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Изучено влияние принудительных беговых нагрузок на содержание некоторых
цитокинов в скелетных мышцах мышей с моделью сахарного диабета II типа.
Для формирования модели заболевания использовалась высокожировая диета;
физические нагрузки в виде принудительного бега проводились в течение 4-х не-
дель. Концентрация миокинов в мышечной ткани m. gastrocnemius определялась
методом иммуноферментного анализа. Формирование диабета у мышей сопро-
вождалось возрастанием концентрации IL-6 и снижением концентрации IL-15 в
мышечной ткани. Принудительные беговые нагрузки по-разному влияли на со-
держание миокинов в мышечной ткани у здоровых и больных мышей. У здоро-
вых животных наблюдалось снижение концентрации IL-6 и IL-15 и увеличение
концентрации лейкемия-ингибирующего фактора (LIF) в мышечной ткани по-
сле 4-х недель регулярного принудительного бега. В то же время у мышей с диа-
бетом концентрации IL-6 и IL-15 после нагрузок возрастала, а LIF – напротив,
снижалась. Концентрация NAP3 в мышечной ткани мышей оказалась нечув-
ствительной ни к формированию сахарного диабета, ни к регулярному принуди-
тельному бегу.
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Скелетные мышцы традиционно рассматривались как важная часть опорно-
двигательного аппарата, которая обеспечивает выполнение локомоций, активно-
сти за счет потребления энергетических ресурсов [1]. В то же время уже довольно
давно появились сведения, что на фоне физической активности повышается со-
держание в плазме крови ряда цитокинов, в том числе фактора некроза опухолей
TNF-α, интерлейкинов IL-1β, IL-6, IL-8, IL-15 и лейкемия-ингибирующего фак-
тора (LIF) [2–5]. В начале 2000-х годов было установлено, что скелетные мышцы
способны продуцировать IL-6, с чем связано возрастание его содержания в плазме
крови после физической нагрузки [6]. Этот факт подтверждался выявлением тран-
скрипции IL-6 mRNA в ядрах мышечных клеток, выделенных из биоптатов чело-
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веческих мышц после выполнения однократного упражнения [7]. В последующее
десятилетие сформировалось представление об эндокринной функции скелетных
мышц, благодаря которой они способны продуцировать цитокины и другие пепти-
ды [8]. Многие исследователи обозначают эти соединения как миокины, отмечая
их способность оказывать различные физиологические эффекты [9–11].

Сахарный диабет II типа (СД II) считают одной из важнейших проблем совре-
менности, на него приходится около 90% случаев диабета. Его патогенез связан с
резистентностью к инсулину в периферических тканях и, вследствие этого, с воз-
растанием концентрации глюкозы в крови [12–14]. Несмотря на значительное ко-
личество исследований метаболизма глюкозы, молекулярные механизмы его регу-
ляции в норме и патологии остаются недостаточно изученными [15]. Особенно ак-
туальным остается и вопрос немедикаментозного лечения метаболических
расстройств, в том числе и при помощи физических нагрузок. Метаболические из-
менения под влиянием физических нагрузок – очень сложный процесс, который
одновременно включает интегративные и адаптивные реакции в нескольких тка-
нях и органах на клеточном и системном уровне [16].

Мышечная ткань является основным потребителем энергии, где химическая
энергия жирных кислот и глюкозы преобразуется в механическую [17]. Кроме того,
белковые сигнальные молекулы, продуцируемые мышцами при сокращении –
миокины – оказывают значительное влияние на обмен глюкозы и механизмы ин-
сулинорезистентности. Спектр вырабатываемых миокинов и их роль в метаболи-
ческих процессах достаточно разнообразна. Миокины с помощью противовоспа-
лительного воздействия на сами мышцы могут противодействовать резистентно-
сти к инсулину [18]. Кроме того, при физических упражнениях экспрессируются
белковые молекулы, вовлеченные в процессы гликолиза и метаболизм аминокис-
лот [19]. Следует отметить, что физическая активность оказывает естественное
противовоспалительное действие и способствует улучшению метаболизма [20].
Поэтому мышечной ткани может принадлежать значительная роль в коррекции
метаболических нарушений. В предыдущих исследованиях нами было доказано,
что содержание в крови некоторых цитокинов (IL-6, IL-8, IL-15, LIF) при различ-
ных физических нагрузках изменяется неодинаково [21, 22]. Поэтому предполага-
ется, что эндокринные эффекты мышечной ткани также разнообразны в зависи-
мости от режимов мышечного сокращения.

Одной из моделей формирования диабета является содержание животных на
высокожировой диете. Питание с высоким содержанием жиров может привести к
ожирению, гиперинсулинемии и измененному гомеостазу глюкозы из-за недоста-
точной компенсации со стороны островков [23]. Поскольку ожирение в этом слу-
чае вызвано манипуляциями с питанием, а не с цитотоксическими веществами,
считается, что такие модели более сходны с заболеванием у человека.

В связи со всем изложенным целью нашего исследование было изучить влияние
физических нагрузок на содержание некоторых цитокинов в скелетных мышцах
мышей с моделью сахарного диабета II типа.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве объекта исследования использовались мыши-самцы линии C57bl/6.
Мыши были получены из вивария Томского национального исследовательского
медицинского центра Российской академии наук, Научно-исследовательского ин-
ститута фармакологии и регенеративной медицины им. Е.Д. Гольдберга. Возраст
мышей на момент начала эксперимента составлял 4 нед. Режим содержания жи-
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вотных: день/ночь: 12/12 ч., световой день начинался с 6:00, свободный доступ к
пище и воде, температура в помещении 24°С.

Исследование проводилось в соответствии с принципами Базельской деклара-
ции и было одобрено комиссией по биоэтике Биологического института Томского
государственного университета (протокол № 32 от 02.12.2019).

Эксперимент продолжался 16 нед. До 12-й нед. мыши были разделены на 2 группы:
– животные, находившиеся на жировой диете – 14 мышей.
– животные, получавшие стандартный рацион – 14 мышей.
Для формирования модели сахарного диабета II типа (СД II) использовалась вы-

сокожировая диета в течение 12 нед., которая была разработана специально для
данного эксперимента. Подробно состав и энергетическая ценность корма описа-
ны в нашей предыдущей работе [24].

Первая группа мышей с начала эксперимента питалась специально приготов-
ленным кормом с высокой калорийностью. Вторая группа питалась кормом для
лабораторных животных “Прокорм” (ЗАО Биопро, Новосибирск): пшеница, яч-
мень, отруби, глютен кукурузный, мука рыбная, белковая кормосмесь, масло под-
солнечное, шрот соевый; калорийность – 3000 ккал/кг, на долю жиров приходи-
лось 18% калорийности.

Корм для первой группы был приготовлен на основе описанного выше корма
“Прокорм” (50%) с включением животного (свиной жир, 20%) и растительного
(подсолнечное масло, 10%) жира, сахара (15%), сухого молока (5%); калорийность –
5100 ккал/кг, на долю жиров приходилось 59% калорийности. Продукты измельча-
лись в блендере в гомогенную смесь, после чего масса формировалась в гранулы
диаметром до 10 мм и высушивалась в духовом шкафу при 300°С. Корм приготов-
лялся на 5 дней и хранился при –20°С. В предварительных исследованиях, опубли-
кованных нами раннее [24], было показано, что использование высокожировой
диеты у мышей приводит к увеличению массы тела и формированию ожирения,
гипергликемии, снижению толерантности к глюкозе и гиперинсулинемии. Все это
свидетельствует о высокой степени адекватности разработанной эксперименталь-
ной модели заболеванию диабетом II типа.

Начиная с 12-ой нед., каждая группа животных была поделена на две подгруппы –
подвергавшихся (основная) и не подвергавшихся (контрольная) принудительным
беговым нагрузкам.

Для нормирования нагрузки была использована разработанная по нашему зака-
зу беговая дорожка для мышей BMELAB SID-TM10 [25]. Принуждение к бегу осу-
ществлялось электрическим раздражением, напряжение подавалось на металличе-
скую сетку, расположенную на задней стенке камеры. Дорожка имела тумблер
включения ленты, тумблер включения тока, диммер скорости движения ленты и
диммер силы тока, рычаг изменения угла наклона ленты. Мыши на дорожке были
изолированы друг от друга стенками из оргстекла. Покрытие движущейся ленты
имело резиновую шероховатую поверхность. Сверху дорожка закрывалась про-
зрачной крышкой из оргстекла.

Принудительные беговые нагрузки проводились в течение 4-х нед. 6 раз в нед. в
период с 8-00 до 10-00, продолжительность нагрузки постепенно увеличивалась в
течение первых 6-ти дней с 10-ти до 60-ти мин (прирост 10 мин в день) и не изме-
нялась больше на протяжении следующих 3-х нед. Каждую неделю изменялся угол
подъема полотна беговой дорожки (от 0° до 10°) и скорость ее вращения (от 15 до
18 м/мин). Один раз в неделю нагрузки не выполнялись (на 7-й день).

Умерщвление экспериментальных животных проводилось методом декапита-
ции через 24 ч после последней нагрузки. С обеих задних конечностей отпрепаро-
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вывались m. gastrocnemius, мышечная ткань очищалась от соединительной и жиро-
вой ткани и замораживалась в жидком азоте. Собранные образцы хранились в мо-
розильной камере при температуре –80°С.

Навеска ткани массой 18 мг отделялась на холоде, ткань измельчалась на более
мелкие фрагменты и помещалась в пробирку с лизирующим буфером и 3 железны-
ми шариками для гомогенизации размером 0.3 мм. Состав лизирующего буфера:
(мМ) NaCl – 137, KCl – 2.7, MgCl2 – 1, трис(гидроксиметил)аминометана pH 7.8–
20, этилендиаминтетрауксусная кислота – 1, дитиотриэтолл – 1, пирофосфат на-
трия – 5 , бензмидин – 1, фенилметилсульфонил фторид – 0.2, фторид натрия – 10;
Тритон X-100 – 1%, глицерол – 10%, леупептин – 1 мкг/мл.

Гомогенизация образцов проводилась при 2850 об/мин в течение 15 мин с ис-
пользованием лабораторного гомогенизатора TissueLyser LT (Qiagen, Германия).
Затем для более качественного растворения пробирки с образцами, лизирующим
раствором и 3 шариками для гомогенизации помещались на качалку и инкубиро-
вались (лизировались) в течение 1 ч при 4°С. По истечению указанного времени из
пробирки извлекались шарики при помощи магнита. Все процедуры проводились
на холоде. Затем пробирки с образцами центрифугировались при 10000 g в течение
5 мин при 4°С.

Для определения общего белка в образце использовали метод Bradford (стандар-
ты готовились в концентрации от 0 до 0.25 мг/мл, хранение готовых образцов осу-
ществлялось при –80°С). Из полученного гомогената готовили разведение в 20 и
40 раз. Затем 10 мкл пробы 20- и 40-кратного разведения в 2-х повторах добавляли
в плоскодонную плашку для иммуноферментного анализа (ИФА), добавляли по 200 мкл
раствора Bradford и инкубировали 5 мин. Измерение оптической плотности прово-
дили при 620 нм на микропланшетном спектрофотометре (Anthos 2010).

Определение концентрации цитокинов в растворе производили методом ИФА.
Были использованы наборы для ИФА с антителами к соответствующим белкам:
интерлейкин 6 (IL-6), нейтрофил-активирующий белок 3 (Neutrophil Activating
Protein 3 – NAP3, он же хемокиновый лиганд 1 – CXCL-1), лейкозингибирующий
фактор (LIF) – Platinum ELISA Kit, (eBioscience, Австрия); интерлейкин 15 (IL-15) –
RayBio® IL-15 ELISA Kit (RayBio®, США).

Статистическая обработка данных проводилась с использованием пакета стати-
стического анализа STATISTICA 8.0. Достоверность рассчитывали по Kruskal–Wal-
lis ANOVA test. Данные представлены в виде Xср ± SE.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Концентрация IL-6 в мышечной ткани у мышей, питавшихся стандартным кор-
мом, под влиянием хронических принудительных физических нагрузок снижалась
более чем в три раза (рис. 1). В то же время у мышей с моделью СД II концентрация
IL-6 в мышцах исходно была на 20% выше, чем у интактных животных. Принуди-
тельные физические нагрузки у этих мышей потенцировали дальнейший рост кон-
центрации IL-6 в мышцах – она возрастала еще на 15% (рис. 1).

IL-6 относится к числу наиболее известных воспалительных цитокинов. Он
синтезируется активированными моноцитами/макрофагами, фибробластами, эн-
дотелиальными клетками при воспалении, травмах, гипоксии, воздействии бакте-
риальных эндотоксинов [26]. Биологическая роль IL-6, в первую очередь, заключа-
ется в индукции восстановительных механизмов и активации иммунной защиты.
Кроме того, известно угнетающее действие IL-6 на воспалительную реакцию пу-
тем торможения синтеза фактора некроза опухоли TNFα [27].
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В настоящее время установлена роль IL-6 в регуляции обмена веществ. В жиро-
вых клетках IL-6 усиливает оксидацию жира, а также стимулирует секрецию и ак-
тивность липопротеинлипазы. В клетках печени IL-6 способствует высвобожде-
нию глюкозы, стимулирует расщепление гликогена [11].

В мышечных клетках IL-6, наоборот, усиливает эффекты инсулина, стимулиру-
ет усвоение глюкозы. При физических упражнениях IL-6 является медиатором
продуцирования глюкозы. Также было показано, что IL-6 может активировать
АМФ-зависимые протеинкиназы для стимуляции липолиза и окисления жиров [9].
Таким образом, IL-6 оказывает эндокринные эффекты, обеспечивая увеличение
производства энергии через увеличение продукции глюкозы в печени и стимуля-
ции липолиза в жировой ткани [28].

Концентрация IL-15 в мышечной ткани у мышей, питавшихся стандартным
кормом, под влиянием хронических принудительных физических нагрузок снижа-
лась вдвое (рис. 2). В то же время у мышей с моделью СД II концентрация IL-15 в
мышцах исходно была снижена на 30%. Принудительные физические нагрузки у
этих мышей, в отличие от питавшихся стандартным кормом, потенцировали повы-
шение концентрации IL-15 в мышцах – она возрастала на 10% (рис. 2).

IL-15 называют вездесущим цитокином, так как он активно экспрессируется
множеством клеток в различных тканях и органах, участвует в процессах созрева-
ния, выживания и дифференцировки не только иммунокомпетентных, но и мно-
гих других клеток [29]. Показано, что IL-15 снижает отложение липидов в преади-
поцитах и массу белой жировой ткани [30]. Можно предполагать, что увеличение
концентрации IL-15 в мышечной ткани мышей с СД II может потенцировать мио-
генез и энергообмен.

Концентрация LIF в мышечной ткани у мышей, питавшихся стандартным кор-
мом, под влиянием хронических принудительных физических нагрузок возрастала
на 15% (рис. 3). В то же время у мышей с моделью СД II концентрация LIF в мыш-
цах исходно не отличалась от интактных животных. Принудительные физические

Рис. 1. Концентрация IL-6 в мышечной ткани мышей.
По оси ординат – концентрация цитокина, пг/мг белка.
(a) – контрольная группа (без принудительных нагрузок).
(b) – основная группа (животные, подвергавшиеся принудительному бегу). Светлые столбики – живот-
ные, получавшие стандартный рацион, темные столбики – животные, находившиеся на жировой диете.

Данные представлены в виде  ± SE.
# – достоверность различий между основной и контрольной группой, р < 0.05;
* – достоверность различий между группами со стандартным и жировым рационом, р < 0.05.
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нагрузки у этих мышей потенцировали снижение концентрации LIF в мышцах –
она уменьшалась на 10% (рис. 3).

LIF индуцирует пролиферацию клеток, которые считаются необходимыми для
гипертрофии и регенерации мышц [31, 32]. В связи с вышеизложенным, в настоя-
щее время широко обсуждается роль интерлейкинов и других миокинов в патоге-
незе и терапии метаболических нарушений, заболеваний сердечно-сосудистой си-
стемы, легких и опорно-двигательного аппарата [9, 33]. Возможно, именно с этими
эффектами связаны противоположно направленные изменения концентрации LIF
в мышечной ткани здоровых и больных СД II мышей.

Концентрация NAP3 в мышечной ткани у мышей, питавшихся стандартным
кормом, и у мышей с моделированием СД II достоверно не различалась, хотя отме-
чена тенденция к увеличению ее у больных животных. Физические нагрузки также не
оказывали достоверного влияния на содержание NAP3 в мышечной ткани (рис. 4).

Существует предположение, что некоторые из хемокинов продуцируются мы-
шечными клетками в процессе сокращения [34]. Выработка CXCL1 мышцами и
его содержание в сыворотке крови значительно увеличивается в ответ на однократ-
ную физическую нагрузку [35]. Однако, по всей вероятности, указанные эффекты
проявляются только при острой однократной физической нагрузке и не регистри-
руются при длительных хронических воздействиях.

Рис. 2. Концентрация IL-15 в мышечной ткани мышей.
Обозначения те же, что на рис. 1.
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Рис. 3. Концентрация LIF в мышечной ткани мышей.
Обозначения те же, что на рис. 1.
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Особенности влияния физической нагрузки на содержание миокинов в мышеч-
ной ткани у мышей могут быть связаны с различиями в клеточном составе мышц.
Скелетная мышца весьма гетерогенна – кроме миоцитов она содержит целый ряд
клеток – фибробласты, перициты, адипоциты, чей вклад в общий объем производ-
ства цитокинов определен недостаточно [36]. Относительное содержание этих кле-
ток, а также их вовлечение в вызванную физической нагрузкой продукцию цито-
кинов может отличаться у здоровых животных и у животных с моделью СД II. В до-
полнение к гетерогенности ткани, было показано, что скелетные миоциты могут
быть подразделены на 3 различных фенотипа, каждый из которых имеет свои осо-
бенности биоэнергетических механизмов, при СД II преобладают так называемые
белые мышечные волокна и снижается доля красных волокон [37].

Еще один механизм, обеспечивающий описанные различия, может быть связан
с особенностями транскрипционных механизмов. Показано, что транскрипцион-
ные изменения при сокращении мышц наиболее выражены в быстро сокращаю-
щихся мышечных волокнах типа IIa [38], доля которых у больных СД II увеличива-
ется, что также, несомненно, отражается на интенсивности продукции миокинов.

Также весьма вероятным является участие в регуляции продукции миокинов
диссипации мембранных ионных градиентов. Повышение концентрации внутри-
клеточного кальция от ~ 0.1 до 1 мкM при сокращении влияет на экспрессию мно-
гих генов, то есть является важным фактором запуска транскрипционных механиз-
мов [39–41]. Введение крысам в камбаловидную мышцу Ca2+-ионофора иономи-
цина в течение одного часа приводит к пятикратному увеличению IL-6 mRNA [42].
Воздействие на С2С12 миобласты Са2+-ионофором A23187 резко увеличивало
транскрипцию IL-6 mRNA [43]. Используя ту же модель упражнений in vitro, было
показано, что внеклеточный Ca2+-хелатор EGTA снижает в два раза накопление
CXL при электрической стимуляции [44].

Возбуждение миоцитов сопровождается изменением трансмембранного гради-
ента одновалентных катионов вследствие притока Na+ и оттока K+ через потенци-
ал-зависимые и Са2+-чувствительные ионные каналы. В мышечных клетках чело-
века и экспериментальных животных длительные упражнения приводят к увеличе-
нию [Na+]i в 3–4 раза и снижению [K+]i на 50%, что сопровождается повышением
[K+]i в плазме и межклеточной жидкости [45]. Это позволяет предположить, что

Рис. 4. Концентрация NAP3 в мышечной ткани мышей.
Обозначения те же, что на рис. 1.
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увеличение соотношения [Na+]i/[K+]i является фактором, стимулирующим про-
дукцию миокинов [38, 45]. В некоторых типах клеток повышение соотношения
[Na+]i/[K+]i приводило к экспрессии mRNA ряда цитокинов, в том числе IL-6 [46].

ОГРАНИЧЕНИЯ

Основное ограничение в трактовке результатов данного исследования связано с
дифференцировкой источников продукции цитокинов в мышечной ткани. Как мы
упоминали в обсуждении, такими источниками могут являться как мышечные
клетки, так и другие типы клеток, в том числе, инфильтрирующие мышечную
ткань макрофаги или другие иммунные клетки. Однако многочисленные исследо-
вания, в том числе и наши собственные исследования на культуре миобластов,
ссылки на которые приведены выше, непосредственно подтверждают значитель-
ное усиление продукции цитокинов именно мышечными клетками при физиче-
ской нагрузке. Очевидно, что вклад “мышечной компоненты” в продукцию цито-
кинов в мышечной ткани значителен.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Подводя итог сказанному, следует отметить, что формирование СД II у мышей
сопровождается возрастанием концентрации IL-6 и снижением концентрации IL-15 в
мышечной ткани. Физические нагрузки по-разному влияют на содержание миоки-
нов в мышечной ткани у здоровых и больных СД II мышей. У здоровых животных
наблюдается снижение концентрации IL-6 и IL-15 и увеличение концентрации
LIF в мышечной ткани после 4 нед. регулярного принудительного бега. В то же
время у мышей с СД II концентрации IL-6 и IL-15 после нагрузок возрастала, а
LIF – напротив, снижалась. Концентрация NAP3 в мышечной ткани мышей ока-
залась нечувствительной ни к формированию СД II, ни к регулярному принуди-
тельному бегу.

Обнаруженные различия могут иметь в своей основе целый ряд механизмов.
Клеточный состав скелетных мышц и фенотипические особенности мышечных
волокон, изменяясь в результате метаболических нарушений и регулярных трени-
ровок, могут модифицировать процессы продукции миокинов. Важное значение
также играют особенности транскрипционных механизмов в мышечных волокнах,
среди которых наиболее значимыми являются HIF-1α, [Ca2+]i, [Na+]i/[K+]i-зави-
симые пути внутриклеточной сигнализации. Модификация этих механизмов под
влиянием метаболических расстройств и физических нагрузок представляет значи-
тельный интерес, так как является перспективным путем воздействия на процессы
метаболизма как на клеточном, так и на системном уровне, что весьма актуально
для поиска новых путей коррекции метаболических расстройств при СД II.
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Effect of Treadmill Running Exercise Training on the Content of Myokines in the Skeletal 
Muscles of Mice with Type II Diabetes Mellitus Model

A. N. Zakharovaa, T. A. Kironenkoa, K. G. Milovanovaa, A. A. Orlovaa, E. Yu. Dyakova a, 
Yu. G. Kalinnikovaa, A. V. Chibalina, c, and L. V. Kapilevicha, b, *

aNational Research Tomsk State University, Tomsk, Russia
bSiberian State Medical University, Tomsk, Russia

cDepartment of Molecular Medicine and Surgery, Integrative Physiology, Karolinska Institute,
Stockholm, Sweden

*e-mail: kapil@yandex.ru

The effect of treadmill running exercise training on the content of some cytokines in the
skeletal muscles of mice with a model of type II diabetes mellitus was studied. To devel-
op a model of the disease, a high fat feeding for 12 weeks was used, physical activity in
the form of forced running was carried out for 4 weeks. The concentration of myokines
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in the muscle tissue of m. gastrocnemius was determined by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). The development of diabetes in mice is accompanied by an increase
in the concentration of inflammatory cytokines IL-6 and a decrease in the concentra-
tion of IL-15 in skeletal muscle tissue. 4 weeks treadmill running exercise training has a
different effect on the content of myokines in healthy and sick mice. In healthy animals,
there was a decrease in IL-6 and IL-15 concentration and an increase in LIF concentra-
tion in skeletal muscle tissue after 4 weeks of regular forced running. At the same time, in
diabetic mice, the concentrations of IL-6 and IL-15 increased after exercise, while LIF,
on the contrary, decreased. The concentration of NAP3 in the skeletal muscle tissue of
mice was insensitive to either the formation of diabetes mellitus II or to regular treadmill
running exercise training.

Keywords: myokines, cytokines, muscles, physical activity, diabetes mellitus
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