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Ожирение и латентные воспалительные процессы могут привести к возникновению резистентности к ин�
сулину и развитию диабета 2�го типа (T2D – type 2 diabetes). В настоящей работе для изучения механизма
восстановления чувствительности клеток к действию инсулина с помощью противовоспалительного интер�
лейкина�4 (IL�4 – interleukin�4) была создана модель инсулиновой резистентности с использованием остео�
бластов. Нами было показано, что IL�4 ингибирует пролиферацию клеток в зависимости от его концентра�
ции и длительности воздействия. Устойчивость к действию инсулина в значительной степени понижала
уровни фосфорилирования белков, выступающих в качестве субстратов инсулинового рецептора, а именно
белков IRS1(Tyr612), Akt (Ser473) и AS160 (Ser318). Добавление IL�4 в модель инсулиновой резистентности
вызывало дозозависимую стимуляцию фосфорилирования белков IRS1, Akt и AS160. В концентрации
50 нг/мл IL�4 полностью восстанавливал процесс активации инсулинового каскада в резистентных к инсу�
лину клетках. Кроме того, IL�4 способствовал повышению уровня экспрессии белка IRS1 в зависимости от
продолжительности воздействия. Мы предполагаем, что IL�4 восстанавливает чувствительность остеоблас�
тов к действию инсулина путем повышения уровня экспрессии белка IRS1. Также нами было показано, что
IL�4 способствует экспрессии остеопротегерина (OPG) в зависимости от продолжительности экспонирова�
ния. Этот эффект может играть важную роль в регуляции обмена энергии во всем организме.
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Популярность системы быстрого питания
(фастфуд) и продуктов быстрого приготовления
и отсутствие физической нагрузки превратили
ожирение в глобальную проблему здравоохране�
ния. Ожирение увеличивает риск возникнове�
ния сердечно�сосудистых заболеваний, скелет�
но�мышечных нарушений и некоторых типов
рака. В частности, диабет 2�го типа (T2D – тype
2 diabetes) тесным образом связан с ожирением
[1]. Случаи возникновения T2D составляют
~90–95% всех заболеваний диабетом, и для
больных диабетом 2�го типа в основном харак�
терен фенотип инсулиновой резистентности [2].

Эпидемиология воспалительных процессов при
T2D, ассоциированных с ожирением, восходит
к концу 50�х и 60�м годам прошлого столетия.
Еще в 1876 г. Ebstein [3] пришел к заключению,
что натриевая соль салициловой кислоты может
привести к полной отмене симптомов диабета.
Hotamisligil et al. [4] впервые показали, что про�
воспалительный цитокин TNF�α может инду�
цировать устойчивость к действию инсулина.
Резистентность к инсулину повышает уровень
сахара в крови, приводя к возникновению T2D,
при котором секреция инсулина не приводит к
компенсации инсулиновой резистентности, ас�
социированной с ожирением. Несмотря на рас�
тущую распространенность диабета во всем ми�
ре механизм резистентности к инсулину в пато�
генезе T2D изучен плохо. Значительно позже
выхода работы Hotamisligil et al. другие исследо�
ватели, изучающие роль воспалительных про�
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цессов в патогенезе инсулиновой резистентнос�
ти, Hundal et al. [5] и Shoelson et al. [6], пересмот�
рели гипогликемическую функцию салицило�
вой кислоты и подтвердили, что ее молекуляр�
ной мишенью является каскад IkB�киназа�β
(IKKβ)/NF�kB. Было показано, что высокие до�
зы салициловой кислоты могут повысить
чувствительность к действию инсулина у боль�
ных с T2D, воздействуя на эту мишень.

Существование взаимных связей между вос�
палением и резистентностью к инсулину были
продемонстрированы во многих клинических и
экспериментальных исследованиях. Использо�
вание антагонистов рецепторов провоспали�
тельных цитокинов (анакинра, этанерцепт) или
неспецифических противовоспалительных ле�
карств (салициловая кислота) являются двумя
наиболее широко применяемыми терапевти�
ческими противовоспалительными стратегия�
ми. Другие способы активации противовоспа�
лительных рецепторов, такие как использова�
ние природного противовоспалительного цито�
кина интерлейкина�4 (IL�4), изучены в мень�
шей степени [7, 8]. Тем не менее Stafeev et al. [9]
обнаружили, что IL�4 восстанавливает чувстви�
тельность к действию инсулина резистентных к
инсулину адипоцитов через механизмы, кото�
рые не связаны с индуцированным адипогене�
зом или образованием de novo липидных отло�
жений.

Инсулин, секретируемый островковыми бе�
та�клетками, в основном действует на белую
жировую ткань (WAT – white adipose tissue) и
инсулиновые рецепторы (IR – insulin receptors)
мышечных клеток и способствует усвоению
глюкозы и, действуя в гепатоцитах, увеличивает
синтез гликогена в печени. Инсулин играет
важную роль в поддержании гомеостаза глюко�
зы во всем организме [10]. В то время как IR в
основном экспрессируется в клетках жировой
ткани, миобластах и гепатоцитах, он также
экспрессируется в других клетках, таких как ос�
теобласты и остеокласты. Avnet et al. [11] прове�
ли измерения уровня экспрессии IR и других
рецепторов в образцах, полученных у больных
остеосаркомой. Полученные ими результаты
указывали на то, что при остеосаркоме челове�
ка изоформа А инсулинового рецептора
экспрессируется более интенсивно по сравне�
нию с рецептором инсулиноподобного фактора
роста I (IGFIR – Insulin�like growth factor recep�
tor). Свободные жирные кислоты могут вызы�
вать инсулиновую резистентность остеоблас�
тов, увеличивая степень убиквитинилирования
IR, тем самым приводя к возникновению мета�
болических нарушений. Кроме того, костная
ткань может рассматриваться как эндокринный

орган, регулирующий метаболизм глюкозы че�
рез секрецию остеокальцина (OCN – osteocal�
cin) и таким образом оказывающий влияние на
системное откладывание жира и уровень сахара
крови [10, 12, 13].

Поэтому в настоящей работе мы ставили
целью создать остеогенную модель инсулино�
вой резистентности, изучить восстановление
чувствительности остеобластов к действию ин�
сулина с помощью IL�4 и выявить механизмы
этого процесса. Нами также было изучено влия�
ние IL�4 на уровень экспрессии белков остео�
протегерина (OPG) и OCN в остеобластах с раз�
личной степенью дифференцировки с целью
разработки новых подходов для изучения влия�
ния IL�4 на системный обмен энергии in vivo.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Реактивы и антитела. В работе использовали
следующие реактивы: IL�4, антитела против
beta�актина («Proteintech», США); препарат ин�
сулина, антитела против белка Akt (ab32505),
Akt с фосфорилированным остатком Ser473
(ab192623), антитела против белка AS160 с фос�
форилированным остатком Ser318 (ab189890),
антитела против белка OPG (ab9986) и против
белка OCN (ab93876) («Abcam», Великобрита�
ния); пальмитиновая кислота (PA – рalmitic
acid) была приобретена у Xian Kunchuang. Набо�
ры ALP, используемые для определения актив�
ности щелочной фосфатазы (ALP), были приоб�
ретены в Nanjing Jiancheng Bioengineering
Institute. Процедуру иммуноблоттинга проводи�
ли с использованием первичных антител против
субстрата инсулинового рецептора 1 (IRS1) из
CST (#3407); против белка IRS1 с фосфорили�
рованным остатком Tyr612 (GTX24868;
«GeneTex, Inc.», США); против белка AS160
(AF2317; Affinity).

Клетки. Клетки линии MG�63 остеосаркомы
человека были получены от Банка Клеток Ки�
тайской Академии Наук (Шанхай, Китай).
Клетки культивировали в культуральной среде
DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), дополненной 10% фетальной бычьей
сыворотки («Gibco», США), 1% неэссенциаль�
ных аминокислот (NEAA – non�essential amino
acid) и 1% пенициллина�стрептомицина при
стандартных условиях культивирования (37 °C,
95% увлажненная атмосфера и 5% CO2). Каж�
дые 3 дня производили смену культуральной
среды.

Дифференцировка остеогенных клеток. Клет�
ки линии MG�63 рассевали при плотности
~3000 клеток/см2 и выдерживали в инкубаторе
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при 37°C в атмосфере 5% CO2. Через 48 ч стандарт�
ную среду заменяли на среду, способствующую
остеогенезу, которая содержала среду
DMEM/F12, 10% фетальной бычьей сыворотки
(FCS), 50 мкг/мл 2P�аскорбиновой кислоты,
10 мМ β�глицерофосфата натрия, 100 нМ декса�
метазона, 1% неэссенциальных аминокислот и
1% смеси пенициллина и стрептомицина. Каж�
дые 3 дня производили смену культуральной
среды.

Окрашивание ализариновым красным и коли�
чественное определение активности ALP. Остео�
бласты линии MG�63 рассеивали в 6�луночные
планшеты при плотности ~3000 клеток/см2. За�
тем клетки обрабатывали реагентом, вызываю�
щим их дифференцировку, и отбирали для про�
ведения анализа через 0, 4, 7 и 14 дней. Для оп�
ределения минерализации остеобластов исполь�
зовали окраску ализариновым красным. Актив�
ность ALP измеряли с помощью набора для об�
наружения флуоресценции в соответствии с
протоколом производителя.

Анализ жизнеспособности клеток. Для опре�
деления влияния различных концентраций IL�4
на пролиферацию клеток MG�63 использовали
метод определения выживаемости клеток. Клет�
ки инкубировали в 96�луночных планшетах в
100 мкл культуральной среды в течение 24 ч при
плотности клеток 5 × 103 клеток/ячейка. Затем
клетки обрабатывали различными концентра�
циями IL�4 (0; 0,1; 1; 10; 50 и 100 нг/мл, при трех
повторах для каждого образца). Через 12, 24 и
48 ч определяли выживаемость клеток с исполь�
зованием набора Cell Counting Kit�8 assay
(«MedChemExpress», Китай) и рассчитывали
значения для различных экспериментальных
групп.

Индуцированная липидами модель инсулино�
вой резистентности. В модели богатого жирами
пищевого рациона в качестве классического
индуктора инсулиновой резистентности был
использован конъюгат пальмитиновой кислоты
и бычьего сывороточного альбумина (BSA –
bovine serum albumin). В предыдущих работах
PA и клетки MG�63 уже использовали для соз�
дания модели инсулиновой резистентности [9,
14]. Зрелые остеобласты инкубировали в тече�
ние 24 ч в не содержащей фетальную сыворотку
среде DMEM/F12 (1% неэссенциальных ами�
нокислот, 1% пенициллин�стрептомицин). За�
тем добавляли раствор PA до достижения низ�
кого, стандартного и высокого значения ее
концентрации (100, 200 и 500 мкМ PA соответ�
ственно). Клетки культивировали в течение
48 ч в той же среде и затем добавляли 10 нм ин�
сулина (ab123768) и инкубировали в течение
20 мин [13].

Обработка IL�4 и инсулином. IL�4 в низкой,
стандартной и высокой концентрациях (10, 50 и
100 нг/мл соответственно) добавляли в индуци�
рованную липидом модель инсулиновой резис�
тентности в течение 24 ч. Затем чтобы оценить
инсулин�зависимую передачу сигнала, клетки
обрабатывали 10 нМ инсулина (ab123768) в те�
чение 20 мин. На основе полученных результа�
тов была определена оптимальная концентра�
ция IL�4 (50 нг/мл). IL�4 в концентрации
50 нг/мл добавляли в среду дифференцировки
на 0, 7 и 14 день, чтобы исследовать, восстанав�
ливает ли IL�4 временную зависимость чувстви�
тельности к инсулину.

Экстракция белков и вестерн�блоттинг. Клет�
ки четыре раза промывали в ледяном фосфат�
ном буфере (PBS) и лизировали во льду в буфере
RIPA (Betotium Institute of Biotechnology, Пекин,
Китай), содержащем смесь ингибиторов протеаз
(«CoWin BioSciences», США) и смесь ингибито�
ров фосфатаз («CoWin BioSciences», США) в со�
отношении 98 : 1 : 1. Полученные лизаты клеток
центрифугировали в течение 15 мин при
16 000 об./мин, и собранные супернатанты объ�
единяли. Концентрацию белка в белковых
экстрактах определяли с использованием набо�
ров для определения белка с BCA (Bicinchoninic
acid, «Beyotime», Китай). Белки разделяли с по�
мощью гель�электрофореза в 6–12%�м полиак�
риламидном геле в присутствии SDS (SDS�
PAGE), и разделенные белки переносили из ге�
ля на поливинилиденфлюоридные мембраны
(PVDF – polyvinylidene fluoride). Мембраны
подвергали фиксации в течение по крайней ме�
ре 1 ч в 5%�м обезжиренном молоке в TBS (Tris�
buffered saline), содержащем 0,1% (v/v) Tween 20
(TBST). Затем мембраны инкубировали в тече�
ние ночи при 4 °C с разведенными препаратами
первых антител (1 : (500–3000)) и потом со вто�
рыми антителами при комнатной температуре в
течение 1 ч. Наконец зону иммунной реакции
измеряли, используя ECL систему детекции
(«Smart Chemi 420», Китай). Каждый экспери�
мент повторяли не менее трех раз.

Статистическая обработка полученных ре�
зультатов. Все полученные данные представле�
ны в виде среднего значения ± стандартное от�
клонение. Статистический анализ был проведен
с использованием программы Graghpad prism 7
software (Сан�Диего, Калифорния, США). Раз�
личия между экспериментальными и контроль�
ными группами были оценены с использовани�
ем t�критерия Стьюдента. Различия между экс�
периментальными группами были рассчитаны с
помощью метода двухфакторного дисперсион�
ного анализа вариаций (ANOVA). Значение p <
0,05 считали статистически достоверным.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

IL�4 ингибирует пролиферацию клеток MG�63
в зависимости от дозы и продолжительности
действия. Различные концентрации IL�4 оказы�
вали действие на клетки MG�63 на протяжении
12, 24 и 48 ч соответственно и в различной сте�
пени ингибировали пролиферацию клеток
(рис. 1). Более выраженный ингибирующий эф�
фект наблюдали в случае более высоких концен�
траций IL�4. Так, 100 нг/мл IL�4 в течение одно�
го дня снижали выживаемость клеток на ~50%, в
то время как IL�4 в концентрации 0,1 нг/мл про�
являл незначительный ингибирующий эффект.
Также было обнаружено, что ингибирование
усиливается с увеличением времени действия
цитокина. Например, ингибирующий эффект
различных концентраций IL�4, определяемый
через 24 ч и 48 ч, был значительно сильнее, чем
через 12 ч (1 нг/мл p < 0,01, p < 0,0001; 10 нг/мл
p < 0,01, p < 0,01; 50 нг/мл p < 0,001, p < 0,01;
100 нг/мл p < 0,001, недостоверный результат).
При концентрации 1 нг/мл ингибирующий эф�
фект через 48 ч был сильнее, чем через 24 ч, хо�
тя подобное не наблюдали при концентрациях,
равных 10, 50 и 100 нг/мл.

Модель индукции остеогенеза была успешно
создана. На основании результатов окрашива�
ния красителем ализариновым красным
(Alizarin Red S) было выяснено, что через 7 дней

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  3  2020

390

C
e

ll
 v

ia
b

il
it

y
 (

%
)

Рис. 1. Выживаемость клеток, определяемая с помощью
метода с использованием CCK8 (n = 3). Относительное
число клеток – это соотношение значений оптической
плотности (OD), определенное при анализе эксперимен�
тальной и контрольной групп. Клетки MG�63 обрабатыва�
ли указанной дозой IL�4 (0; 0,1; 1; 10; 50 и 100 нг/мл) в те�
чение различного времени (12, 24 и 48 ч). Статистическую
обработку полученных данных проводили с использовани�
ем метода двухфакторного дисперсионного анализа вариа�
ций (ANOVA). (** p < 0,01, **** p < 0,0001, 12�часовые груп�
пы в сравнении с контрольной группой).
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в элек�
тронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

Рис. 2. Окрашивание ализариновым красным и определение активности ALP. а – Окрашивание ализариновым красным
в самом начале индукции остеогенеза (0 дней). b – Окрашивание образцов ализариновым красным через 7 дней после на�
чала остеогенной индукции. c и d – Окрашивание образцов ализариновым красным через 7 дней после начала индукции,
наблюдаемое при световой микроскопии при различном увеличении. e – Определение активности ALP в клетках после
различной продолжительности индукции. (* p < 0,05, ** p < 0,01 в сравнении с контрольной группой).
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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после индукции процесса минерализации клет�
ки MG�63 были частично окрашены в красный
цвет и частично темный с небольшим числом
минерализованных узелков. Через 14 дней после
индукции процесса минерализации наблюдали
обширное окрашивание в красный цвет, и ло�
кальные пятна были сильно окрашены. При
этом плотность минерализованных узелков бы�
ла значительно выше, чем у образцов, подверг�
шихся индукции в течение 7 дней (рис. 2, a–d).

Результаты определения активности щелоч�
ной фосфатазы продемонстрировали ту же тен�
денцию, что и результаты окрашивания ализа�
риновым красным. При этом не было выявлено
статистически значимого повышения активнос�
ти ALP на 4�й день. Активность ALP была зна�

чительно повышена на 7�й день после индукции
дифференцировки (p < 0,01), и это повышение
было выражено еще в большей степени на 14�й
день процесса дифференцировки (p < 0,05)
(рис. 2, e). С увеличением продолжительности
индукции количество остеобластов, окрашен�
ных ализариновым красным, количество каль�
циевых узелков и активность ALP также повы�
шались. Таким образом, модель индукции остео�
генеза оказалась успешной.

IL�4 полностью восстанавливает процесс ак�
тивации инсулинового каскада в клетках резис�
тентных к инсулин. Инсулиновая резистент�
ность характеризуется инсулин�стимулируе�
мым фосфорилированием остатка серина в
IRS1 и нарушением инсулин�зависимой пере�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  3  2020

391

P
A
−−, 

in
sulin

−−

P
A
−−, 

in
sulin

+

P
A

+
, 
in

sulin
+

IL
�4

, 
1
0
 n

g
/m

l

IL
�4

, 
5
0
 n

g
/m

l

IL
�4

, 1
0
0
 n

g/m
l

P
A
−−, 

in
sulin

−−

P
A
−−, 

in
sulin

+

P
A

+
, 
in

sulin
+

IL
�4

, 
1
0
 n

g
/m

l

IL
�4

, 
5
0
 n

g
/m

l

IL
�4

, 1
00 n

g/m
l

Рис. 3. Обработка PA снижала уровень инсулин�зависимой передачи сигнала. IL�4 полностью восстанавливал процесс ак�
тивации инсулинового каскада в инсулинорезистентных клетках. a – Экспрессию белков инсулин�зависимого сигналь�
ного пути оценивали с помощью метода вестерн�блоттинга. Добавление 200 мкМ и 500 мкМ пальмитиновой кислоты эф�
фективно нарушали активность инсулин�зависимого сигнального пути (n = 3). b–d – С помощью метода вестерн�блот�
тинга показана экспрессия IRS1, p�IRS1(Tyr612), Akt и p�Akt (Ser473) в различных группах. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
< 0,001; **** p < 0,0001)

PA, μM
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дачи сигнала. Стимуляция свободными жирны�
ми кислотами может привести к возникновению
инсулиновой резистентности. Так, добавляли PA
в различных концентрациях (0, 100, 200 и
500 мкМ) в течение двух дней после 14 дней ин�
дукции остеогенеза и дифференцировки. Было
показано, что 200 мкМ и 500 мкМ PA могут эф�
фективно нарушить активность инсулин�зави�
симого сигнального пути (p < 0,01, p < 0,01)
(рис. 3, a). В результате для создания модели инсу�
линовой резистентности была выбрана концент�
рация 200 мкМ PA, которую далее использовали.

Сначала нами было изучено влияние IL�4 на
субстрат инсулинового рецептора в PA�индуци�
рованной модели инсулиновой резистентности.
Для обнаружения сайтов фосфорилирования
IRS1 и фосфорилирования остатка тирозина
Tyr612 был использован метод иммуноокрашива�
ния. На рис. 3, b показано, что в необработанных
клетках, инсулин повышал уровни фосфорили�
рования как IRS1, так и остатка тирозина Tyr612
(p < 0,05, p < 0,0001). Обработка пальмитиновой
кислотой снижала уровень фосфорилирования
IRS1 Tyr612 (p < 0,01). Добавление 10 нг/мл IL�4
приводило к восстановлению уровня фосфори�
лирования IRS1 Tyr612 (p < 0,05), а добавление
50 нг/мл IL�4 вызывало значительное усиление
фосфорилирования Tyr612 в инсулин�индуциро�
ванном IRS1 (p < 0,0001) (рис. 3, c). Однако повы�
шение концентрации IL�4 до 100 нг/мл приводи�
ло к ослаблению стимуляции инсулин�индуци�
рованного фосфорилирования остатка Tyr612,
приводя к противоположному эффекту.

Далее нами было изучено влияние IL�4 на
фосфорилирование Akt и его остатка Ser473.
Инсулин�стимулируемое фосфорилирование

остатка Ser473 является одним из условий для
активации инсулин�зависимого сигнального
пути. Нами было показано, что инсулин усили�
вает фосфорилирование Akt и Akt Ser473 (p <
0,0001, p < 0,0001). Напротив, не было выявлено
статистически достоверного влияния PA на
уровни экспрессии Akt и его фосфорилирован�
ной формы. IL�4 (10 и 100 нг/мл) ингибировал в
различной степени фосфорилирование Akt
Ser473 (p < 0,01, p < 0,001), в то время как
50 нг/мл IL�4 достоверно повышали уровень
фосфорилирования Akt Ser473 (p < 0,0001)
(рис. 3, d). В целом картина влияния различных
концентраций IL�4 на Akt была сходна с его вли�
янием на Akt Ser473, и степень фосфорилирова�
ния оставалась без изменений.

Фосфорилирование белком Akt белка AS160
приводит к активации процесса транслокации
транспортера глюкозы 4�го типа (GLUT4) к кле�
точной мембране, способствуя транспорту глю�
козы в клетки, и этот процесс является ключе�
вым фактором активации инсулин�зависимого
сигнального пути. Как показано на рис. 3, b, в
необработанных клетках инсулин повышал уро�
вень фосфорилированного остатка Ser318 в
AS160 (p < 0,001), в то время как обработка
коньюгатом PA�BSA приводила к снижению
уровня фосфорилированного остатка Ser318 в
AS160 (p < 0,05). Как показано на рис. 4, уровень
фосфорилирования AS160 Ser318 восстанавли�
вался при добавлении 10 или 50 нг/мл IL�4, и
при этом наблюдали статистически достовер�
ные различия (p < 0,01, p < 0,0001). Однако при
добавлении 100 нг/мл IL�4 его влияние на уро�
вень фосфорилирования AS160 не было статис�
тически достоверным.
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Рис. 4. а и b – Клетки были обработаны 200 мкМ PA, 10 нМ инсулина и различными концентрациями IL�4 в соответствии
с группами, описанными выше. Для определения уровня экспрессии AS160 и p�AS160(Ser318) использовали метод вес�
терн�блоттинга. В качестве контроля использовали β�актин. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001)
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Полученные результаты свидетельствуют о
том, что PA обладает выраженным индуцирую�
щим влиянием на экспрессию инсулиновой ре�
зистентности в остеобластах, и что активация
воспалительного ответа представляет собой
важный механизм противодействия липидной
перегрузке, который приводит к возникнове�
нию инсулиновой резистентности. Различные
концентрации IL�4 оказывали различное влия�
ние на уровень фосфорилирования IRS1 Tyr612,
Akt Ser473 и AS160 Ser318. При сравнении раз�
личных концентраций цитокина, его концен�
трация (50 нг/мл) проявляла наиболее сильный
эффект в плане восстановления активности
классического инсулин�зависимого сигнально�
го пути, в то же время 100 нг/мл IL�4 приводили
к противоположному эффекту.

IL�4 усиливает экспрессию IRS1 с зависящим
от времени эффектом. Белки�субстраты инсули�
нового рецептора (IRS) являются важными ком�
понентами инсулин�зависимой передачи сигна�

ла. Все эти белки представляют собой скаффол�
ды, задействованные в дальнейшей передаче
сигнала путем сборки и кластеризации специ�
фических сигнальных комплексов через домен�
ные взаимодействия Src�гомологии (SH2) [15].
Существует шесть изоформ белка IRS, из кото�
рых IRS1 является наиболее распространенным,
он широко экспрессируется. Чтобы изучить
влияние IL�4 на экспрессию IRS1 в клетках
MG�63, была осуществлена остеогенная диффе�
ренцировка в присутствии 50 нг/мл IL�4 или в
его отсутствии. На 0�й, 7�й и 14�й дни из клеток
экстрагировали белки и определяли уровень
экспрессии IRS с помощью метода иммуно�
блоттинга (рис. 5, a).

На рис. 5, b показано, что уровень экспрес�
сии IRS1 был повышен как в присутствии IL�4,
так и без него, при этом наблюдали статистичес�
ки достоверные различия. IL�4 повышал
экспрессию IRS1 на различных стадиях процес�
са дифференцировки клеток. Добавление IL�4
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Рис. 5. Влияние 50 нг/мл IL�4 на уровни экспрессии IRS1, OPG и OCN в остеобластах после различной продолжительнос�
ти остеогенной индукции (0, 7 и 14 дней). a – Для определения уровня экспрессии белков IRS1, OPG и OCN использова�
ли метод вестерн�блоттинга (n = 3). b – Экспрессию белка IRS1 анализировали с помощью метода вестерн�блоттинга
(n = 3). c – Уровень экспрессии белка OPG определяли с помощью метода вестерн�блоттинга (n = 3). d – Уровень экспрес�
сии белка OCN определяли с помощью метода вестерн�блоттинга (n = 3). (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001)
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на 7�й и 14�й дни индукции значительно усили�
вало экспрессию IRS1 (p < 0,05). В то же время
не было выявлено статистических различий с
образцами, взятыми сразу в начале экспери�
мента (0�й день). Кроме того, было обнаруже�
но, что экспрессия IRS1 повышалась по мере
усиления дифференцировки. Было высказано
предположение, что эффект IL�4 имеет отно�
шение к стадии дифференцировки клеток и что
восстановление чувствительности к инсулину
резистентных к нему остеобластов под влияни�
ем IL�4 обусловлено повышением экспрессии
IRS1 (по крайней мере, при концентрации IL�4
50 нг/мл).

IL�4 влияет на зависящее от времени увеличе�
ние экспрессии OPG и не действует на экспрессию
OCN. Остеопротегерин, индуцируемый инсу�
лин�зависимым сигнальным путем, может спо�
собствовать дифференцировке остеокластов и
затем реабсорбироваться в зазор между костями
и снижать значение pH. Это приводит к декар�
боксилированию остеокальцина, что способ�
ствует секреции инсулина поджелудочной желе�
зой, а также приносит пользу печени, мышцам и
другим органам и влияет на системный метабо�
лизм глюкозы [13]. Белки OPG и OCN играют
основную роль в общем метаболизме глюкозы.
Поэтому нами сначала было изучено влияние
IL�4 на экспрессию белков OPG и OCN в остео�
бластах. Результаты этого исследования также
позволили сделать предположение, что IL�4 ре�
гулирует системный метаболизм глюкозы, ока�
зывая влияние на костную ткань, что открывает
новое направление для будущих исследований.

На рис. 5, c показано, что экспрессия белка
OPG в группе с IL�4 повышается со временем по
мере усиления дифференцировки клеток с на�
блюдаемыми статистически достоверными раз�
личиями между группами от 0 до 14 дней диф�
ференцировки клеток (p < 0,0001). Хотя добав�
ление IL�4 приводило к повышению уровня
экспрессии OPG, этот эффект не зависел от вре�
мени. Было показано, что в 0�й и 7�й день ин�
дукции в группе с добавленным IL�4 уровень
экспрессии был значительно повышен по срав�
нению с соответствующей IL�4�группой (p <
0,0001, p < 0,001). Уровень экспрессии белка
OPG повышался на 14�й день, однако этот эф�
фект не был статистически значимым.

Экспрессия белка OCN повышалась в груп�
пе с IL�4 по мере увеличения количества дней
индукции (7 дней – p < 0,05, 14 дней – p < 0,01,
в сравнении с днем 0 соответственно). Получен�
ные результаты показывают, что добавление IL�4,
по�видимому, оказывает слабый ингибирующий
эффект в отношении OCN, и этот эффект не яв�
ляется статистически значимым и нет корреля�

ции со временем воздействия. Таким образом,
экспрессия белков OPG и OCN повышается по
мере увеличения степени дифференцировки
клеток. IL�4 может повышать уровень экспрес�
сии OPG в остеобластах и не оказывает значи�
мого влияния на экспрессию белка OCN.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Инсулин в основном действует на жировые
клетки, клетки скелетных мышц и клетки пече�
ни. Были проведены исследования, посвящен�
ные изучению механизмов, с помощью которых
воспалительные процессы, вызванные ожире�
нием, влияют на инсулиновый путь в адипоци�
тах, а именно на накопление триглицеридов,
цитопатический эффект, окислительный стресс,
нарушения микроциркуляции, вызванные ги�
поксией, и снижение уровня снабжения клеток
кислородом, приводящее к фосфорилированию
или нарушению функционирования белков
IRS. Действительно, стресс�активируемые ки�
назы (ERK, JNK, AMPK), киназа IKK и ниже�
лежащие киназы Akt, aPKC и mTOR вносят
вклад в фосфорилирование серина/треонина
IRS. Ингибирование при фосфорилировании
остатков серина может быть достигнуто различ�
ными способами, такими как отделение IRS от
IR, превращение IRS в ингибитор активности
тирозинкиназы, увеличение уровня деградации
IRS и содействие отделению адапторного белка
[16–19]. Wei et al. [13] на основе использования
обогащенной жирами пищи создали модель ин�
сулиновой резистентности у крыс и обнаружи�
ли, что в результате употребления такой пищи в
клетках костной ткани также может возникнуть
инсулиновая резистентность. Было предполо�
жено, что насыщенные жирные кислоты повы�
шают уровень экспрессии Smurf1 и усиливают
smurf1�опосредованное убиквитинилирование
инсулинового рецептора, внося вклад в разви�
тие инсулиновой резистентности остеобластов.
К настоящему моменту большинство работ бы�
ло сосредоточено на изучении ингибиторов
противовоспалительных цитокинов и на проти�
вовоспалительных лекарствах, таких как сали�
цилаты. В то же время только ограниченное
число работ было посвящено изучению проти�
вовоспалительных лекарств, как возможных ми�
шеней для терапевтического вмешательства. В
частности, Stafeev et al. показали, что IL�4 вос�
станавливает чувствительность к действию ин�
сулина в резистентных к нему индуцированных
липидами адипоцитах [9]. IL�4 является проти�
вовоспалительным фактором, который непо�
средственно активирует факторы транскрипции
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STAT6, и было предположено, что IL�4 может
замедлять процессы воспаления и восстанавли�
вать чувствительность к инсулину в инсулино�
резистентных остеобластах.

Снижение активности остеобластов и нару�
шение дифференцировки может привести к на�
рушению процесса формирования костей. Это
может регулироваться различными цитокинами
и факторами роста, присутствующими в кост�
ной ткани. Интерлейкин�4 регулирует актив�
ность различных лимфоцитов, гематопоетичес�
ких и мезенхимных клеток, однако его влияние
на клетки костной ткани были недостаточно
изучено. Ura et al. [20] показали, что IL�4 и IL�13
дозозависимо индуцируют клеточную пролифе�
рацию. Однако в других работах было показано,
что IL�4 ингибирует пролиферацию остеобласт�
подобных клеток MG�63 человека [21]. Riancho
et al. [22] сообщили, что mIL�4 не оказывает за�
метного влияния на пролиферацию клеток
MC3T3�El. В наших экспериментах было пока�
зано, что IL�4 ингибирует активность клеток
MG�63, и также была подтверждена зависи�
мость этого эффекта от дозы и продолжитель�
ности воздействия. Расхождения между резуль�
татами, полученными Riancho et al., и нашими
могут быть объяснены различиями в методоло�
гических подходах. Также следует учесть, что
были использованы различные клеточные ли�
нии. Полученные нами результаты способству�
ют более глубокому пониманию возможной ро�
ли интерлейкина�4, как регулятора пролифера�
ции остеобластов, но для полного понимания
этой проблемы необходимы более глубокие ис�
следования. Frost et al. [23] и Silfversward et al.
[24] показали, что IL�4 способствует секреции
щелочной фосфатазы, образованию коллагена и
минерализации остеобластов человека, поддер�
живая клетки в дифференцированной продук�
тивной фазе. Мы обнаружили, что 50 нг/мл IL�4
эффективно усиливает экспрессию OPG в остео�
бластах в зависимости от времени (0 дней –
p < 0,0001, 7 дней – p < 0,001), но не оказывает
существенного влияния на ОКН.

Инсулин�зависимая передача сигнала осу�
ществляется высокоинтегрированной сетью,
контролирующей несколько процессов. В при�
сутствии инсулина инсулиновый рецептор фос�
форилирует IRS, которые связаны с активацией
фосфатидилинозитол 3�киназа (PI3K)–AKT/
протеинкиназа B (PKB)�зависимого сигнально�
го пути, ответственного за большинство метабо�
лических действий инсулина (рис. 6). В сигналь�
ных сетях есть несколько ключевых узлов, кото�
рые играют важную роль в нормальных физио�
логических условиях и при патологиях, таких
как диабет, ожирение и метаболический синд�

ром [25]. В наших экспериментах было показа�
но, что IL�4 восстанавливает и даже существен�
но активирует инсулин�зависимую передачу
сигнала в инсулинорезистентных клетках MG�63.
Фосфорилирование ключевых компонентов ин�
сулин�зависимого сигнального пути (IRS1, Akt
и AS160) в клетках, находящихся в инсулиноре�
зистентном состоянии, максимально активиро�
валось при добавлении 50 нг/мл IL�4. В некото�
рых работах было показано, что IL�4 может сти�
мулировать IRS2/PI3K�зависимый сигнальный
путь в CD4+ и CD8+ клетках через IL�4R�зави�
симый сигнальный путь [26]. Добавление IL�4 к
остеобластам активирует комплекс IRS1 через
IL�4R, тем самым активируя PI3K/Akt�зависи�
мый сигнальный путь. Мы также обнаружили,
что положительное влияние IL�4 на чувстви�
тельность клеток к инсулину может быть связа�
но со специфическим механизмом развития ин�
сулиновой резистентности в результате
действия липидов. Инсулин связывается с IR и
инициирует сигнальный каскад путем актива�
ции рецепторных тирозиновых киназ, и это
приводит к активации транспорта глюкозы и
другим метаболическим эффектам. В целом, эти
результаты указывают на то, что IRS1 является
непосредственным физиологическим субстра�
том инсулинового рецептора и может играть
роль в инсулин�зависимой передаче сигнала
[27–29]. Нами также было показано, что
экспрессия IRS1 в значительной степени воз�
растает по мере остеогенной дифференцировки,
и добавление IL�4 на 7�й и 14�й день вызывает
повышение IRS1 (p < 0,05). Было высказано
предположение, что повышение экспрессии
IRS под воздействием IL�4 может быть одной из
причин восстановления чувствительности остео�
бластов к действию инсулина с помощью IL�4.

В работах, выполненных Wei et al. [13], было
показано, что инсулиновая резистентность в
костной ткани приводит к снижению уровня
цикла остеокальцина, гормона из костной тка�
ни, разрушая остеокальцин�зависимый сиг�
нальный путь и приводя к непереносимости
глюкозы. OCN необходим для повышения
чувствительности мышц и клеток белой жиро�
вой ткани к инсулину [30, 31]. Глюкоза может
регулировать экспрессию гена остеокальцина
через процесс трансактивации на уровне тран�
скрипции. Совсем недавно было показано, что
инсулиновая резистентность и высокий уровень
глюкозы понижают экспрессию OCN in vitro, и
что инсулинорезистентные остеобласты могут
вызвать снижение уровня OCN, образуемого в
костной ткани, и привести к возникновению
системных нарушений [14]. Специфичный для
костной ткани гормон OCN может влиять на
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секрецию инсулина, чувствительность клеток к
инсулину, и он крайне необходим для общего
обмена энергии. Наши эксперименты показали,
что экспрессия OCN повышается по мере увели�
чения продолжительности индукции. Добавле�
ние IL�4, по�видимому, вызывало небольшое
ингибирующее действие на экспрессию OCN,
но этот эффект был незначителен, статистичес�
ки не значим и при этом не было выявлено кор�
реляции с продолжительностью индукции. IL�4
не оказывал заметного влияния на уровень
экспрессии OCN. Карбоксилированный OCN
(GLA) является неактивной формой OCN, и ак�
тивация белка происходит в результате его де�
карбоксилирования (рис. 5). Ferron et al. [10] об�
наружили, что нарушение инсулин�зависимой
передачи сигнала стимулирует экспрессию
OPG, снижает адсорбцию остеокластов, повы�
шает уровень карбоксилирования OCN и инги�
бирует активность инсулин�чувствительных

клеток. Действительно, низкие значения pH,
достигаемые при резорбции кости, являются
важным условием для декарбоксилированного
остеокальцина. OPG играет важную роль в
трансформации OCN при активации и инакти�
вации [10, 12]. Нами было обнаружено, что
экспрессия OPG увеличивалась со временем по
мере повышения степени дифференцировки
клеток. Добавление IL�4 вызывало повышение
уровня экспрессии OPG, но в этом случае не бы�
ло выявлено временной зависимости. Однако в
этой работе были изучены эффекты IL�4 на OPG
остеобластов только при нормальных условиях,
и полученные нами результаты не указывают на
процесс активации OCN в результате декарбок�
силирования в условиях in vivo. Влияние IL�4 на
экспрессию OPG остеобластов и в целом на сис�
темный метаболизм глюкозы в моделях инсули�
норезистентности и на животных еще предстоит
исследовать в дальнейших работах.
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Рис. 6. Инсулин�зависимый сигнальный путь и общий обмен глюкозы в остеобластах и остеокластах.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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В заключение отметим, что это исследова�
ние продемонстрировало, что IL�4 ингибирует
пролиферацию клеток MG�63 в зависимости от
времени и концентрации. Также было показано,
что IL�4 восстанавливает и даже значительно
усиливает активность инсулин�зависимого сиг�
нального пути в остеобластах, находящихся в
инсулинорезистентном состоянии. Восстанов�
ление чувствительности остеобластов к
действию инсулина с помощью IL�4 может быть
связано с повышением уровня экспрессии IRS1.
Кроме того, было показано, что уровни белков
OPG и OCN повышаются по мере возрастания
степени дифференцировки клеток, и 50 нг/мл
IL�4 способствуют секреции OPG в остеоблас�
тах без оказания какого�либо влияния на уро�
вень OCN. Из�за тесной взаимосвязи между ме�
таболизмом костной ткани и глюкозы исследо�
вание положительного влияния IL�4 на чувстви�
тельность к инсулину в остеобластах полезно
для снижения риска остеопороза у пациентов с

диабетом и для повышения системной резистент�
ности к инсулину через факторы, связанные с
костью.
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Obesity and latent inflammation can give rise to insulin resistance and type 2 diabetes. Here we established an insulin
resistance model of osteoblasts to explore the restoration effect of anti�inflammatory interleukin�4 (IL�4) on insulin
sensitivity and its mechanism. We found that IL�4 inhibited cell proliferation in a concentration� and time�dependent
manner. Insulation resistance significantly reduced the phosphorylation levels of the insulin receptor substrate 1
(IRS1; Tyr612), Akt (Ser473), and AS160 (Ser318) proteins. The addition of IL�4 to the insulin resistance model led
to a dose�dependent stimulation of the phosphorylation of IRS1, Akt, and AS160. IL�4 fully restored the activation
of the insulin cascade in insulin�resistant cells at the concentration of 50 ng/ml. Additionally, IL�4 promoted the
expression of IRS1 in a time�dependent manner. We conjecture that IL�4 restores insulin sensitivity in osteoblasts by
upregulating the expression of IRS1. It was also found that IL�4 promoted the expression of osteoprotegerin depend�
ing on the time of exposure. This effect may play an important role in the regulation of the energy metabolism in the
whole body.
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