
329

Краткие сообщения
Short communications

Российский

иммунологический журнал  

2020, Т. 23, № 3, стр. 329-334

© 2020, РНОИ 

Russian Journal of Immunology /

Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal

2020, Vol. 23, № 3, pp. 329-334

© 2020, RSI

1 page

Адрес для переписки:

Гетте Ирина Федоровна
ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» 
Уральского отделения Российской академии наук
620049, Россия, г. Екатеринбург, ул. Первомайская, 106.
Teл.: 8 (909) 019-53-22.
E-mail: i.goette@yandex.ru

Address for correspondence:

Gette Irina F.
Institute of immunology and Physiology, Ural Branch,  
Russian Academy of Sciences
620049, Russian Federation, Yekaterinburg,  
Pervomayskaya str., 106.
Phone: 7 (909) 019-53-22.
E-mail: i.goette@yandex.ru

Образец цитирования: 

И.Ф. Гетте, И.Г. Данилова «Состояние лимфоцитов 
периферической крови в условиях гипергликемии 
и действия иммуномодулятора» // Российский 
иммунологический журнал, 2020. Т. 23, № 3. С. 329-334.  
doi: 10.46235/1028-7221-269-SOH

© Гетте И.Ф., Данилова И.Г., 2020

For citation: 

I.F. Gette, I.G. Danilova “State of hyperglycemic and 
immunomodulator-treated peripheral blood lymphocytes”, 
Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy 
Zhurnal, 2020, Vol. 23, no. 3, pp. 329-334.  
doi: 10.46235/1028-7221-269-SOH

DOI: 10.46235/1028-7221-269-SOH

СОСТОЯНИЕ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ В УСЛОВИЯХ ГИПЕРГЛИКЕМИИ И ДЕЙСТВИЯ 
ИММУНОМОДУЛЯТОРА
Гетте И.Ф., Данилова И.Г. 
ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Количество лимфоцитов, их функциональная активность, в частности спектр выделяе-
мых цитокинов, определяют выраженность аутоиммунного процесса при сахарном диабете (СД) в 
отношении как островковых β-клеток, так и других клеток организма. Поскольку продукция цитоки-
нов координируется макрофагами, а также может зависеть от состояния нуклеиновых кислот в лим-
фоцитах, целью работы стало исследование содержания нуклеиновых кислот в лимфоцитах крови и 
продукции цитокинов у крыс с аллоксановым диабетом и при действии иммуномодулятора 3-ами-
нофталгидразида (3-АФГ). 

На крысах-самцах WISTAR моделировали СД 1 типа внутрибрюшинным введением аллоксана до-
зой 300 мг/кг. Доза 3-АФГ составляла 2 мг/кг, всего 20 внутримышечных инъекций. 

Установлено, что моделирование СД сопровождается увеличением количества лимфоцитов в кро-
ви, их предшественников в костном мозге и содержания ДНК в лимфоцитах крови и сопряжено с по-
вышенной продукцией цитокинов IL-6 и TNFα. Введение 3-АФГ диабетическим крысам способству-
ет уменьшению количества лимфоцитов и содержания в них ДНК, что, вероятно, является причиной 
снижения уровня провоспалительного цитокина IL-6 в плазме крови и вносит вклад в коррекцию 
гипергликемии.

Ключевые слова: лимфоциты, аллоксановый диабет, иммуномодулятор, цитокины, нуклеиновые кислоты

STATE OF HYPERGLYCEMIC AND IMMUNOMODULATOR-
TREATED PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES
Gette I.F., Danilova I.G.
Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation

Abstract. A level of peripheral blood lymphocytes, their functional activity and particularly produced range 
of secreted cytokines underlie severity of autoimmune process in diabetes mellitus (DM) against islet β-cells 
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and other body cells. Because cytokine production is coordinated by macrophages and may also depend on 
accessibility lymphocyte nucleic acids, we aimed at examining level of nucleic acids in blood lymphocytes 
as well as cytokine production in rats with alloxan-induced diabetes treated with immunomodulator 
3-aminophthalhydrazide (3-APH). 

Type 1 DM was modeled in male WISTAR rats by intraperitoneally administered alloxan at a dose of 
300 mg/ kg followed by inoculating 3-APH (2 mg/kg, in total 20 intramuscular injections). It was found that 
modeled diabetes was accompanied by increased number of peripheral blood lymphocytes and their bone 
marrow precursors, coupled to higher DNA amount in blood lymphocytes and associated with increased 
IL-6 and TNFα production. Administration of 3-APH to diabetic rats contributed to decreased number of 
peripheral blood lymphocytes and related DNA level likely resulting in decreased level of pro-inflammatory 
cytokine IL-6 in the blood serum and contributing to corrected hyperglycemia.

Keywords: lymphocytes, alloxan diabetes, immunomodulator, cytokines, nucleic acids

Работа выполнена в рамках гос. задания ИИФ 
УрО РАН, тема № АААА-А18-118020 590 1070.

Введение
Лимфоциты периферической крови прини-

мают участие как в развитии сахарного диабета, 
так и в последующем поддержании аутоиммун-
ных процессов, направленных на деструкцию 
не только островковых инсулинпродуцирующих 
клеток, но также других клеток организма [5, 6]. 
Количество лимфоцитов и их функциональная 
активность, в частности продукция цитокинов, 
определяют выраженность аутоиммунных реак-
ций и иммунорезистентность у больных сахар-
ным диабетом [7]. Патологические процессы при 
сахарном диабете (СД) 1 и 2 типа, прежде всего 
гипергликемия, оксидативный стресс и недоста-
точность антиоксидантной защиты, способству-
ют повреждению ядерной и митохондриальной 
ДНК лимфоцитов [2]. Нарушение структуры 
ДНК в лимфоцитах периферической крови часто 
исследуют в качестве модели повреждения других 
соматических клеток организма [4]. К наиболее 
часто выявляемым проявлениям генотоксично-
сти при СД относятся фрагментация одной или 
двух нитей ДНК, мутации, снижение скорости 
репарации ДНК, изменения экспрессии генов, 
связанные с модификациями гистоновых белков; 
следствием увеличения разрывов ДНК является 
апоптоз клеток [4].

Деструкция ДНК при сахарном диабете, пред-
положительно, должна сопровождаться умень-
шением количества ДНК в лимфоцитах, а также 
снижением количества РНК, поскольку экспрес-
сия генов при поврежденной ДНК также должна 
быть нарушена. Однако существуют единичные 
работы, оценивающие содержание нуклеиновых 
кислот в лимфоцитах [3].

Продукция цитокинов осуществляется пре-
имущественно лимфоцитами, и этот процесс 
координируют макрофаги, способные также вы-
рабатывать провоспалительные цитокины, анти-
воспалительные цитокины и факторы роста [7]. 
Действие иммуномодулятора макрофагов 3-ами-
нофталгидразида (3-АФГ), как было показано 
ранее, снижает уровень гипергликемии при экс-
периментальном сахарном диабете, устраняя ос-
новной патогенетический фактор, вызывающий 
повреждение ДНК [5], но не нормализует количе-
ство гистоновых белков фракции H2А,H3,H4, регу-
лирующих экспрессию провоспалительных фак-
торов в лимфоцитах [1]. В то же время остается 
недостаточно исследованным вопрос о влиянии 
состояния лимфоцитов (количества клеток, со-
держания в них нуклеиновых кислот, продукции 
цитокинов) на выраженность гипергликемии в 
условиях аллоксанового диабета и действия им-
муномодулятора макрофагов 3-АФГ.

Цель работы – исследовать содержание нукле-
иновых кислот в лимфоцитах крови и продукцию 
цитокинов у крыс с аллоксановым диабетом и 
при действии иммуномодулятора 3-аминофтал-
гидразида. 

Материалы и методы
 Эксперимент выполнен на 30 крысах-самцах 

Wistar массой 220-250 г. Содержание животных 
и все манипуляции соответствовали рекомен-
дациям международного этического комитета 
(Директива Совета ЕС 2010/63/EU). Были вы-
делены 3 группы по 10 крыс: 1 – интактная; 2 – 
СД; 3 – СД + 3-АФГ. Сахарный диабет 1 типа в 
группах 2 и 3 моделировали внутрибрюшинным 
введением аллоксана дозой 300 мг/кг по автор-
ской методике [5]. Крысам группы 3 после 30 
суток развития СД осуществляли внутримышеч-
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ные инъекции 3-АФГ из расчета 2 мг/кг, всего 20 
инъекций. Через 60 суток животных выводили 
из эксперимента передозировкой эфира. Содер-
жание глюкозы определяли набором реактивов 
(«Витал-диагностикс», Санкт-Петербург), гли-
кированного гемоглобина (HbA1c) – набором 
«ГЛИКОГЕМОТЕСТ» (ЭЛТА, Москва). Опти-
ческую плотность измеряли на спектрофотоме-
тре DU-800 (Beckman, США). Методом ИФА в 
плазме крови определяли содержание инсулина 
набором Rat/Mouse Insuline (Millipore, США), 
цитокинов IL-6, TNFα и фактора роста IGF-1 
наборами Thermo Scientific (США) на анализа-
торе “Lazurit Automated ELISA System” (США). 
Анализ периферической крови проводили на 
гематологическом анализаторе “Cеlly 70 Biocode 
Hycel”. Подсчет клеток костного мозга произво-
дили на микроскопе Leica DM 2500. В лимфоци-
тах, выделенных из крови центрифугированием 
в смеси фиколл-верографин, определяли содер-
жание свободных нуклеотидов, ДНК и РНК ме-
тодом Маркушевой Л.И. и соавт. [3], основанном 
на гидролизе нуклеиновых кислот при различных 
значениях pH и дифференциальном центрифу-

гировании выделяемых веществ, и выражали в 
мкг/ млн лимфоцитов. 

Статистический анализ материала проводили 
с помощью программ Statistica 6.0 (Stаt.Soft.Inc.), 
программы Microsoft Excel 2003 и непараметри-
ческого критерия Манна–Уитни. Данные пред-
ставлены в виде среднего значения ± ошибка 
среднего. При проверке статистических гипотез 
использовался уровень значимости 5% (p < 0,05).

Результаты
 Через 60 суток после моделирования аллокса-

нового диабета в крови крыс группы 2 отмечается 
достоверное увеличение содержания глюкозы, 
гликированного гемоглобина, цитокинов IL-6, 
TNFα и снижение уровня инсулина и IGF-1 по 
сравнению с соответствующими показателями 
интактных животных (табл. 1). На 60-е сутки, по-
сле 20 инъекций 3-АФГ, у крыс группы 3 концен-
трация глюкозы уменьшилась, нормализовалось 
содержание гликированного гемоглобина, инсу-
лина, IGF-1 и IL-6, но количество TNFα оста-
лось на прежнем уровне.

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ САХАРНОГО ДИАБЕТА И ЦИТОКИНЫ В КРОВИ КРЫС 

TABLE 1. INDICATORS OF DIABETES MELLITUS AND CYTOKINES IN THE BLOOD OF RATS 

Показатели
Indicators

1
Интактные

Intact

2
СД
DM

3
СД + 3-АФГ
DM + 3-APH

Глюкоза, ммоль/л
Glucose, mmol/l 5,92±0,31 27,50±3,02* 16,90±2,98* **

HbA1c, % 4,50±0,22 9,17±0,29* 4,12±0,88**

Инсулин, мкг/мл
Insulin, mcg/ml 1,25±0,20 0,53±0,07* 2,50±0,63**

IGF-1, нг/мл
IGF-1, ng/ml 981±173 327±66* 699±111**

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/ml 43,8±1,1 51,0±2,5* 33,6±3,8* **

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/ml 51,1±1,5 240,0±5,7* 260,0±4,0*

Примечание. * – различия с группой интактных животных достоверны при p < 0,05; ** – различия с группой 2 
достоверны при p < 0,05.

Note. *, differences with the group of intact animals are significant at p < 0.05; **, differences with group 2 are significant at 
p < 0.05.
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Установлено увеличение количества свобод-
ных нуклеотидов в лимфоцитах диабетических 
крыс группы 2 и нормализация показателя после 
действия иммуномодулятора в группе 3 (табл. 2). 
Содержание ДНК в лимфоцитах крови крыс 
группы 2 также достоверно возрастало, а затем 
уменьшалось после инъекций 3-АФГ, оставаясь 
выше уровня показателя интактных крыс, но 
меньше, чем у крыс группы 2. Содержание РНК 
в лимфоцитах не имело достоверных отличий во 
всех исследованных группах. Изменение соотно-
шения РНК/ДНК соответствовало обнаружен-
ным изменениям количества ДНК: снижение 
показателя после моделирования СД и нормали-
зация после действия 3-АФГ.

У диабетических крыс обнаружено увеличе-
ние количества лимфоцитов в периферической 
крови и предшественников лимфоцитов в кост-
ном мозге относительно показателей интактной 
группы (табл. 2). Инъекции иммуномодулятора 

крысам группы 3 сопровождались снижением 
лимфоцитарной фракции в крови и костном 
мозге.

Обсуждение
Обнаруженные изменения уровня глюкозы, 

HbA1c, инсулина и провоспалительных цитоки-
нов в крови крыс группы 2 являются характерны-
ми для сахарного диабета 1 типа [5, 8], а снижение 
гипергликемии и улучшение баланса цитокинов 
в группе 3 подтверждают установленные ранее 
эффекты 3-АФГ [5, 7]. Увеличение содержания 
ДНК в лимфоцитах периферической крови диа-
бетических крыс (почти в 2 раза относительно 
нормы) может быть следствием репликации с 
остановкой цитокинеза, что является компен-
саторной реакцией, необходимой для увеличе-
ния количества функционирующих генов. Это 
предположение подтверждается увеличением 
концентрации IL-6 и TNFα в плазме крови и 

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ СВОБОДНЫХ НУКЛЕОТИДОВ, ДНК И РНК В ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ, КОЛИЧЕСТВО 
ЛИМФОЦИТОВ В КРОВИ И ИХ ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ В КОСТНОМ МОЗГЕ

TABLE 2. CONTENT OF FREE NUCLEOTIDES, DNA AND RNA IN BLOOD LYMPHOCYTES, THE NUMBER OF LYMPHOCYTES 
IN THE BLOOD AND THEIR PRECURSORS IN THE BONE MARROW

Показатели
Indicators

1
Интактные

Intact

2
СД
DM

3
СД + 3-АФГ
DM + 3-APH

Нуклеотиды, мкг/млн
Nucleotides, mkg/million 0,468±0,056 1,230±0,092* 0,508±0,055**

РНК, мкг/млн
RNA, mkg/million 0,156±0,014 0,184±0,020 0,185±0,037

ДНК, мкг/млн
DNA, mkg/million 0,126±0,008 0,284±0,032* 0,157±0,005* **

РНК/ДНК
RNA/DNA 1,23±0,09 0,72±0,06* 1,24±0,20**

Лимфоциты в крови, тыс/мкл
Blood lymphocytes, thousand/mkl 10,69±0,07 18,40±1,99* 7,32±0,48* **

Лимфоциты в костном мозге,
млн/100 г массы тела
Bone marrow lymphocytes 
million/100 g of body weight

4,91±1,05 8,06±1,30* 3,13±0,29**

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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обнаруженным ранее уменьшением количества 
гистоновых белков фракции H2A,H3,H4 [1]. По-
вышенное количество свободных нуклеотидов в 
лимфоцитах диабетических крыс, вероятно, не-
обходимо для синтеза ДНК, поскольку содержа-
ние РНК остается на прежнем уровне. Возмож-
но, компенсаторное увеличение количества ДНК 
в лимфоцитах является универсальной реакцией 
на действие патогена, так как образование по-
липлоидных, преимущественно тетраплоидных, 
лимфоцитов было обнаружено при вирусных ин-
фекциях и действии различных токсикантов [4]. 
Повышение концентрации IL-6 и TNFα в плазме 
крови крыс группы 2 может происходить как за 
счет усиленной экспрессии цитокинов удвоен-
ным количеством генов, так и за счет возросшего 
количества лимфоцитов. Действие иммуномо-
дулятора макрофагов 3-АФГ сопровождается, с 
одной стороны, снижением количества лимфо-
цитов, с другой стороны – уменьшением содер-
жания ДНК в лимфоцитах и увеличением кон-
центрации фактора роста IGF-1 в плазме крови, 

что, вероятно, связано с изменением фенотипа 
макрофагов с провоспалительного на антивос-
палительный [7]. Нормализация количества лим-
фоцитов и снижение уровня провоспалительного 
цитокина IL-6 при действии 3-АФГ способству-
ют снижению гипергликемии у диабетических 
животных и повышению продукции инсулина за 
счет, как было показано ранее, сохранения жиз-
неспособности β-клеток [5].

Выводы 
1. Повышенная продукция провоспалитель-

ных цитокинов при аллоксановом диабете про-
исходит за счет увеличения количества лимфо-
цитов и содержания в них ДНК.

2. Действие иммуномодулятора макрофагов 
3-АФГ способствует нормализации количества 
лимфоцитов и уменьшению содержания ДНК в 
лимфоцитах, что сопровождается уменьшением 
уровня IL-6 в плазме крови и снижением гипер-
гликемии.
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