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РЕЗЮМЕ

Цель исследования ‒ изучить регенеративный потенциал стволовых и прогениторных клеток поджелу-
дочной железы и семенников при метаболических нарушениях.

Материал и методы. Эксперименты проведены на мышах линии C57Bl/6.  Метаболические нарушения 
моделировали стрептозотоцином и жировой диетой. Морфологические методы использовали для оценки 
морфопатологических изменений поджелудочной железы и тестикулярной ткани, фертильности. В им-
муногистохимических исследованиях изучалась экспрессия инсулина в островках Лангерганса, CD16 –  
в семенниках. Биохимическими методами и методом иммуноферментного анализа в биологических об-
разцах оценивали липидный спектр, глюкозу, медиаторы воспаления, тестостерон и глюкозозависи-
мый инсулинотропный полипептид. Цитометрическими методами исследовали  поверхностные антигены 
стволовых и прогениторных клеток, культуральные методы и трансплантационный тест позволили изу-
чить регенераторный потенциал стволовых и прогениторных клеток.

Результаты. Введение стрептозотоцина и жировая диета вызывали нарушение обмена липидов, тесто-
стерона, глюкозы и инсулинорезистентности у мышей самцов линии C57BL/6. Вследствие метаболиче-
ских нарушений развивались воспаление, диабет 2 типа, астено- и олигозооспермия, снижался индекс 
плодовитости. При метаболических нарушениях наблюдали увеличение количества олигопотент-
ных предшественников β-клеток (CD45–TER119–CD133+CD49flow) и предшественников гемангиогенеза 
(CD45–TER119–cKit+Flk-1+) в поджелудочной железе, сперматогониальных стволовых клеток (CD117-

CD90+и CD117+CD90+) и предшественников гемангиогенеза (CD45–TER119–cKit+Flk-1+) в семенниках. 
Стволовые и прогениторные клетки демонстрировали высокую клональную активность и потенциал к 
самообновлению, способность дифференцироваться в зрелые клетки in vitro, эффективно приживлялись 
в травмированной ткани.

Заключение. В экспериментах in vitro и in vivo выявлен высокий регенеративный потенциал пред-
шественников гемангиогенеза и инсулин-продуцирующих β-клеток,  сперматогониальных стволовых 
клеток мышей самцов линии C57BL/6 при метаболических нарушениях. Низкие темпы регенерации 
микроциркуляторного русла, инсулин-продуцирующих β-клеток и половых клеток при метаболических 
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Метаболический синдром (МС) – ýто патологи-
ческое состояние, характеризующееся централь-
ным (абдоминальным) ожирением, нарушениями 
гомеостаза и метаболизма глюкозы, дислипиде-
мией и артериальной гипертонией [1–4]. Основ-
ными ýтиологическими факторами МС являются 
генетическая предрасположенность, избыточное 
потребление жиров и гиподинамия [4, 6–7]. По 
своей медико-социальной значимости МС стоит в 
ряду важнейших медицинских проблем XXI в. [4, 
8–9]. Распространенность симптомокомплекса во 
всех странах весьма значительна. В среднем МС 
встречается у каждого пятого взрослого челове-
ка среди населения развитых стран и в ближай-
шие 25 лет ожидается увеличение темпов его ро-
ста на 50% [3, 10]. В России МС диагностируют у 
20,6% лиц в возрасте 30–69 лет, при ýтом частота 
его встречаемости у мужчин 40–55 лет составля-
ет 44,4%, у женщин той же возрастной группы – 
20,8%, с возрастом число больных увеличивается 
[11]. Вызывает серьезную озабоченность устой-
чивый рост частоты МС среди подростков и мо-
лодежи [9, 12]. За последние 10 лет количество 
детей, имеющих признаки МС, возросло с 4,2 до 
6,4% [13–15]. 

МС проявляется в виде таких широко распро-
страненных заболеваний, как сахарный диабет  
2 типа, атеросклероз, артериальная гипертония и 
ишемическая болезнь сердца [14, 16]. У мужчин 
с МС одновременно с нарушениями углеводного 
и жирового обмена регистрируется низкий уро-
вень тестостерона [17–20]. Сохранение в течение 
длительного времени ýтой патологической три-
ады приводит к мужскому гипогонадизму. По 
некоторым данным, примерно у 15% мужчин с 
МС старше 40 лет диагностирован гипогонадизм 
[21–22]. Сниженная гонадотропная функция ги-
пофиза сформировала тактику лечения мужского 
гипогонадизма. Терапия базируется на восполне-
нии дефицита тестостерона [21, 23]. 

Ввиду заместительного характера лечения 
гормональные препараты назначаются постоян-
но. Гормонотерапия лишь уменьшает симптомы 
андрогенной недостаточности [20]. Между тем 
тестостероном невозможно полностью восстано-
вить структуру и функцию клеток, образующих 
ткань яичек. По современным представлениям, 

основой регенерации тканей организма постна-
тального развития выступают костномозговые и 
тканеспецифичные стволовые клетки (СК) и про-
гениторные клетки. Однако при МС стволовые 
клетки мало изучены. Это не позволяет сформи-
ровать тактику фармакологической регуляции СК 
и прогениторных клеток в целях стимуляции ре-
генерации пораженных клеток и тканей при МС.

Целью настоящего исследования явилось из-
учение регенераторного потенциала стволовых и 
прогениторных клеток поджелудочной железы и 
семенников у мышей линии C57BL/6 при метабо-
лических нарушениях.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Эксперименты выполнены на мышах линии 

C57Bl/6 (самцы n = 250, самки n = 60), получен-
ных из питомника отдела биомоделирования НИ-
ИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга (квалификационный 
сертификат имеется). Исследование проводилось 
в несколько ýтапов, на каждом из которых коли-
чество животных в группах составляло не менее 
10 особей.  Все манипуляции с животными прово-
дили в соответствии с Европейской конвенцией о 
защите позвоночных животных, используемых в 
ýкспериментах или в иных научных целях.

Рождение животных принимали за 0-й день 
ýксперимента. Метаболические нарушения мо-
делировали однократным подкожным введением 
стрептозотоцина (Sigma, США) (200 мг/кг) через 
24 ч после рождения и жировой диетой (Siff EF 
R/M with 30% Fat кат. № E15116-34, Германия) 
на 28–70-е сут после рождения [24]. Эвтаназию 
мышей проводили в СО

2
-камере на 70-е сут ýкс-

перимента. Биохимическими методами оценивали 
содержание в крови холестерола, триацилглице-
ролов, липопротеинов высокой, низкой и очень 
низкой плотности, и глюкозы. С применением 
иммуноферментного анализа (ИФА) определяли 
содержание тестостерона, инсулина, глюкозоза-
висимого инсулинотропного полипептида, IFN-γ, 
TGF-beta1, IL-1β, 2, 5, 17, 23 в биологических 
пробах. Проводили морфологическое исследо-
вание поджелудочной железы и семенников. 
Иммуногистохимически изучали ýкспрессию ин-
сулина в островках Лангерганса и CD16 в семен-
никах. Дополнительно оценивали продуктивность  

нарушениях связаны с ингибирующим действием диабетических факторов и воспаления на стволовые и 
прогениторные клетки.

Ключевые слова: метаболические нарушения, воспаление, диабет, гипогонадизм, сперматогониаль-
ные стволовые клетки, предшественники гемангиогенеза, предшественники β-клеток, регенерация.
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сперматогенеза и индекс плодовитости у мы-
шей-самцов [25]. По ýкспрессии мембранных ре-
цепторов (CD24, СD31, CD34, CD45, CD49f , CD51, 
CD52, CD90, CD117 (cKit), CD133, TER119, Flk-1, 
PDX1) делали вывод о содержании предшествен-

ников β-клеток, прогениторных ýндотелиальных 
клеток, предшественников гемангиогенеза, спер-
матогоний, сперматогониальных СК, клеток Ле-
йдига, пан-гемопоýтических клеток, моноцитов в 
тканях (таблица). 
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Т а б л и ц а

Содержание в тканях (% от всех окрашенных мононуклеаров) стволовых и прогениторных клеток  
у мышей с метаболическими нарушениями на 70-е сут эксперимента и прирост клеточной массы в культуре  

(% от исходного содержания клеток в культуре), M ± m

Клетки (иммунофенотип)
Интактный контроль Метаболические нарушения

Содержание
клеток

Прирост клеток  
в культуре

Содержание
клеток

Прирост клеток 
в культуре

Поджелудочная железа
Клетки-предшественники гемангиогенеза 
(CD45–TER119–cKit+Flk-1+)

0,070 ± 0,017
124 ± 24 

●
1,063 ± 0,057

*
72 ± 10 

●
Мультипотентные прогениторные клетки
(CD45–TER119–cKit–Flk-1–)

81,326 ± 0,081
102 ± 21 

●
92,271 ± 0,090

*
187 ± 20 

●
Олигопотентные предшественники β-клеток 
(CD45–TER119–CD133+CD49flow)

0,023 ± 0,023
110 ± 19 

● 0,097 ± 0,009 *
234 ± 31 

●
Общая популяция PDX1+- клетки 0,086 ± 0,009 ‒ 0,0542 ± 0,002 * ‒
β-клетки 
(CD45–TER119–PDX1+) 

0,083 ± 0,009 ‒ 0,0013 ± 0,002 * ‒

Семенники
Пан-гемопоýтические клетки (CD45+)

5,660 ± 0,008 ‒ 7,416 ± 0,329
*

‒

Моноциты
(CD45+CD90+CD31+CD34‒)

0,115 ± 0,005 ‒ 0,153 ± 0,014
*

‒

Клетки-предшественники гемангиогенеза 
(CD45‒CD117+Flk1+)

0,500 ± 0,007
144 ± 16 

●
2,187 ± 0,009

*
102 ± 8

●
Эндотелиальные клетки
(CD45‒CD31+)

0,506 ± 0,149
374 ± 34 

●
1,050 ± 0,061

*
192 ± 22 

●
Сперматогониальные стволовые клетки 
(CD117‒CD90+)

0,726 ± 0,299
325 ± 36 

● 0,933 ± 0,139 1742 ± 200 ●

Сперматогониальные стволовые клетки 
(CD117+CD90+)

10,587 ± 0,695
280 ± 35 

● 12,137 ± 1,119 *
74 ± 8 

●
Сперматогониальные стволовые клетки 
(CD51‒CD24+CD52+)

0,912 ± 0,127 12,8 ± 3 0,767 ± 0,241 20 ± 3

Клетки Лейдига
(CD51+)

17,747 ± 1,447
219 ± 28 

● 16,469 ± 0,508
143 ± 16 

●

П р и м е ч а н и е. Результаты представлены от трех независимых серий ýкспериментов.
* различия достоверны по сравнению с контролем (р < 0,05, U-критерий Манна – Уитни),
● различия достоверны по сравнению с исходным содержанием клеток в культуре (р < 0,05, U-критерий Манна – Уитни).

Свойства СК и прогениторных клеток были 
изучены in vitro. У олигопотентных предшествен-
ников β-клеток (CD45–TER119–CD133+CD49flow) 
и мультипотентных прогениторных клеток (CD45–

TER119–cKit–Flk-1–) поджелудочной железы изу-
чали потенциал к самообновлению, клональную 
активность и дифференцировку в инсулин-проду-
цирующие β-клетки [26]. У сперматогониальных 
стволовых клеток (CD117–CD90+; CD117+CD90+; 
CD51–CD24+CD52+) и прогениторных ýндотели-
альных клеток (CD45–CD31+) семенников по ме-
тоду M. Kanatsu-Shinohara [27] в авторской моди-
фикации оценивали потенциал к самообновлению 
и клональную активность. 

По результатам трансплантационного теста 
определяли ýффективность приживления сперма-
тогониальных СК (CD117–CD90+; CD117+CD90+; 
CD51–CD24+CD52+) и ýндотелиальных прекурсо-
ров (CD45–CD31+) семенников мышей с метаболи-
ческими нарушениями (доноры) в тестикулярной 
ткани мышей с угнетенным бусульфаном сперма-
тогенезом (реципиенты). Бусульфан реципиентам 
вводили внутрибрюшинно однократно (40 мг/кг) 
[28–29]. Забор недифференцированных клеток из 
семенников доноров осуществлялся на 70-е сут от 
начала моделирования метаболических наруше-
ний. Трансплантацию клеток донора (×104) осу-
ществляли в зону rete testis тестикул реципиентов 
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на 30-е сут после введения бусульфана [28]. На 
60-е сут после введения бусульфана мышей-
реципиентов ýвтаназировали в СО

2
-камере. Про-

водили морфологическое исследование тестику-
лярной ткани, анализ содержания тестостерона в 
сыворотке крови, гомогенате семенников и коли-
чества сперматогониальных СК, сперматогоний 
(CD9+) и прогениторных ýндотелиальных клеток 
в семенниках.

Для статистической обработки данных исполь-
зовали пакет программного обеспечения Statistica 
6.0. Данные представляли в виде M ± m, где M – 
среднее арифметическое значение, m – стандарт-
ная ошибка среднего. Для оценки различий ис-
пользовали непараметрический критерий Манна 
– Уитни, а также t-критерий Стьюдента. Различия 
между показателями в разных группах считали 
статистически значимыми при уровне р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
После инъекции стрептозотоцина и жировой 

диеты в сыворотке крови у самцов мышей ли-
нии C57Bl/6 отмечалось достоверное увеличение 
концентрации триацилглицеролов (на 15%) и ли-
попротеинов очень низкой плотности (на 38%), 
индекса атерогенности (на 43%) относительно 
интактного контроля, при ýтом концентрация 
липопротеинов высокой плотности, напротив, 
достоверно снижалась (на 15%). Одновременно с 
нарушением жирового обмена регистрировалась 
гипергликемия и нарушение глюкозотолерант-
ного теста, повышение концентрации инсулина 
и глюкозозависимого инсулинотропного поли-
пептида в сыворотке крови (рис. 1, a–d). Допол-
нительно проводилась оценка индекса Caro и 
Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance  
(HOMA-IR) c расчетом по формулам: Caro = 
ГН / ИН и HOMA-IR= (ИН × ИГ) / 22,5, где 
ИН – инсулин натощак, мЕ/мл; ГН – глюкоза 
натощак, ммоль/л (рис. 1, e–g) [30], тканевую 
чувствительность к инсулину определяли по ин-
дексу Quantitative Insulin Sensitivity Check Index 
(QUICKI): QUICKI = 1 / (logИН+logГН) [31]. Из 
представленных на рис. 1 данных следует, что у 
животных с метаболическими нарушениями из-
менялась тканевая чувствительность к глюкозе и 
развивалась инсулинорезистентность. 

Морфологическое исследование тканевых пре-
паратов выявило отек ýкзокринной части подже-
лудочной железы, мелко- и средне-капельную жи-
ровую дистрофию ацинарных клеток, утолщение 
и разрастание междольковых перегородок (рис. 
2, a, b). У мышей опытной группы наблюдалось 

снижение количества (на 53%, р < 0,05) и площади 
островков Лангерганса (на 52%, р < 0,05), количе-
ства островковых клеток (на 52,3%, р < 0,05) от-
носительно интактных мышей, при ýтом в 2,8 раза 
(р < 0,05) возрастало число пикнотизированных 
клеток. Цитометрическая и иммуногистохимиче-
ская оценка антигенов позволила обнаружить со-
кращение популяции PDX1+-клеток и снижение 
ýкспрессии инсулина в островках Лангерганса у 
мышей опытной группы (рис. 2, с–j). 

Одновременно с диабетическими изменениями 
у мышей развивались деструктивные изменения 
канальцевого аппарата семенников: разрежение и 
снижение количества слоев сперматогенного ýпи-
телия в семенных канальцах, отек интерстициаль-
ной ткани (рис. 3, a, b). В просвете части извитых 
канальцев обнаруживался клеточный детрит, со-
стоящий из погибших сперматозоидов и сперма-
тид. Изучение половых клеток и фертильности 
позволило выявить у животных с метаболически-
ми нарушениями астено- и олигозооспермию, а 
также снижение индекса плодовитости на 64,7% 
(р < 0,05) относительно интактного контроля. 

Как известно, ключевым гормоном развития 
гонад и сперматогенеза является тестостерон 
[32]. Гормон продуцируется клетками Лейдига и 
в небольшом количестве – корой надпочечников 
[33]. По данным представленного исследования 
стрептозотоцин и жировая диета снижали кон-
центрацию тестостерона в гомогенате (на 10%, р 
< 0,05) и сыворотке крови (на 44,5%, р < 0,05) 
относительно интактного контроля, при ýтом 
уменьшалось количество клеток Лейдига (CD51+) 
в интерстициальной ткани яичек (на 7,2%), в ряде 
клеток Лейдига наблюдалась вакуолизация цито-
плазмы и гиперхромия ядра (рис. 3, а, b, e, f).

Резюмируя изложенное, следует заключить, 
что моделирование метаболических нарушений 
вызывает у самцов мышей линии С57Вl/6 наруше-
ния жирового обмена, диабет 2 типа и патологи-
ческие изменения в репродуктивной системе, что 
во многом соответствует клинической картине ме-
таболического синдрома. По современным пред-
ставлениям, неогенез β-клеток и половых клеток 
поддерживается СК и прогениторными клетками 
[29]. Согласно данным, полученным при изучении 
различных популяций предшественников β-клеток, 
метаболические нарушения у животных сопро-
вождались значительным приростом количества 
панкреатических олигопотентных предшественни-
ков β-клеток (CD45–TER119–CD133+CD49flow), но 
менее выраженным увеличением числа мультипо-
тентных прогениторных клеток (CD45–TER119– 
cKit–Flk-1–) (см. таблицу). 
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Рис. 1. Уровень глюкозы в сыворотке крови самцов мышей линии C57Bl/6 в условиях моделирования метаболических 
нарушений в 28–70-е сут ýксперимента (a) и при проведения глюкозотолерантного теста на 70-е сут (b); уровень инсулина 
(c) и глюкозозависимого инсулинотропного полипептида (d) в сыворотке крови, значения индексов Caro (e) и HOMA-IR 
(f), HOMA-B-cell (g), QUICKI (h), УЕ, на 70-е сут. Во фрагментах a и b окрашенным символом обозначены статистически 
значимые различия по сравнению с показателями исходных значений, во фрагментах b–h символом * статистически значимые 

различия по сравнению с показателями у интактных животных

Fig. 1. The level of glucose in the blood serum of male mice of the C57Bl / 6 line under the conditions of modeling metabolic 
disorders from the 28th to the 70th day of the experiment (a) and during the glucose tolerance test on the 70th day (b); the level of 
insulin (c) and the glucose-dependent insulinotropic polypeptide (d) in the serum, and the values   of Caro (e) indices and HOMA-IR 
(f), HOMA-B-cell (g), QUICKI (h), UE, on the 70th day. In a and b fragments, the colored symbol indicates statistically significant 
differences in comparison with the values   of the initial values, in b–h fragments the symbol * means statistically significant differences 

in comparison with the indices in intact animals

a                                                                  b

c                                                              d

e                                   f                               g                                h

В культуре фракция олигопотентных предше-
ственников β-клеток у подопытных мышей проде-
монстрировала высокий потенциал к самообнов-
лению. Использование протоколов S. Bonner-Weir 
et al. [34] и A. Suzuki et al. [35] позволило выявить 
способность олигопотентных предшественников 
β-клеток дифференцироваться в направлении 
инсулин-продуцирующих клеток (дитизон-по-
ложительные) в присутствии GLP-1 (7-37) in 

vitro, при ýтом дитизон-положительные клетки 
были способны секретировать инсулин в ответ 
на глюкозную нагрузку. Следует отметить, что 
у подопытных мышей  интенсивность генерации 
дитизон-положительных клеток из предшествен-
ников β-клеток и уровень инсулина в супернатан-
тах дитизон-положительных клеток значитель-
но превосходили таковые у интактных мышей  
(в контроле).
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Рис. 2. Морфологическая картина поджелудочной железы мышей-самцов линии С57Вl/6 контрольной группы (a) и с 
метаболическими нарушениями (b) на 70-е сут ýксперимента при окрашивании гематоксилином и ýозином, × 100. Данные анали-
за количественной и качественной ýкспрессии олигопотентных предшественников бета-клеток (CD45–TER119–CD133+CD49flow), 
мультипотентных прогениторных клеток (CD45–TER119–cKit–Flk-1–), PDX-1 позитивных клеток на мононуклеарах подже-
лудочной железы мышей линии C57Bl/6 на 70-е сут ýксперимента (с–j); c–f – дот-плоты и гистограмма изотипического 
контроля для IgG2a PerCP-Cy 5.5/ IgG2b APC-Cy7; IgG2a APC/IgG2b APC-Cy7 (d); IgG2b FITC/IgG1 PE (e); IgG1 PE (f); g–j –  
подтверждение фенотипа и качественный анализ ýкспрессии CD45 PerCP-Cy 5.5/TER119 APC-Cy7 (g), CD117(с-Kit) APC /Flk1 

APC-Cy7 (h); CD49f FITC/CD133 PE (i); гистограмма PDX 1 PE (j) 

Fig. 2. Morphological pattern of the pancreas of male C57Bl / 6 mice from the control group (a) and metabolic disorders (b) on the 
70th day of the experiment when stained with hematoxylin and eosin, × 100. Data from the analysis of quantitative and qualitative 
expression of oligopotent beta precursor cells (CD45-TER119-CD133 + CD49flow), multipotent progenitor cells (CD45-TER119-cKit-
Flk-1-), PDX-1 positive cells on pancreatic mononuclears of C57Bl / 6 on the 70th day of the experiment (с–j); c–f – dot-rafts and 
histogram of isotypic control for IgG2a PerCP-Cy 5.5 / IgG2b APC-Cy7; IgG2a APC / IgG2b APC-Cy7 (d), IgG2b FITC / IgG1 PE 
(e), IgG1 PE (f); g–j – confirm phenotype and qualitative analysis of CD45 expression PerCP-Cy 5.5 / TER119 APC-Cy7 (g), CD117 

(c-Kit) APC / Flk1 APC-Cy7 (i); CD49f FITC / CD133 PE PDX 1 PE (j)
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Рис. 3. Морфологическая картина семенников у самцов мышей линии С57Вl/6 контрольной группы (a) и с метаболическими 
нарушениями (b) на 70-е сут ýксперимента при окрашивании гематоксилином и ýозином, ×100; у мышей самцов линии С57Вl/6 
через 30 сут после введения бусульфана (c) и у мышей-реципиентов в условиях введения бусульфана после трансплантации 
клеток из семенников мышей-доноров с метаболическими нарушениями (d) при окрашивании гематоксилином и ýозином, 
×200. Гистограммы и дот-плоты, представляющие данные анализа количественной и качественной ýкспрессии маркеров спер-
матогониальных стволовых клеток с фенотипом c-kit/CD90 и CD51/CD52/CD24 мононуклеаров семенников мышей линии 
C57Bl/6 (e, f); e – гистограммы и дот-плот изотипического контроля для IgG2b PE-Cy7, IgG2a PerCP-Cy 5.5, IgG1 PE, 
IgG2b APC/ IgG2a FITC; f – подтверждение фенотипа и качественный анализ ýкспрессии c-kit(PE-Cy7), CD90(PerCP-Cy5.5), 
CD51(PE) на гистограммах; CD24(APC)/CD52(FITC) на дот-плоте; g – уровень IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10 и TNF-α в гомогенате 
семенников у мышей с метаболическими нарушениями на 70-е сут ýксперимента. * статистически значимые различия по 

сравнению с показателями интактных животных

Fig. 3. Morphological pattern of testes in male C57Bl / 6 mice of the control group (a) and with metabolic disorders (b) on the 70th 
day of the experiment when stainied with hematoxylin and eosin, × 100; in male C57Bl / 6 mice 30 days after the administration 
of busulfan (c) and in recipient mice under busulfan administration following transplantation of cells from the testes of donor mice 
with metabolic disturbances (d) when stained with hematoxylin and eosin, ×200. Histograms and dot-plots presenting the analysis of 
quantitative and qualitative expression of markers of spermatogonial stem cells with the phenotype of c-kit / CD90 and CD51 / CD52 
/ CD24 mononuclears of testes of C57Bl / 6 mice (e, f); e – histograms and dot-plot of isotypic control for IgG2b PE-Cy7, IgG2a 
PerCP-Cy 5.5, IgG1 PE, IgG2b APC / IgG2a FITC; f – phenotype confirmation and qualitative analysis of c-kit expression (PE-Cy7), 
CD90 (PerCP-Cy5.5), CD51 (PE) on histograms; CD24 (APC) / CD52 (FITC) on the dot-plot; g – the level of IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10 
and TNF-α in the testis homogenate in mice with metabolic disturbances on the 70th day of the experiment. *  statistically significant 

differences compared to those of intact animals

Второй класс предшественников, изученный 
в настоящей работе, относился к сперматого-
ниальным СК. Как и предшественники β-клеток, 
популяция сперматогониальных СК весьма не-
однородная и представлена пролиферирующи-
ми и дифференцирующимися клетками [36]. В 
исследовании установлено, что количество про-
лиферирующих сперматогониальных СК (CD117–

CD90+) в семенниках у мышей с метаболическими 

нарушениями не изменялось, а число дифферен-
цирующихся сперматогониальных СК с имму-
нофенотипом CD117+CD90+ и CD51-CD24+CD52+  
увеличивалось (см. таблицу).  In vitro спермато-
гониальные СК CD117-CD90+ у подопытных мы-
шей активно генерировали колонии и демонстри-
ровали значительный прирост клеточной массы 
по сравнению с контролем (рис.  3 e, f). В то же 
время на сперматогониальные СК культивирова-
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ние CD117+CD90+ и CD51-CD24+CD52+  оказывало 
ингибирующее действие. 

Одним из тестов, позволяющих оценить реге-
неративный потенциал СК, является трансплан-
тационный тест. В травмированную ткань вводят 
донорские СК, после чего оценивают их прижив-
ление и (или) регенерацию тканей. В настоящей 
работе сперматогониальные СК вводились в по-
раженные бусульфаном семенники самцов мышей 
С57Вl/6. После введения цитостатика отмечалось 
падение уровня тестостерона в семенниках (на 
82% от интактного контроля), некробиоз, деструк-
ция клеток сперматогенного ýпителия и слущива-
ние их в просвет семенных канальцев (рис. 3, с, d). 

В извитых канальцах отсутствовали все слои 
сперматогенного ýпителия вплоть до базальной 
мембраны, клетки Сертоли обнаруживались в 
единичных канальцах, клетки Лейдига в боль-
шинстве своем разрушались. Дополнительно бу-
сульфан вызывал гемодинамические нарушения, 
набухание неклеточных слоев собственной обо-
лочки семенных канальцев, отек и просветление 
цитоплазматического матрикса миоидных клеток, 
увеличение площади интерстициальной ткани за 
счет отека и инфильтрации интерстиция лимфо-
цитами и макрофагами. Зрелые половые клетки 
не определялись, количество предшественников 
уменьшалось (см. таблицу). 

На 30-е сут у мышей-реципиентов после вве-
дения в их семенники сперматогониальных СК 
мышей с метаболическими нарушениями коли-
чество клеток с иммунофенотипом CD117–CD90+ 
увеличивалось в 4,83 раза (р < 0,05) по сравнению 
с контролем, прирост числа сперматогониальных 
СК CD117+CD90+ оказался существенно мень-
ше и составил 51% (р < 0,05), изменения числа 
сперматогониальных СК  CD51–CD24+CD52+ были 
незначительными (см. таблицу). Представленные 
данные позволяют говорить о том, что облада-
ющие высокой пролиферативной активностью 
сперматогониальные СК CD117–CD90+ ýффектив-
но приживляются в пораженных бусульфаном 
семенниках и активно пролиферируют. Антиген 
CD117 (c-Kit) является маркером дифференци-
ровки предшественников половых клеток [29]. 
В ýтой связи накопление CD117+CD90+ клеток в 
бусульфановых семенниках, вероятно, отража-
ет дифференцировку сперматогониальных СК 
CD117–CD90+.

О полноценности регенерации поврежденных 
тканей судят не только по восстановлению числа 
и функций специализированных клеток, но и по 
состоянию микроциркуляторной сети. Морфоло-
гические исследования позволили выявить инво-

люцию микрососудистого русла (гиперемия сосу-
дов, сокращение площади микрососудистой сети) 
поджелудочной железы и семенников у мышей с 
метаболическими нарушениями. На ýтом фоне ко-
личество клеток-предшественниц гемангиогене-
за (CD45–TER119–cKit+Flk-1+) в поджелудочной 
железе увеличивалось в 15 раз (р < 0,05) по срав-
нению с контролем, в семенниках – в 4,3 раза 
(см. таблицу). Количество прогениторных ýндо-
телиальных клеток (CD45–CD31+) в семенниках 
у подопытных животных возрастало в 2,07 раза  
(р < 0,05). Результаты культуральных исследова-
ний и трансплантационный тест продемонстри-
ровали высокий потенциал к самообновлению 
прогениторных ýндотелиальных клеток in vitro 
и ýффективное приживление в пораженных бу-
сульфаном семенниках у подопытных мышей. 

Таким образом, у самцов мышей С57Вl/6 с ме-
таболическими нарушениями происходит запуск 
программы регенерации поджелудочной железы 
и тестикулярной ткани, а также неоваскулогене-
за с привлечением СК и прогениторных клеток. 
Между тем восстановления гистоархитектоники 
островков Лангерганса и тестикулярной тка-
ни не происходит; напротив, развиваются ин-
фертильность и микрососудистые осложнения. 
Причину ýтого можно увидеть в ингибирующем 
действии диабетических факторов и медиаторов 
воспаления на сперматогониальные СК, предше-
ственники β-клеток, прогениторные ýндотели-
альные клетки и предшественники гемангиоге-
неза. Подтверждением данного преположения 
служат результаты ИФА, морфологических, 
иммуногистохимических и цитометрических ис-
следований. 

Развитие моделируемых метаболических нару-
шений сопровождалось повышением уровня IFN-γ 
и IL-17 в сыворотке крови, концентрации IL-1β в 
гомогенате поджелудочной железы и TGF-beta1 
и IL-2, 5, 17, 23 в гомогенате семенников (см. рис. 
3, g). При ýтом отмечалась инфильтрация тканей 
подопытных мышей клетками-ýффекторами вос-
паления: поджелудочной железы – CD16+-лим-
фоцитами, семенников – CD45+CD90+CD31+CD34– 
макрофагами (рис. 3, d–f). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При моделировании метаболических наруше-

ний стрептозотоцином и жировой диетой у сам-
цов мышей линии С57Вl/6 изменялся жировой 
метаболизм и развивалось воспаление в поджелу-
дочной железе и семенниках. Набор воспалитель-
ных медиаторов указывал на хронизацию процес-
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са воспаления. Во многом факторы воспаления на 
фоне нарушения жирового обмена вызывали раз-
витие диабетических изменений у животных (ги-
пергликемия и нарушения глюкозотолерантного 
теста, инсулинорезистентность, патоморфологи-
ческие изменения поджелудочной железы, умень-
шение количества островковых β-клеток).

Между тем значение индекса HOMA B-cell, 
характеризующий функциональную активность 
β-клеток [37], в 2,67 раза превосходил таковое у 
интактных животных на 40-е сут ýксперимента. 
Это указывает на формирование компенсаторной 
реакции поджелудочной железы в ответ на раз-
витие диабета. Однако к 70-м сут регистрирова-
лось угасание активности β-клеток: у подопыт-
ных животных  HOMA B-cell составил 108 УЕ от 
такового в контроле. 

Хроническое воспаление и факторы диабета 
вызывали развитие нарушений репродуктивной 
системы у самцов мышей линии С57Вl/6, выра-
жавшиеся в деструктивных изменениях канальце-
вого аппарата семенников, отеке интестициаль-
ной ткани, дегенеративных изменениях в клетках 
Лейдига, нарушении обмена тестостерона, со-
кращении площади микрососудистой сети в се-
менниках, развитии астено-, олигозооспермии и 
инфертильности. 

Одновременно с метаболическими и репро-
дуктивными нарушениями обнаруживалось 
увеличение числа СК и прогениторных клеток 
поджелудочной железы и семенников. В ýкспе-
риментах in vitro и in vivo выявлялась значитель-
ная активность предшественников гемангиоге-
неза (CD45–TER119–cKit+Flk-1+), прогениторных 
ýндотелиальных клеток (CD45‒CD31+), предше-
ственников инсулин-продуцирующих β-клеток 
(CD45–TER119–CD133+CD49flow), сперматогониаль-
ных СК (CD117‒CD90+, CD117+CD90+), признаками 
которой были: клональная активность, потенциал 
к самообновлению, дифференцировка в зрелые 
клетки, ýффективное приживление в поражен-
ных цитостатиках тканях. Все перечисленные 
феномены указывают на запуск программы реге-
нерации поджелудочной железы, тестикулярной 
ткани и неоваскулогенеза с привлечением СК и 
прогениторных клеток. Между тем нормализация 
метаболизма жиров, обмена глюкозы, инсулина 
и тестостерона, восстановление гистоархитек-
тоники (в том числе микроциркуляторной сети) 
поджелудочной железы и семенников не наблю-
далось. С нашей точки зрения, ýто связано с ин-
гибирующим действием диабетических факторов 
и медиаторов воспаления на тканеспецифические 
СК и прогениторные клетки.
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ABSTRACT

The aim of this research was to investigate the regenerative potential of stem and progenitor cells derived 
from the pancreas and testes in metabolic disorders.
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Materials and methods. The experiments were performing on C57Bl/6 mice. Metabolic disorders (MD) were 
modeling by streptozotocin and fat diet. Morphological methods were used to assess morphopathological 
changes in the pancreas and testicular tissue and fertility. We investigated the insulin expression in the islets of 
Langerhans, CD16 in testes by immunohistochemical methods. We evaluated the blood lipids, level of glucose, 
inflammatory mediators, testosterone and a glucose-dependent insulinotropic polypeptide levels in biological 
samples by biochemical methods and ELISA. We used cytometric methods to study the surface markers of 
stem and progenitor cells, culture methods and transplantation test to investigate the regenerative potential 
of stem and progenitor cells.

Results. After streptozotocin injection and fatty diet we observed the metabolic imbalance of lipids, 
testosterone, glucose and insulin resistance in C57BL/6 male mice. The inflammation, type 2 diabetes, astheno- 
and oligozoospermia were developed and the fertility index was decreased after the metabolic disorders. 
We observed the increase of oligopotent β-cell precursors (CD45-TER119-CD133+CD49flow) and precursors of 
hemangiogenesis (CD45-TER119-cKit-1+Flk-1+) count in the pancreas, spermatogonial stem cells (CD117-CD90+ 
and CD117+CD90+) and precursors of hemangiogenesis (CD45-TER119-cKit-1+Flk-1+) in the testes in MD. Stem 
and progenitor cells had a high clonal activity and self-renewal capacity, the ability to differentiate into mature 
cells in vitro, the effective engrafment in injured tissue. 

Conclusions. In experiments in vitro and in vivo we detected a high regenerative potential of precursors 
of hemangiogenesis and insulin-producing β-cells, spermatogonial stem cells of C57BL/6 male mice with 
metabolic disorders. Low rates of regeneration of the microvasculature, insulin-producing β-cells and germ 
cells in metabolic disorders are associated with the inhibitory effect of diabetic factors and inflammation on 
stem and progenitor cells.

Key words: metabolic disorders, inflammation, diabetes mellitus, hypogonadism, spermatogonial stem 
cells, precursors of hemangiogenesis, precursors of β-cells, regeneration.
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