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РЕЗЮМЕ

Цель: изучить влияние принудительных физических нагрузок на содержание и показатели окислительного 
фосфорилирования в ткани бурого жира у мышей с моделью сахарного диабета (СД)  II типа.

Материалы и методы. Для формирования модели заболевания использовалась высокожировая диета, фи-
зические нагрузки в виде принудительного бега проводились в течение 4 нед. Содержание ферментов окис-
лительного фосфорилирования в бурой жировой ткани определялось методом вестерн-блоттинга.

Результаты. Формирование диабетических расстройств у экспериментальных животных сопровождается 
возрастанием количества как белой, так и бурой жировой ткани. Однако в бурой жировой ткани при этом 
снижается содержание всех компонентов системы окислительного фосфорилирования. По-видимому, при 
формировании модели СД II типа у мышей происходит снижение «энергетической эффективности» бурой 
жировой ткани, что частично компенсируется увеличением ее содержания в организме.

Регулярные физические нагрузки у мышей с моделью СД II типа, в отличие от здоровых животных, способ-
ствуют снижению содержания бурой жировой ткани. В то же время при этом в буром жире возрастает со-
держание большинства компонентов системы окислительного фосфорилирования, в некоторых случаях – 
даже выше исходных значений. Последнее характерно для нагрузок, применяемым в переменном режиме – 
когда время выполнения нагрузок периодически изменяется.

Заключение. Полученные результаты позволяют предположить, что метаболические перестройки бурой 
жировой ткани могут служит одним из механизмов профилактических и проекторных эффектов физиче-
ских нагрузок при сахарном диабете второго типа.
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ABSTRACT

Aim. To study the effect of forced exercises on the content and parameters of oxidative phosphorylation in brown 
adipose tissue of mice with type II diabetes mellitus.

Materials and methods. To model the disease, we used a high-fat diet and physical exercises in the form of forced 
treadmill running for 4 weeks. The content of oxidative phosphorylation enzymes in brown adipose tissue was 
determined by Western blotting.

Results. Modeling diabetes in experimental animals was accompanied by expansion of adipose tissue. However, in 
brown adipose tissue, the content of all oxidative phosphorylation components decreases. Apparently, during type 
II diabetes mellitus modeling in mice, there is a decrease in the “energy efficiency” in brown adipose tissue, which 
is partially offset by an increase in its content in the body.

Regular physical activity in mice with type II diabetes mellitus, in contrast to healthy animals, contributes to a 
decrease in the content of brown adipose tissue. At the same time, the content of most oxidative phosphorylation 
components in brown adipose tissue increases, in some casesб it even exceeds the baseline values. The latter is 
typical of a variable load mode – when the execution time of exercises periodically changes.

Conclusion. The obtained results suggest that metabolic rearrangements in brown adipose tissue may serve as 
some of the mechanisms of preventive and projective effects of physical activity in type 2 diabetes mellitus.
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ВВЕДЕНИЕ

Бурый жир (он же термогенный жир) – тип жи-
ровой ткани, основной функцией которой является 
термогенез [1, 2]. Бурая жировая ткань способна рас-

ходовать энергию, в отличие от белого жира, кото-
рый ее накапливает. Вследствие этого бурая жировая 
ткань оказывает регулирующее влияние на метабо-
лизм и может участвовать в контроле уровня глюко-
зы в крови [3].
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У пациентов с сахарным диабетом II (СД II) типа 
может наблюдаться недостаток бурого жира, что мо-
жет приводить к ухудшению управления уровнем 
глюкозы и повышению риска развития осложнений. 
Некоторые исследования показывают, что стимули-
рование накопления бурого жира может улучшить 
управление уровнем глюкозы и снизить риск разви-
тия диабетических осложнений [4]. Способы стиму-
ляции роста бурой жировой ткани могут включать 
физическую активность, потребление некоторых 
продуктов, а также использование лекарственных 
препаратов [5]. 

Физические нагрузки разной интенсивности при-
водят к запуску большого количества биохимиче-
ских, молекулярных, генетических и эпигенетиче-
ских механизмов, лежащих в основе адаптационных 
реакций организма на физиологический стресс [6, 
7]. В частности, показано, что физические нагрузки 
оказывают положительное воздействие при метабо-
лических нарушениях [7, 8]. Эксперименты с живот-
ными доказали, что физическая нагрузка повышает 
чувствительность к инсулину и улучшает толерант-
ность к глюкозе, вызванную диетой с высоким со-
держанием жира, не только у самих животных, но и 
у их потомков [9]. Также показано, что циркадные 
ритмы влияют на эффект от физических упражне-
ний. Поглощение глюкозы мышцами и толерант-
ность к инсулину также имеют циркадный характер, 
и физические тренировки не влияют на циркадную 
ритмичность данных показателей [10]. 

В связи с вышеизложенным целью нашего иссле-
дования было изучить влияние принудительных фи-
зических нагрузок на содержание и показатели окис-
лительного фосфорилирования в ткани бурого жира 
у мышей с моделью СД II типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве объекта исследования использовали 

самцов мышей линии C57bl/6. Мыши были получе- 
ны из вивария Томского национального иссле-
довательского медицинского центра РАН, НИИ 
фармакологии и регенеративной медицины им.  
Е.Д. Гольдберга. Возраст мышей к началу экспе-
римента – 32 нед. Режим содержания животных:  
день/ночь: 12/12 ч, начало светового дня в 6.00, сво-
бодный доступ к пище и воде, температура в поме-
щении 24 °С.

 Исследование проведено в соответствии с прин-
ципами Базельской декларации и одобрено комисси-
ей по биоэтике Биологического института Томского 
государственного университета (протокол № 32 от 
2.12.2019). Исследование выполнено с соблюдением 
принципов гуманности, изложенных в директивах 

Европейского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинк-
ской декларации.

Эксперимент длился 16 нед. До 12-й нед мышей 
делили на две подгруппы:

– животные на жировой диете, 28 мышей;
– животные, получавшие стандартный рацион,  

28 мышей.
Для формирования модели типа СД II использо-

валась высокожировая диета в течение 12 нед, раз-
работанная специально для данного эксперимента. 
Состав и энергетическая ценность корма подробно 
описаны в нашей предыдущей работе [11].

Начиная с 12-й нед, каждая группа животных была 
разделена на две подгруппы: подвергавшиеся (основ-
ная, 21 животное) и не подвергавшиеся (контроль,  
7 животных) форсированным беговым нагрузкам.

Подгруппы мышей основной группы подверга-
лись беговой нагрузке в разное время суток:

Группа А – подвергающиеся беговой нагрузке в 
светлое время суток (с 8.00 до 10.00 ч), 7 животных;

Группа Б – подвергавшиеся беговой нагрузке в 
темное время суток (с 19.00 до 21.00), 7 животных;

Группа С – время форсированной беговой нагруз-
ки чередовалось (посменный режим тренировок): 
первая и третья недели в темное время суток (с 19.00 
до 21.00), вторая и четвертая недели – в дневное вре-
мя (с 8.00 до 10.00), 7 животных.

Для нормализации физической нагрузки исполь-
зовали беговую дорожку для мышей BMELAB SID-
TM10 [12].

Форсированные беговые нагрузки проводились 
в течение 4 нед 6 раз в неделю. Продолжительность 
нагрузки постепенно увеличивалась в течение пер-
вых 6 дней с 10 до 60 мин (увеличение на 10 мин в 
день) и более не менялась в течение последующих  
3 нед. Каждую неделю меняли угол подъема бего-
вой дорожки (от 0 до 10°) и скорость ее вращения (от  
15 до 18 м/мин). Раз в неделю нагрузку не выполняли 
(на 7-й день).

Массу тела измеряли с помощью лабораторных 
весов. Каждая особь измерялась отдельно. Измере-
ния проводились 11 раз в течение 16 нед.

Забой подопытных животных проводили дека-
питацией через 24 ч после последней нагрузки. Вы-
делялась белая и бурая жировая ткань. Собранные 
образцы взвешивались, затем замораживались в 
жидком азоте и хранились в морозильной камере при 
температуре –80 °С. 

Для гомогенизации жировой ткани использовали 
500 мкл буфера на 50 мг ткани, использовался вихревой 
лабораторный миксер Digital Vortex-Genie 2 на 15 мин 
при 4 °С с металлическими шариками, затем оставляли 
на мини-ротор-шейкере в холодильнике на 1 ч, после – 
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в штативе на холоде на 15 мин, далее снова помещали 
в вихревой лабораторный миксер на 15 мин при 4 °С. 
После этого переносили пробирки в центрифугу при  
4 °С и крутили 5 мин при 8 000 об/мин. Затем акку-
ратно убирали липидный слой, снова помещали в цен-
трифугу на 15 мин, после чего собирали прозрачный 
супернатант под оставшимся липидным слоем. Общий 
белок в образце определяли методом Бредфорда.

Электрофорез в полиакриламидном геле прово-
дили в денатурирующих условиях и по методике, 
описанной Laemmli, с 5%-м концентрирующим и 
10%-м разделяющим гелями с использованием си-
стемы электрофореза (электрофоретическая ячей-
ка (Mini-PROTEAN Tetra, США), источник тока 
(PowerPacBasic, США)). Количество общего белка, 
нанесенного на каждую лунку, составляет 10 мкг. 
С помощью системы блоттинга (Trans-Blot Turbo, 
США) белки переносили из геля на мембрану PVDF 
(Bio-Rad, США) с последующим блокированием 
5%-м обезжиренным молоком (Bio-Rad, США) в 
TBSt 1X (TBS с добавлением 0,1% Tween 20) в тече-
ние 1 ч при комнатной температуре.

Белки-мишени определяли путем инкубации в 
течение ночи при 4 °С в 5%-м сухом молоке в TBSt 
в разведении 1 : 1 000 с кроличьими поликлональ-
ными антителами против цитратсинтетазы (кат.  
№ ab96600, abcam, Великобритания), с кроличьими 
поликлональными антителами против гексокиназы 
(кат. № ab227198, abcam, Великобритания) и кок-
тейлем с антителами Total OXPHOS Rodent WB (кат. 
№ ab110413, abcam, Великобритания), содержащий 
пять мышиных антител, по одному против субъе-
диниц NDUFB8, SDHB, UQCRC2, MTCO1, ATP5A. 
Затем образец инкубировали со вторичными анти-
телами, конъюгированными с пероксидазой хрена 

(антимышиные, кат. № 1706516, антикроличьи, кат.  
№ 1706515, Bio-Rad, США) в течение 1 ч при ком-
натной температуре в 5%-м сухом молоке в TBSt.

Комплексы антиген-антитело визуализировали с 
помощью набора ECL (SuperSigna West Dura, Thermo 
Scientific, США) и системы документирования 
(ChemiDoc-It 2, UVP, Великобритания). Денситоме-
трический анализ проводили с помощью программ-
ного обеспечения ImageJ. Данные вестерн-блоттинга 
представлены в относительных единицах по сравне-
нию со стандартным образцом (один и тот же обра-
зец присутствовал на всех блотах). Значения стан-
дартного образца приняты за 100%.

Данные представлены как среднее ± ошибка сред-
него (M ± m). После проверки нормальности распре-
деления данных с помощью критерия Колмогорова – 
Смирнова результаты были проанализированы с 
помощью двухфакторного дисперсионного анализа 
Краскела – Уоллиса. Статистическую обработку ре-
зультатов проводили с помощью пакета прикладных 
программ GraphPad Prism.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
На рис. 1 представлена динамика массы тела мы-

шей в процессе эксперимента. Уже начиная с 4-й нед 
наблюдалось статистически значимое увеличение 
массы тела мышей, получавших жировую диету  
(p < 0,05). Средний показатель массы тела у груп-
пы, находящейся на высокожировой диете, составил  
35,2 ± 2,0 г, а масса тела у группы на нормальном 
питании – 32,7 ± 1,3 г. На 12-й нед различия меж-
ду группой, находящейся на высокожировой диете 
(масса тела составила 44,3 ± 2,6 г), и группой, пита-
ющейся стандартным кормом (32,2 ± 1,2 г), увели-
чились.

Рис. 1. Изменение массы тела мышей в процессе эксперимента: а – группа, получавшая высокожировую диету; b – группа, 
получавшая стандартную диету.  Здесь и на рис. 2, 3 M ± m, n = 6.  * –  уровень статистической значимости различий с 
показателем на 1-й нед (p < 0,05),  # – уровень статистической значимости различий с группой без физической нагрузки  

(p < 0,05)
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Рис. 2. Масса белой и бурой жировой ткани у мышей на 16-й нед эксперимента: светлые столбцы – группа, получавшая 
высокожировую диету; темные столбцы – группа, получавшая стандартную диету.

Здесь и на рис. 3: * уровень статистической значимости различий с группой, получавшей стандартную диету (p < 0,05), 
# уровень статистической значимости различий с группой контроля  (p < 0,05)

Контроль     Световая фаза    Темновая фаза   Перемена фаз                                Контроль  Световая фаза      Темновая фаза Перемена фаз

растало лишь при применении принудительного 
бега с переменой фазы суточного цикла. 

Концентрация ATP5A (рис.  3, b) снижается у мы-
шей, находившихся на  жировой диете, в сравнении 
с группой, получавшей стандартное питание. Физиче-
ские нагрузки у мышей, получавших жировую диету, 
способствуют увеличению содержания данного белка, 
более выражен эффект вечерних нагрузок и трениро-
вок в переменном режиме. У мышей же, получавших 
стандартную диету, напротив, физические нагрузки 
приводили к снижению содержания данного белка.

Концентрация MTCO1 (рис. 3, с) значительно 
снижается у мышей, находившихся на жировой ди-
ете, в сравнении с группой, получавшей стандартное 
питание. Физические нагрузки у мышей, получав-
ших жировую диету, способствуют увеличению со-
держания данного белка, если применяются в пере-
менном режиме. 

Концентрация SD HB (рис. 3, d) у мышей, нахо-
дившихся на жировой диете, несколько снижалась в 
сравнении с группой, получавшей стандартное пита-
ние. Физические нагрузки у мышей, получавших жи-
ровую диету, способствуют увеличению содержания 
данного белка. Эффект нагрузок был более выражен 
в вечерние часы и в переменном режиме. У мышей 
же, получавших стандартную диету, напротив, физи-
ческие нагрузки приводили к снижению содержания 
данного белка.

Концентрация UQCRC2 (см. рис. 3, е) снижается 
у мышей, находившихся на жировой диете, в срав-
нении с группой, получавшей стандартное питание. 
Физические нагрузки у мышей, получавших жиро-
вую диету, приводили к значительным изменениям – 
к снижению при применении нагрузок в утренние 
или вечерние часы и к увеличению, если нагрузки 
применялись в переменном режиме. 

Начиная с 12-й нед, обе группы были разделены 
на четыре подгруппы, в которых воздействие физи-
ческой нагрузки оказывалось в разное время суток 
(утром, вечером и попеременно утром/вечером). На 
16-й нед (заключительной) эксперимента мы наблю-
дали, что в группах мышей на высокожировой диете 
(45,6 ± 4,5 г) и мышей, которые питались нормальным 
кормом (32,8 ± 2,4 г), показатели разницы по массе 
тела остались статистически значимы (p < 0,05).

У группы с жировым типом питания статисти-
чески значимые различия (p < 0,05) по массе тела с 
контрольной группой наблюдались у всех трех под-
групп, на которых оказывалось влияние физической 
нагрузки. Самой эффективной оказалась нагрузка 
с попеременным воздействием физической нагруз-
ки (39,2 ± 4,4 г). В данной группе масса тела ниже  
в 1,2 раза, чем в контрольной группе.

На рис. 2 представлено количество белой абдо-
минальной жировой ткани и бурой жировой ткани у 
мышей после завершения эксперимента. Увеличение 
массы тела у мышей в значительной степени проис-
ходит за счет увеличения количества белой жировой 
ткани, но и содержание бурой жировой ткани в орга-
низме существенно возрастает. При этом важно отме-
тить, что принудительные физические нагрузки, вы-
зывая снижение количества белой жировой ткани во 
всех подгруппах, на содержание бурой жировой ткани 
влияют гораздо слабее. Только физические нагрузки, 
выполняемые с переменой фазы суточного ритма, спо-
собствовали снижению количества бурого жира вдвое.

На рис. 3, а представлены результаты опреде-
ления содержания цитратсинтазы и белков OXFOS 
в бурой жировой ткани мышей. Результаты пред-
ставлены в процентах от контрольного образца. Как 
видно, содержание цитратсинтазы в бурой жировой 
ткани не зависело от типа питания и несколько воз-
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У мышей же, получавших стандартную диету, 
физические нагрузки приводили к аналогичным, но 
менее выраженным сдвигам. 

Концентрация NDUFB8 (см. рис. 3, f) снижается 
у мышей, находившихся на жировой диете, в срав-
нении с группой, получавшей стандартное питание. 
Физические нагрузки у мышей, получавших жиро-
вую диету, способствуют увеличению содержания 
данного белка, особенно если применяются в пере-
менном режиме. У мышей же, получавших стандарт-
ную диету, напротив, физические нагрузки приводи-
ли к снижению содержания данного белка.

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют, что 

использование высокожировой диеты у мышей при-
водит к увеличению массы тела и формированию 
ожирения (масса тела более, чем на 25% выше, чем в 
контрольной группе). Принудительные физические 
нагрузки в виде ежедневного бега на тредмиле ока-
зывают выраженный эффект на метаболизм у мышей 
с моделью CД II типа. Прежде всего это проявляется 
в снижении массы тела животных и зависит от вре-
мени суток, в которое выполняется нагрузка. Как 
прирост, так и уменьшение массы тела в основном 
происходят за счет изменения количества белого аб-
доминального жира, содержание бурого жира изме-
няется в меньшей степени.

В то же время со стороны бурой жировой ткани 
отмечаются значительные метаболические пере-

стройки. Формирование модели СД II типа сопро-
вождается снижением содержания всех компонен-
тов системы окислительного фосфорилирования 
(OXPHOS). В наибольшей степени снижается содер-
жание MTCO1 и NDUFB8. По-видимому, при фор-
мировании модели СД II типа у мышей происходит 
снижение «энергетической эффективности» бурой 
жировой ткани, что частично компенсируется увели-
чением ее содержания в организме. 

Эффекты физически нагрузок на содержание бу-
рого жира оказались несколько противоречивыми. 
По литературным данным, регулярные физические 
нагрузки способствуют увеличению количества бу-
рого жира в организме [13]. Так, здоровые молодые 
мужчины, кто выполнял ежедневные физические 
упражнениям в течение 12 нед, имели большее ко-
личество активного бурого жира, чем те, кто не за-
нимался спортом [14]. Аналогичные результаты мы 
наблюдали у мышей без метаболических наруше-
ний, питавшихся стандартным кормом – у них отме-
чалось возрастание содержания бурого жира после 
регулярных принудительных физических нагрузок. 
Однако у мышей с моделью СД II типа мы наблю-
дали противоположный эффект – содержание буро-
го жира в организме снижалось на фоне регулярных 
физических нагрузок. Это может связано с тем, что у 
этих животных при развитии патологии содержание 
бурого жира возрастало в 5 раз. 

Однако снижение содержание бурого жира по-
сле физических нагрузок у мышей с моделью СД 

Рис. 3. Содержание цитратсинтазы и белков OXFOS в бурой жировой ткани мышей: светлые столбцы – группа, полу-
чавшая высокожировую диету; темные столбцы – группа, получавшая стандартную диету. Цитратсинтаза (а), ATP5A (b), 

MTCO1 (c), SD HB (d), UQCRC2 (e), NDUFB8 (f)

Контроль       Световая фаза   Темновая фаза    Перемена фаз Контроль    Световая фаза  Темновая фаза  Перемена фаз
Контроль     Световая фаза  Темновая фаза   Перемена фаз

Контроль       Световая фаза   Темновая фаза    Перемена фаз Контроль       Световая фаза   Темновая фаза    Перемена фаз Контроль      Световая фаза   Темновая фаза   Перемена фаз

а                 b            c

d                 e            f
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II типа сопровождалось увеличением содержания 
большинства компонентов OXPHOS, в некоторых 
случаях – даже выше исходных значений. Послед-
нее характерно для нагрузок, применяемым в пере-
менном режиме – когда время выполнения нагрузок 
периодически изменяется. Аналогичные изменения 
отмечались и со стороны цитратсинтазы. По всей ве-
роятности, в условиях метаболических расстройств 
эффекты физических нагрузок могут реализовывать-
ся не за счет увеличения количества бурой жировой 
ткани, а за счет улучшения ее «энергетической эф-
фективности».

Как уже упоминалось выше, стимулирование 
накопления бурого жира может улучшить управле-
ние уровнем глюкозы и снизить риск развития диа-
бетических осложнений [15]. По всей вероятности, 
метаболические перестройки бурой жировой ткани 
могут служит одним из механизмов профилактиче-
ских и проекторных эффектов физических нагрузок 
при СД II типа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты позволяют сделать не-

сколько важных заключений.
Во-первых, формирование диабетических рас-

стройств у экспериментальных животных сопро-
вождается возрастанием количества как белой, 
так и бурой жировой ткани. Однако в бурой жи-
ровой ткани при этом снижается содержание всех 
компонентов системы окислительного фосфо-
рилирования (OXPHOS). В наибольшей степени 
снижается содержание MTCO1 и NDUFB8. По-ви-
димому, при формировании модели СД II типа у 
мышей происходит снижение «энергетической 
эффективности» бурой жировой ткани, что частич-
но компенсируется увеличением ее содержания  
в организме.

Во-вторых, регулярные физические нагрузки у 
мышей с моделью СД II типа, в отличие от здоро-
вых животных, способствуют снижению содержа-
ния бурой жировой ткани. В то же время при этом 
в буром жире возрастает содержание большинства 
компонентов OXPHOS, в некоторых случаях – даже 
выше исходных значений. Последнее характерно 
для нагрузок, применяемым в переменном режиме – 
когда время выполнения нагрузок периодически из-
меняется. Аналогичные изменения отмечались и со 
стороны цитратсинтазы.

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что метаболические перестройки бурой жиро-
вой ткани могут служит одним из механизмов про-
филактических и проекторных эффектов физических 
нагрузок при CД II типа.
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