological
factors of diabetes. Despite the fact that high concentrations of glucose have a significant effect on proliferation and
NO production, no statistically significant differences were found between the responses of MPs obtained from healthy
animals and from animals with streptozotocin-induced DM. This ratio was observed for all parameters studied 
in the work, during analysis of cell proliferation and measurement of nitrites in the culture medium. Thus, the results
obtained indicate the leading role of elevated glucose levels in the regulation of MPs activation, which is comparable
to the effect of DM and even “masks” it.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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