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В настоящее время хроническое воспаление считается одним из ключевых факторов развития са-
харного диабета (СД) 2 типа. Нарушение толерантности воспалительного ответа моноцитов рассма-
тривается как важный механизм патогенеза хронического воспаления. Целью данного исследования 
явилось изучение воспалительной активации и толерантности иммунного ответа моноцитов при СД.
В исследование были включены 40 пациентов с впервые выявленным СД и 40 участников контроль-
ной группы. Уровень базальной, ЛПС-стимулированной и повторно стимулированной секреции 
цитокинов ФНО-α, ИЛ-1β и MCP-1 оценивали в культуре моноцитов, изолированных из крови 
методом иммуномагнитной сепарации CD14+ клеток. Уровень базальной, ЛПС-стимулированной 
и повторно стимулированной секреции ФНО-α был достоверно выше у пациентов с СД, уровень 
секреции ИЛ-1β не отличался достоверно между группами, базальная и повторно стимулированная 
секреция MCP-1 также была достоверно выше в группе СД. Повторно стимулированная секреция 
ФНО-α и ИЛ-1β была снижена по сравнению с первично стимулированной секрецией в обеих груп-
пах, что демонстрирует толерантность иммунного ответа макрофагов в отношении этих цитокинов. 
Повторно стимулированная секреция MCP-1 у 42% пациентов с СД была выше первично стимули-
рованной секреции; таким образом, выявлено нарушение толерантности иммунного ответа макро-
фагов. Обнаружена корреляция секреции ФНО-α с индексом массы тела (ИМТ), r=0,631, p<0,001, и 
с уровнем гликемии, r=0,427, p=0,037. Результаты исследования демонстрируют воспалительную 
активацию моноцитов с гиперсекрецией ФНО-α и MCP-1, нарушение толерантности иммунного от-
вета моноцитов при СД в отношении секреции MCP-1, а также корреляцию секреции ФНО-α с ИМТ 
и уровнем гликемии, что свидетельствует о важной роли ФНО-α и MCP-1 в патогенезе хронического 
воспаления при СД 2 типа и позволяет рассматривать данные цитокины в качестве потенциальных 
терапевтических мишеней для патогенетической терапии СД 2 типа.  
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Сhronic inflammation is considered as a key factor in the development of type 2 diabetes mellitus. Impaired 
tolerance of the inflammatory response of monocytes is regarded as an important mechanism in the 
pathogenesis of chronic inflammation. In this work, we study the inflammatory activation and tolerance 
of the immune response of monocytes in diabetes. In total, 40 patients with newly diagnosed diabetes 
and 40 control group participants were included in the study. The level of basal, LPS-stimulated and 
re-stimulated secretion of the TNF-α, IL-1β, and MCP-1 cytokines was assessed in a monocyte culture 
isolated from the blood by immunomagnetic separation of CD14+ cells. The level of basal, LPS-stimulated 
and re-stimulated TNF-α secretion was significantly higher in patients with diabetes; the level of IL-1β 
secretion did not differ significantly between the groups; basal and re-stimulated MCP-1 secretion was 
also significantly higher in the diabetes group. Re-stimulated secretion of TNF-α and IL-1β was reduced 
compared to primary-stimulated secretion in both groups, demonstrating the tolerance of the macrophage 
immune response to these cytokines. Re-stimulated secretion of MCP-1 in 42% of diabetes patients was 
higher than primary stimulated secretion, thus revealing an impaired tolerance of the immune response of 
macrophages. A correlation was found between TNF-α secretion and body mass index, r=0.631, p<0.001, 
and with glycemic level, r=0.427, p=0.037. The results obtained demonstrate inflammatory activation 
of monocytes with hypersecretion of TNF-α and MCP-1, impaired tolerance of the immune response of 
monocytes in diabetes regarding the secretion of MCP-1, as well as a correlation of TNF-α secretion 
with body mass index and glycemic level. This indicates an important role of TNF-α and MCP-1 in the 
pathogenesis of chronic inflammation in type 2 diabetes, thus allowing these cytokines to be considered as 
potential therapeutic targets for pathogenetic therapy of type 2 diabetes.
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Введение
По данным Международной федерации 

диабета, более 537 млн чел. в мире страда-
ют сахарным диабетом (СД), при этом рас-
пространенность диабета с каждым годом 
неуклонно растет [9]. В настоящее время 
хроническое воспаление считается одним 
из ключевых патогенетических механизмов 
развития СД 2 типа [12]. Макрофаги играют 
важную роль в патогенезе инсулинорези-
стентности при СД 2 типа за счет продук-
ции воспалительных цитокинов, которые, 
в свою очередь, поддерживают воспаление 
путем вовлечения новых иммунных клеток 
(моноцитов, нейтрофилов), поляризации 
Т-клеток и активации фибробластов [16]. 
Известно, что при ожирении происходит из-
менение клеточного состава жировой ткани, 
при этом количество макрофагов может уве-
личиваться до 50% за счет рекрутинга цир-
кулирующих моноцитов и пролиферации 
тканевых макрофагов [10]. Для макрофагов 
жировой ткани при ожирении характерна 
поляризация по воспалительному фенотипу, 
которая является важным фактором, ини-
циирующим развитие инсулинорезистент-
ности [5]. Было показано, что тканевые ма-
крофаги являются чрезвычайно мощными 
медиаторами передачи сигналов инсулина. 
Современные исследования демонстриру-
ют данные о внутриклеточных сигнальных 
путях, активируемых воспалительными 
и стрессовыми реакциями, которые могут 
ингибировать передачу сигналов инсулина, 
что является основным механизмом разви-
тия инсулинорезистентности [6].

В настоящее время нарушение толерант-
ности иммунного ответа моноцитов и ма-
крофагов считается важным патогенетиче-
ским механизмом развития хронического 
воспаления [19]. Воспалительная актива-
ция клеток врожденного иммунитета и на-
рушение толерантности иммунного ответа 
могут быть важными патогенетическими 
факторами развития СД 2 типа, а также его 
осложнений, в т.ч. сопутствующих сердеч-

но-сосудистых заболеваний, ассоциирован-
ных с атеросклерозом [17].

Целью данного исследования явилось 
изучение воспалительной активации и то-
лерантности иммунного ответа моноцитов 
при СД 2 типа, которые оценивали по уров-
ню базальной и стимулированной секреции 
воспалительных цитокинов в первичной 
культуре моноцитов пациентов с СД 2 типа 
по сравнению с условно здоровыми участ-
никами контрольной группы, а также оцен-
ка взаимосвязи воспалительного статуса 
моноцитов с клиническими характеристи-
ками участников исследования.

Материалы и методы
Дизайн исследования
Критериями исключения из исследования 

были возраст младше 50 и старше 70 лет, 
а также наличие тяжелых хронических за-
болеваний и сопутствующих состояний, ко-
торые могли повлиять на результаты оценки, 
а именно хронические инфекционные, ауто-
иммунные и онкологические заболевания, 
а также хроническая сердечно-сосудистая, 
почечная, печеночная недостаточность, 
хронические инфекционно-воспалитель-
ные заболевания. Исследование прово-
дилось в соответствии с принципами 
Хельсинкской декларации 2013 г. Протокол 
исследования был одобрен локальным 
этическим комитетом Первого МГМУ 
им. И.М. Сеченова (протокол № 04-21 
от 18.02.2021). Все участники исследова-
ния предоставили письменное информиро-
ванное согласие на участие в исследовании.

Участники исследования проходили кли-
нико-лабораторное обследование с оценкой 
следующих параметров: возраст, индекс 
массы тела (ИМТ), артериальное давление, 
биохимический анализ крови с определе-
нием гликемии, гликозилированного гемо-
глобина, липидного профиля крови (общий 
холестерин, липопротеины низкой плотно-
сти (ЛПНП)).

Кириченко Т.В., Бочкарева Л.А., Недосугова Л.В., Маркина Ю.В., 
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Исследование воспалительного 
статуса моноцитов
Воспалительный статус моноцитов оце-

нивали по уровню секреции воспалитель-
ных цитокинов: фактор некроза опухоли-α 
(ФНО-α), интерлейкин-1β (ИЛ-1β) и мо-
ноцитарный хемотаксический протеин-1 
(МСР-1), культивируемых моноцитами/
макрофагами участников исследования. 
Для получения первичной культуры мо-
ноцитов цельную кровь участников иссле-
дования центрифугировали в градиенте 
фиколла. Из полученной лейкоцитарной 
фракции изолировали CD14+ моноциты 
с использованием колонок для иммуно-
магнитной сепарации и парамагнитных 
наночастиц для выделения CD14+ клеток 
(“Miltenyi Biotec”, США). Выделенные 
моноциты сажали в две лунки 48-луноч-
ного планшета в количестве 500000 кле-
ток на лунку и культивировали в 0,5 мл 
культуральной среды X-VIVO (“Lonza”, 
Германия) при 37°C. В лунке 1 оценива-
ли базальную секрецию воспалительных 
цитокинов культивируемыми моноцитами. 
Образцы культуральной жидкости полу-
чали через 24 ч после посадки моноцитов 
для оценки нестимулированной секреции 
воспалительных цитокинов. В лунке 2 
оценивали иммунный ответ культивиру-
емых моноцитов/макрофагов на воспали-
тельную стимуляцию липополисахаридом 
(ЛПС). С этой целью в культуру моноци-
тов добавляли ЛПС в концентрации 1 мг/мл  
в 1-е сут культивирования и оценивали 
секрецию изучаемых цитокинов после 
24 ч инкубации для характеристики сти-
мулированной секреции. Далее произво-
дили смену среды и инкубировали клетки 
в течение 5 сут без воспалительной сти-
муляции. На 6-е сут в лунку 2 повторно 
добавляли ЛПС в концентрации 1 мг/мл 
и инкубировали 24 ч, после чего полу-
чали образцы культуральной жидкости 
для оценки иммунного ответа культивиру-
емых клеток на повторную воспалитель-

ную стимуляцию, т.е. для характеристики 
толерантности иммунного ответа. В полу-
ченных образцах культуральной жидко-
сти определяли уровень воспалительных 
цитокинов ФНО-α, ИЛ-1β и MCP-1 мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) 
с использованием коммерческих наборов 
Human TNF-alpha/TNFSF1A, IL-1beta/IL-
1F2 и CCL2/MCP-1 DuoSet ELISA (“R&D 
Systems”, США).

Статистический анализ
Статистический анализ данных про-

водился с использованием программы 
SPSS 27.0 (“SPSS”, США). Для оценки 
различий между группами был использо-
ван U-критерий Манна — Уитни. Данные 
представлены в виде среднего значения 
и стандартного отклонения, Mean (SD). 
Корреляционный анализ с использовани-
ем коэффициента Пирсона проводился 
для оценки взаимосвязи секреции цитоки-
нов культивируемыми моноцитами с кли-
нико-лабораторными характеристиками 
участников исследования.

Результаты и их обсуждение
Всего с настоящее исследование были 

включены 80 участников в возрасте от 50 
до 70 лет — 40 пациентов с впервые вы-
явленным СД 2 типа и 40 участников 
контрольной группы без СД. В табл. 1 пред-
ставлена сравнительная характеристика 
клинико-лабораторных показателей участ-
ников исследования с СД 2 типа и условно 
здоровых участников контрольной группы.

Участники контрольной группы не от-
личались достоверно от пациентов с СД 2 
типа по полу и возрасту, а также не имели 
значимых отличий по уровню общего холе-
стерина в сыворотке крови. Пациенты с СД 
2 типа имели достоверно более высокий 
ИМТ, при этом 7% участников исследо-
вания с СД 2 типа имели нормальный вес, 
27% имели избыточный вес, по 33% име-
ли ожирение 1 и 2 степени. В контрольной 
группе 35% участников имели нормальный 
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ИМТ, 45% имели избыточный вес и 20% 
имели ожирение 1 степени. Участники ис-
следования с СД 2 типа также имели дос-
товерно более высокие показатели гликемии 
и гликозилированного гемоглобина, сыворо-
точный уровень ЛПНП.

Воспалительный статус моноцитов/ма-
крофагов оценивали по уровню секреции 
воспалительных цитокинов в первичной 
культуре моноцитов/макрофагов участников 
исследования. В табл. 2 представлены ре-
зультаты оценки секреции воспалительных 
цитокинов культивируемыми моноцитами/
макрофагами участников исследования.

В результате исследования показано, 
что в культуре моноцитов пациентов с СД 
2 типа были достоверно более высокие 
уровни базальной, ЛПС-стимулированной, 
а также повторно стимулированной секре-
ции ФНО-α, чем в контрольной группе. 
При этом уровень повторно стимулирован-
ной секреции в обеих группах был значи-
тельно ниже, чем уровень секреции после 
первой стимуляции, что демонстрирует 
наличие толерантности иммунного ответа 
макрофагов в отношении секреции ФНО-α, 
поскольку толерантность иммунного отве-
та принято рассматривать как сниженный 

Таблица 1. Клинико-лабораторная характеристика участников исследования
Table 1. Clinical and laboratory characteristics of study participants

Характеристики Контрольная 
группа

Группа 
СД 2 типа

Достоверность отличий, р

Возраст, лет 61 (5) 63 (6) 0,088

Пол, м/ж 12/28 14/26 0,263

ИМТ, кг/м2 26,5 (3,8) 31,7 (6,3) <0,001

Глюкоза, ммоль/л 4,9 (0,4) 7,8 (1,1) <0,001

HbA1c, % 5,8 (0,3) 6,7 (0,7) <0,001

Артериальная гипертония, % 38% 69% <0,001

Общий холестерин, ммоль/л 5,7 (0,7) 5,4 (1,4) 0,126

ЛПНП, ммоль/л 2,1 (1,3) 3,4 (1,0) <0,001

Примечание: ИМТ — индекс массы тела; ЛПНП — липопротеины низкой плотности; HbA1c — гликозилиро-
ванный гемоглобин.
Note: ИМТ — body mass index; ЛПНП — low density lipoprotein; HbA1c — glycated hemoglobin.

Таблица 2. Секреция воспалительных цитокинов культивируемыми моноцитами/макрофагами участников 
исследования
Table 2. Secretion of inflammatory cytokines by cultured monocytes/macrophages of study participants

Секреция цитокинов, пг/мл Контрольная группа Группа СД 2 типа Достоверность отличий, р

ФНО-α

Базальная 134 (150) 323 (202) <0,001

Стимулированная 2974 (1487) 5706 (3546) <0,001

Повторная стимуляция 114 (46) 167 (54) <0,001

ИЛ-1β 

Базальная 103 (77) 111 (52) 0,608

Стимулированная 1035 (1047) 1198 (586) 0,413

Повторная стимуляция 97 (35) 88 (56) 0,470

MCP-1

Базальная 2476 (1593) 5401 (2843) <0,001

Стимулированная 18389 (4618) 20542 (8185) 0,201

Повторная стимуляция 3924 (2965) 14845 (9923) <0,001

Примечание: ИЛ-1β — интерлейкин-1β; ФНО-α — фактор некроза опухоли-α; MCP-1 — моноцитарный хемо-
таксический протеин-1.
Note: ИЛ-1β — Interleukin-1β; ФНО-α — tumor necrosis factor-α; MCP-1 — monocyte chemotactic protein-1.
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ответ на вторую стимуляцию после возвра-
щения клеток в неактивированное состоя-
ние [13]. Вторичный ответ на последую-
щий неспецифический стимул может быть 
изменен таким образом, что клетки реаги-
руют более выраженно, чем на первичную 
стимуляцию, вызывая гиперсекрецию ме-
диаторов воспаления, превышающую уро-
вень секреции при первичной стимуляции, 
что представляет собой нарушение толе-
рантности иммунного ответа [1].

Базальная, ЛПС-стимулированная и по-
вторно стимулированная секреция ИЛ-1β 
культивируемыми моноцитами/макро-
фагами пациентов с СД 2 типа не отлича-
лась достоверно от моноцитов участников 
контрольной группы. Кроме того, повтор-
ная секреция ИЛ-1β также была значитель-
но ниже ответа на первичную стимуляцию, 
что демонстрирует толерантность им-
мунного ответа макрофагов в отношении 
ИЛ-1β. Результаты другого исследования 
демонстрируют отсутствие достовер-
ных отличий уровней базальной и ЛПС-
стимулированной ИЛ-1β секреции культи-
вируемыми моноцитами пациентов с СД 2 
типа по сравнению с контрольной группой 
[2]. Тем не менее данные многочисленных 
исследований демонстрируют участие 
ИЛ-1β в развитии СД 2 типа [3]. Известно, 
что ИЛ-1β является одним из главных ци-
токинов, секретируемых тканевыми ма-
крофагами жировой ткани и вовлеченных 
в развитие инсулинорезистентности и СД 
2 типа при ожирении [7].

Базальная секреция хемокина MCP-1 
культивируемыми моноцитами/макрофа-
гами была достоверно увеличена в группе 
СД 2 типа по сравнению с контрольной 
группой, ЛПС-стимулированная секреция 
МСР-1 не отличалась достоверно меж-
ду группами. Повторно стимулированная 
секреция МСР-1 была значительно выше 
в группе СД по сравнению с контрольной 
группой, при этом у 42% участников ис-
следования с СД2 типа уровень повторной 

стимулированной секреции после периода 
отдыха, следующего за первой стимуляци-
ей ЛПС, был выше, чем ответ на первич-
ную стимуляцию, что демонстрирует на-
рушение толерантности иммунного ответа 
в отношении секреции МСР-1 [1]. В то же 
время в контрольной группе у всех паци-
ентов повторно стимулированная секреция 
была значительно ниже ответа на первую 
стимуляцию, т.е. не выявлено ни одного 
пациента с нарушением толерантности 
иммунного ответа. В настоящее время 
толерантность иммунного ответа клеток 
врожденного иммунитета в патогенезе СД 
2 типа широко изучается на различных 
клеточных и животных моделях, а также 
в клинических исследованиях [11], однако 
нарушение толерантности иммунного от-
вета макрофагов в отношении МСР-1 пока-
зано впервые. МСР-1 считается ключевым 
хемокином, обуславливающим инфильтра-
цию жировой ткани макрофагами и прини-
мающим непосредственное участие в раз-
витии инсулинорезистентности [14, 20]. 
Кроме того, МСР-1 используется как био-
маркер осложнений СД 2 типа [18, 21].

Для оценки взаимосвязи секреции вос-
палительных цитокинов с клинико-лабора-
торными характеристиками участников ис-
следования был проведен корреляционный 
анализ. Обнаружена взаимосвязь базальной 
и ЛПС-стимулированной секреции ФНО-α 
с ИМТ: r=0,631, p<0,001 и r=0,582, p<0,001 
соответственно. Кроме того, уровень базаль-
ной и стимулированной секреции ФНО-α 
коррелировал с уровнем гликемии, r=0,427, 
p=0,012 и r=0,372, p=0,037 соответственно. 
Рисунок демонстрирует корреляцию базаль-
ной секреции ФНО-α с ИМТ участников ис-
следования в группе СД 2 типа, которая яви-
лась наиболее достоверной по результатам 
корреляционного анализа.

ФНО-α считается одним из основных 
факторов, индуцирующих развитие рези-
стентности к инсулину в жировой ткани 
наряду с другими воспалительными ци-
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токинами, в частности МСР-1 и ИЛ-1β 
[4]. ФНО-α играет ключевую роль на всех 
этапах хронического воспаления при СД 
2 типа — от формирования инсулиноре-
зистентности до развития осложнений СД, 
в т.ч. в прогрессировании атеросклероза 
и развитии сердечно-сосудистых заболе-
ваний [8]. Результаты корреляционного 
анализа, демонстрирующие взаимосвязь 
ИМТ и гликемии с повышенной секреци-
ей ФНО-α культивируемыми макрофагами 
пациентов в СД 2 типа, соответствуют ре-
зультатам более ранних исследований [15] 
и углубляют современные представления 
о роли ФНО-α в патогенезе СД 2 типа.

Выводы
Результаты исследования демонстри-

руют воспалительную активацию моно-
цитов с гиперсекрецией ФНО-α и MCP-1 
у пациентов с СД 2 типа, а также наруше-
ние толерантности иммунного ответа ма-
крофагов при СД в отношении секреции 

MCP-1. Кроме того, выявлена взаимосвязь 
секреции ФНО-α с ИМТ и уровнем гли-
кемии. Таким образом, результаты иссле-
дования свидетельствуют о важной роли 
ФНО-α и MCP-1 в патогенезе хронического 
воспаления при СД 2 типа. Однако из трех 
исследованных в данном проекте цито-
кинов нарушение толерантности иммун-
ного ответа макрофагов выявлено только 
в отношении МСР-1, в связи с этим необ-
ходимы дальнейшие исследования воспа-
лительного статуса моноцитов/макрофагов 
при СД 2 типа для оценки секреции дру-
гих воспалительных цитокинов, а также 
изучения механизмов и выявления факто-
ров, ассоциированных с воспалительной 
активацией и нарушением иммунной толе-
рантности моноцитов/макрофагов. В то же 
время результаты настоящего исследования 
позволяют рассматривать ФНО-α и MCP-1 
в качестве потенциальных терапевтических 
мишеней для разработки средств патогене-
тической терапии СД 2 типа.

Рис. Взаимосвязь базальной секреции ФНО-α и ИМТ у пациентов с СД 2 типа.
Fig. The relationship between basal secretion TNF-α and BMI in patients with type 2 diabetes.
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