
МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ |  
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

22 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2022 | Toм 18 | № 1 | 22–31 

https://doi.org/10.33647/2074-5982-18-1-22-31

ИСТОЩАЮЩАЯ ФИЗИЧЕСКАЯ НАГРУЗКА  
ВЫЗЫВАЕТ МНОГОКРАТНОЕ ПОВЫШЕНИЕ ТРАНСКРИПЦИИ 

ГЕНА HMGB1 В ЛИМФОЦИТАХ МИНИ-ПИГОВ 

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин, Н.В. Петрова*, Н.В. Станкова, О.В. Алимкина,  
Ю.В. Фокин, А.М. Зубалий, Н.А. Ларюшина, И.А. Васильева
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

Впервые показано, что истощающая физическая нагрузка вызывает кратковременное многократ-
ное повышение транскрипции гена HMGB1 в клетках лейкоцитарной фракции крови (лимфоцитах)  
мини-пигов и статистически значимое повышение уровня лейкоцитов при неизменности других 
морфологических параметров крови за счёт увеличения числа нейтрофилов в постнагрузочном пе-
риоде (до 6 ч включительно). Нейтрофилы могут рассматриваться в качестве маркера для изучения 
влияния предельной физической нагрузки на процессы, связанные с восстановлением, и как потен-
циальный повреждающий фактор. Лимфоциты, предположительно, являются источником HMGB1 
при кратковременной истощающей физической нагрузке, а выявленное повышение транскрипции 
гена HMGB1 носит компенсаторный характер и направлено на восстановление пула лимфоцитар-
ного белка HMGB1 в постнагрузочном периоде. HMGB1 лейкоцитов может играть роль поврежда-
ющего фактора или фактора регенерации в зависимости от вида и продолжительности физической 
нагрузки, учитывая его особую роль в ускорении формирования новых мышечных волокон, увели-
чении их размера и васкуляризации мышечной ткани.
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EXHAUSTING PHYSICAL EXERCISE CAUSES A MULTIPLE 
INCREASE IN THE TRANSCRIPTION OF HMGB1 GENE  

IN MINI PIGS’ LYMPHOCYTES
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It is shown for the first time that debilitating physical activity causes a short-term multiple increase in the 
transcription of the HMGB1 gene in the cells of the leukocyte blood fraction (lymphocytes) of mini pigs 
and a statistically significant increase in the level of leukocytes. At the same time, other morphological 
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parameters of the blood remain unchanged due to an increase in the number of neutrophils in the post-exer-
cise period (up to 6 hours inclusive). Neutrophils can be considered both as a marker for investigating the 
effect of limiting physical activity on the processes associated with recovery and as a potential damaging 
factor. Lymphocytes are presumably the source of HMGB1 during short-term debilitating physical activity. 
The revealed increase in HMGB1 gene transcription is of a compensatory nature and is aimed at restoring 
the HMGB1 lymphocytic protein pool in the post-exercise period. Leukocyte HMGB1 can play the role 
of a damaging factor or a regeneration factor depending on the type and duration of physical activity, given 
its specific role in accelerating the formation of new muscle fibers, increasing their size and vascularization 
of muscle tissue.
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Введение
Белок бокс 1 группы высокой подвиж-

ности (HMGB1, high mobility group box 1) 
представляет собой консервативную по-
следовательность из 215-ти аминокислот, 
40 из которых составляют остатки лизина. 
Поэтому при физиологических условиях 
HMGB1 является поликатионом, способ-
ным образовывать комплексы с нуклеино-
выми кислотами. HMGB1 преимуществен-
но локализован в ядре, где он действует 
как шаперон ДНК и участвует в регуляции 
ключевых событий, таких как образова-
ние комплексов с ДНК, изгибание ДНК, 
стабилизация нуклеосом, репликация 
ДНК, восстановление повреждённой ДНК 
и транскрипция генов. Однако в резуль-
тате пост-трансляционных модификаций 
HMGB1, таких как ацетилирование, фос-
форилирование и метилирование, ядерный 
HMGB1 может переходить в цитоплазму 
и далее во внеклеточное пространство, где 
он проявляет свойства цитокина, обладая 
способностью связываться с рецептором 
конечных продуктов гликирования (RAGE), 
толл-подобным рецептором 4 (TLR4), а так-
же ещё с десятком других рецепторов в со-

ставе комплексов с третьими партнёрами. 
В целом биологические функции HMGB1 
разнообразны и зависят от множества 
факторов, включая природу пост-транс-
ляционных модификаций, окислительно-
восстановительное состояние, клеточную 
или внеклеточную локализацию, а также 
кооперацию с другими молекулами [13]. 

Интерес к внеклеточному HMGB1 
в медицине обусловлен тем, что окислен-
ная модификация HMGB1 (дисульфид) иг-
рает роль ключевого провоспалительного 
фактора, который активирует TLR4 и утя-
желяет течение ряда заболеваний, вклю-
чая инфекционные заболевания, аутоим-
мунные заболевания, заболевания лёгких 
и сердечно-сосудистой системы, а также 
альтерации, вызванные травмой, инсультом 
или ишемией-реперфузией [13, 18]. 

В то же время внеклеточный HMGB1 
в восстановленном состоянии (дитиол) 
участвует в процессах регенерации тка-
ней, в частности скелетной мускулатуры 
и костей скелета. Воздействуя на рецептор 
RAGE на поверхности миобластов, HMGB1 
усиливает и поддерживает дифференциров-
ку миобластов и формирование мышечных 
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трубок как на стадии развития мускулатуры, 
так и при восстановлении мышечных аль-
тераций [8, 9, 15, 16]. В составе комплекса 
с CXCL12 выделяющийся при травме и пе-
реломах HMGB1 дитиол ускоряет регене-
рацию мышц, скелета, печени и др. тканей, 
опосредованную CXCR4-рецептором [14, 
17]. Тромбоцитарный HMGB1 ускоряет ре-
генерацию повреждённых сухожилий [20]. 
Особую роль в процессах регенерации 
мышц играет HMGB1 лейкоцитов, который 
необходим для ускорения формирования 
новых мышечных волокон, увеличения их 
размера, а также разрастания (sprouting) 
сосудов в мышечной ткани, как было по-
казано в экспериментах на линии мышей, 
нокаутных по лейкоцитарному HMGB1 [7]. 

В ряде исследований было показано, 
что интенсивные физические упражнения 
могут сопровождаться повышением кон-
центрации внеклеточного HMGB1 в крови, 
и этот процесс зависит от типа нагрузки 
[4, 5, 21]. В «пионерской» работе о связи 
HMGB1 и физических упражнений уровень 
HMGB1 в плазме спортсменов (n=9) со-
хранялся близким к норме при умеренной 
нагрузке на беговой дорожке, но быстро 
(в течение нескольких минут) повышался 
в среднем более чем в три раза при получе-
нии кратковременной истощающей физиче-
ской нагрузки и также быстро возвращался 
к норме после снятия нагрузки [4]. Уровень 
HMGB1 в крови непрофессиональных бе-
гунов на марафонскую (n=34) и полума-
рафонскую (n=36) дистанции повышался 
в 1,5 и 2,3 раза соответственно сразу после 
забега и возвращался к исходным значени-
ям через 2–7 дней после окончания забега 
[5]. В противовес этим результатам сред-
ний уровень HMGB1 в плазме не менялся 
у спортсменов, участвовавших в длитель-
ной велосипедной гонке (Париж–Брест–
Париж, 1200 км; n=11), или у спортсменов, 
выполнявших 100 падений до вертикально-
го прыжка (DVJ; n=10), при том, что у этих 
же спортсменов наблюдались статистиче-

ски значимые изменения уровней креатин-
киназы. Это противоречие, по мнению са-
мих авторов исследования [3], могло быть 
следствием технической ошибки измере-
ний HMGB1 в крови [3, 12]. 

Низкоинтенсивная регулярная физиче-
ская нагрузка, напротив, может снижать 
хронически повышенные уровни HMGB1 
в крови в периоде после острого инфаркта 
миокарда [10] и при некоторых заболевани-
ях, таких как рак молочной железы [11]. 

О функциях HMGB1, выделяющегося 
в результате физической нагрузки, извест-
но мало, причём рассматривается только 
его повреждающее действие. Как было 
показано в исследовании на линии мышей 
C57Bl/6, выделение HMGB1 в матрикс су-
хожилия после интенсивной физической 
нагрузки на беговой дорожке может опос-
редовать развитие тендинопатии, воспа-
лительного заболевания сухожилий [21]. 
Механизм повреждающего действия вне-
клеточного HMGB1 связан с дозозависимой 
активацией воспалительной реакции в клет-
ках и тканях сухожилий, что наблюдалось 
при введении экзогенного HMGB1 без фи-
зической нагрузки или в сочетании с физи-
ческой нагрузкой на беговой дорожке [19]. 

Об источниках внеклеточного HMGB1, 
выделяющегося при истощающей физи-
ческой нагрузке, практически ничего не-
известно. Есть только не подтверждённое 
пока предположение, что такими источни-
ками могут служить работающие клетки 
скелетной мускулатуры (миоциты), а так-
же иммунные клетки, взаимодействующие 
с работающей мышцей [12]. Хотя извес-
тен сам факт повышения уровней белка 
HMGB1 в крови при физических нагрузках, 
в литературе не имеется каких-либо дан-
ных о влиянии этих нагрузок на транскрип-
цию гена HMGB1 в органах и тканях, в т. ч. 
в лейкоцитах, которые играют особую роль 
в формировании мышечного волокна, а так-
же прорастание сосудов в скелетную мыш-
цу и адаптацию к гипоксии [7].
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Целью работы было изучение измене-
ний клеточного состава крови во времени, 
а также экспрессии гена HMGB1 в лимфо-
цитах крови мини-пигов под влиянием пре-
дельных истощающих физических нагру-
зок («работа до отказа»). 

Материалы и методы
Животные
Использованы мини-пиги светлогорской 

популяции, самцы в возрасте 4–6 мес. со 
средней массой тела 15,6±0,9 кг (n=8), вы-
веденные в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России 
(Московская обл., Красногорский р-н). 
Животные содержались в одном помеще-
нии, в групповых станках по 4 особи, с оп-
тимальными параметрами микроклимата 
и освещения для содержания крупных ла-
бораторных животных. Использовался 
стандартный тип кормления — полнораци-
онный комбикорм СК-8 (норма — 320 г/сут 
на голову), поение без ограничений. В день 
проведения теста животных не кормили, до-
ступ к воде не ограничивали. Исследования 
проводились в соответствии с Приказом 
Минздрава России от 01.04.2016 г. № 199н 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики», а также Директивой 
ЕС 2010/63/ЕС о защите животных, исполь-
зуемых в научных целях. Все эксперименты 
одобрены биоэтической комиссией ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России. 
Тест бега мини-пигов на тредбане до отказа

Тест производился с использованием 
беговой дорожки для животных типа Pet 
Treadmill wikiRUN № 3 с защитной сеткой 
(Россия), адаптированной для мини-пигов. 
Тест до отказа подразумевает под собой 
интенсивность нагрузки 95–100% от мак-
симальной. Этот показатель был рассчитан 
на основе определения физической рабо-
тоспособности мини-пигов [1]. Животные 
в группе имели одинаковый уровень рабо-
тоспособности — 4,05 км/ч. Таким обра-
зом, скорость движения беговой дорожки 
во время тестирования до отказа для всех 

животных в группе составила 5,13 км/ч. 
Регистрируемый показатель – время 
бега [2]. Тестирование проводили утром 
в специальном проветриваемом помеще-
нии при температуре 20°С.

Анализ крови
Забор венозной крови для гематологии 

и анализа ПЦР проводился из краниальной 
полой вены. Общий анализ крови прово-
дился на автоматическом гематологическом 
анализаторе Mindray BC-3600. 

Выделение лимфоцитов
Фракцию лимфоцитов выделяли из полу-

ченных образцов крови центрифугировани-
ем с использованием фиколл-урографина 
(плотность – 1,077 г/мл) [6]. 

Выделение РНК
Для выделения тотальной РНК из био-

материала (лимфоцитов) были использо-
ваны наборы «РНК-Экстран» («Синтол», 
Россия) в соответствии с инструкциями 
фирмы-производителя. Для получения ком-
плементарной ДНК (кДНК) были исполь-
зованы наборы «Реверта-L» («АмплиСенс», 
Россия). Для определения морфологиче-
ских параметров крови изготавливались 
мазки на предметном стекле, окрашива-
ние осуществлялось с помощью краски 
Leukodif 200 («Erba Lachema», Чехия), ми-
кроскопирование производилось на микро-
скопе MT4300L («Meiji Techno», Япония).

ПЦР в реальном времени
Анализ ПЦР производили на матри-

це ДНК, полученной в результате обрат-
ной транскрипции одноцепочечной РНК 
в кДНК. Синтез первой цепи кДНК про-
водили согласно инструкции «Комплект 
реагентов для получения кДНК на матри-
це РНК «РЕВЕРТА-L» при 37°С — 30 мин 
в течение одного цикла. Исследование экс-
прессии гена HMGB1 в исследуемых про-
бах производилось с помощью детектиру-
ющего амплификатора CFX-96 («BioRad», 
США) с использованием специфических 
праймеров и флуоресцентных зондов, ука-
занных в табл. 1. В качестве референсного 
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гена был выбран ген «домашнего хозяй-
ства» GAPDH. Результаты представлены 
как среднее ± ошибка среднего транскрип-

ции гена HMGB1 в указанный момент вре-
мени до и после нагрузки относительно 
транскрипции этого же гена до нагрузки. 

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры и зонды ПЦР-системы для детекции гена HMGB1
Table 1. Oligonucleotide primers and PCR probes used for detecting HMGB1 gene

Праймер/зонд Олигонуклеотидная последовательность
HMGB1 sus F TGAAGAGGATGAGGAGGAGG
HMGB1 sus R CCACCAGGACAGGGCTATCT
HMGB1 sus ROX-AGGATGAGGAGGAAGAAGAAGATGA-BHQ2

Статистическая обработка
Данные представлены как среднее ± ошиб-

ка среднего. Нормальность распределе-
ния оценивали с использованием критерия 
Колмогорова—Смирнова. Статистическую 
значимость определяли с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа 
с повторными измерениями (one-way RM 
ANOVA) с последующим тестом Даннетта 
(Dunnett’s test) или критерия Фридмана 
(Friedman) с последующим тестом Даннетта 
для множественного сравнения различий 
между группами. Силу линейной взаи-
мосвязи между переменными оценивали 
с использованием линейного коэффициента 
корреляции Пирсона (Pearson’s r). Различия 
между группами считались статистически 
значимыми при р<0,05. Данные анализиро-
вали с использованием программного обес-
печения Prism («GraphPad», США).

Результаты исследований
Индивидуальные показатели физической 

нагрузки для каждой особи (n=8) представ-
лены в табл. 2.

Из данных табл. 2 видно, что одно жи-
вотное не справилось с заданной нагрузкой, 
скорость пришлось снизить и тест остано-
вить. Результат учитывался по полученным 
данным. 

Физическая нагрузка привела к статисти-
чески значимым изменениям общего уров-
ня лейкоцитов в крови в постнагрузочном 
периоде (табл. 3; рис. 1А). Кроме того, на-
блюдалось кратковременное статистически 
значимое повышение скорости оседания 
эритроцитов (СОЭ) на 60-й мин постнагру-
зочного периода (табл. 3). 

Анализ лейкоцитарной фракции пока-
зал, что физическая нагрузка по-разному 
влияет на нейтрофилы и лимфоциты, со-

Таблица 2. Индивидуальные показатели физической нагрузки
Table 2. Individual indicators of physical activity

№ животного Масса тела, кг
Показатели бега

Скорость, км/ч Продолжительность, мин
1 16,99 3 7

2 17,25 5,13 10

3 18,20 5,13 24

4 18,59 5,13 27

5 12,30 5,13 26

6 13,09 5,13 26

7 14,30 5,13 25

8 14,00 5,13 10
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ставляющие в сумме 97–99% от общего 
числа клеток фракции. Однофакторный 
дисперсионный анализ с повторными из-
мерениями (one-way RM ANOVA) выявил 
статистически значимые изменения содер-
жания нейтрофилов (рис. 1B; F4,28=19,52; 
p<0,0001) в крови в период до и после фи-
зической нагрузки, причём post-hoc тест 
Даннетта показал статистически значи-
мое повышение числа нейтрофилов в 1,5 
(p<0,05); 1,9 (p<0,0001); 2,0 (p<0,0001) и 2,2 
(p<0,0001) раза по сравнению с исходными 
значениями на 0-й, 30-й, 60-й и 360-й мин 
постнагрузочного периода соответственно. 
Однофакторный дисперсионный анализ 
с повторными измерениями (one-way RM 
ANOVA) с последующим тестом Даннетта 

не выявил статистически значимых изме-
нений содержания лимфоцитов в постна-
грузочном периоде (p>0,05) по сравнению 
с исходными значениями до нагрузки.

Предельная физическая нагрузка приве-
ла к статистически значимому изменению 
транскрипции гена HMGB1 в лимфоцитах 
крови животных (рис. 2; p<0,001; критерий 
Фридмана), причём тест Даннетта выявил 
статистически значимое повышение транс-
крипции гена HMGB1 в 17,8 (p<0,001) 
и 51,1 (p<0,05) раза на 0-й и 30-й мин 
постнагрузочного периода соответственно 
по сравнению с исходными значениями. 
Этот эффект нагрузки на динамику транс-
крипции гена был непродолжительным, 
и уже через 1 ч после завершения бега 

Таблица 3. Клеточный состав крови до и после физической нагрузки
Table 3. Cellular blood composition before and after exercise

Параметры До нагрузки
После нагрузки

0 мин 30 мин 60 мин 360 мин
Лейкоциты, 109/л  11,8±1,1 13,5±1,3      17,1±1,1****      18,3±0,9****       16,8±0,9****

Тромбоциты, 109/л 477,0±16,7      471,6±24,3 473,3±21,3 482,3±23,3 373,9±17,4

Эритроциты, 1012/л   7,9±0,3   7,7±0,2   7,5±0,2    7,6±0,2   7,5±0,2

Гемоглобин, г/л      142,6±5,0      138,6±4,3      135,9±5,1 138,5±3,7      137,4±3,9

Гематокрит, % 42,5±1,7 40,5±1,4 39,4±1,5   40,4±1,3  40,3±1,2

СОЭ   1,6±0,4   2,6±1,4   2,0±0,7       7,5±2,4*    3,1±0,6

Примечание: * — статистически значимое отличие от значений до нагрузки при p<0,05;  
**** — статистически значимое отличие от значений до нагрузки при p<0,0001. 
Note: * — statistically significant difference from the values before exercise at p<0.05;  
**** — statistically significant difference from the values before exercise at p<0.0001.

Рис. 1. Состав лейкоцитарной фракции крови до и после предельной физической нагрузки.
Примечание: * — p<0,05 по сравнению с исходными значениями до нагрузки; **** — p<0,0001 по сравнению 
с исходными значениями до нагрузки.
Fig. 1. Composition of the leukocyte blood fraction before and after extreme physical activity.
Note: * — p<0.05 compared with the initial values before exercise; **** — p<0.0001 compared with the initial values 
before exercise.
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уровни HMGB1 мРНК в лимфоцитах сни-
жались до значений, статистически не от-
личимых от наблюдаемых до физической 
нагрузки (p>0,05).

Анализ с использованием критерия 
Пирсона не выявил наличия статистиче-
ски значимой линейной корреляции (связи) 
между изменениями в транскрипции гена 
HMGB1 в лимфоцитах и изменениями в об-
щем уровне лимфоцитов (p>0,05) в период 
до и после субмаксимальной физической 
нагрузки. 

Обсуждение результатов
Предельная физическая нагрузка приве-

ла к статистически значимому повышению 
уровня лейкоцитов при неизменности дру-
гих морфологических параметров крови. 
Изменения в лейкоцитарной фракции прои-

зошли практически исключительно за счёт 
увеличения числа нейтрофилов в постна-
грузочном периоде (от 0 до 6 ч включитель-
но). Таким образом, нейтрофилы представ-
ляют собой наиболее интересный объект 
для изучения влияния предельной физи-
ческой нагрузки на процессы, связанные 
с восстановлением, и в качестве потенци-
ального повреждающего фактора.

Нами впервые показано, что истощаю-
щая физическая нагрузка приводит к мно-
гократному повышению транскрипции гена 
HMGB1 в лимфоцитах в постнагрузочном 
периоде. Это повышение транскрипции 
совпадает по времени с самой нагрузкой 
и быстро затухает, снижаясь до уровней, 
статистически не отличимых от исходных 
значений уже через 1 ч после окончания на-
грузки. Выявленный нами профиль транс-
крипции HMGB1 близок к опубликованно-
му ранее временному профилю выделения 
белка HMGB1 при физических нагрузках 
у атлетов [4]. 

Можно предположить, что лимфоциты 
являются источником HMGB1 при крат-
ковременной истощающей физической 
нагрузке, а выявленное нами повышение 
транскрипции гена HMGB1 носит компен-
саторный характер и направлено на вос-
становление пула лимфоцитарного белка 
HMGB1 в постнагрузочном периоде. Эта 
гипотеза, однако, нуждается в эксперимен-
тальной проверке. Предстоит также выяс-
нить, какую функцию — повреждающую 
или, напротив, регенераторную — выпол-
няет HMGB1 лимфоцитов при разных ви-
дах физической нагрузки, учитывая извест-
ную особую роль лейкоцитарного HMGB1 
в ускорении формирования новых мышеч-
ных волокон, увеличении их размера и ва-
скуляризации мышечной ткани [20].

Заключение
В настоящей работе впервые показа-

но, что истощающая физическая нагрузка 

Рис. 2. Уровни HMGB1 мРНК в лимфоцитах светло-
горских мини-свиней до и после субмаксимальной фи-
зической нагрузки в тесте PWC170.
Примечание: (○) — индивидуальные значения; (●) — 
среднее ± ошибка среднего (n=8) в указанных времен-
ных точках; * — p<0,05 по сравнению с исходными 
значениями до нагрузки; *** — p<0,001 по сравнению 
с исходными значениями до нагрузки. 
Fig. 2. HMGB1 mRNA levels in the lymphocytes of Svet-
logorsk mini pigs before and after submaximal exercise 
in the PWC170 test.
Note: (○) — individual values; (●) — mean ± mean error 
(n=8) at the specified time points; * — p<0.05 compared 
with the initial values before exercise; *** — p<0.001 
compared with the initial values before exercise.



29БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2022 | Toм 18 | № 1 | 22–31

вызывает кратковременное многократное 
повышение транскрипции гена HMGB1 
в клетках лейкоцитарной фракции крови. 
Опираясь на известные данные о влиянии 
лейкоцитарного HMGB1 на формирова-
ние мышечных волокон и прорастание со-
судов в скелетную мышцу, мы полагаем, 

что результаты, полученные в настоящем 
исследовании, могут быть основанием 
для экспериментальной проверки гипотезы, 
что HMGB1 лейкоцитов может играть роль 
повреждающего фактора или фактора реге-
нерации в зависимости от вида и продол-
жительности физической нагрузки.
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