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Резюме
Актуальность. Единичные исследования свидетельствуют о том, что препарат из группы бигуани-

дов метформин в дополнение к хорошо известному сахароснижающему действию способен оказывать 
значимый кардиопротективный эффект. Молекулярные механизмы опосредованной метформином 
кардиопротекции практически не изучены. Целью данного исследования является изучение роли 
ключевого регулятора энергетического метаболизма клетки — АМФ-активируемой протеинкиназы 
(АМФК) — в изменении устойчивости миокарда к ишемическому и реперфузионному повреждению 
под действием метформина у животных с сахарным диабетом тип 2 (СД2). Материалы и методы. 
Исследование проводилось на крысах линии Wistar со стрептозотоцин-индуцированным неонаталь-
ным СД2. Для моделирования ишемии-реперфузии миокарда использовали изолированное, перфу-
зируемое по Лангендорфу сердце с предварительным внутрибрюшинным введением метформина 
в течение 3 дней. Кардиопротективный эффект метформина оценивался по гемодинамическим по-
казателям и по размеру инфаркта миокарда. Активность АМФК в миокарде оценивалась с помощью 
Вестерн-блоттинга. Результаты. Метформин не оказывал значимого эффекта на размер инфаркта и 
характер постишемического восстановления функции левого желудочка у здоровых животных и жи-
вотных с СД2. В то же время размер инфаркта при СД2 был существенно ниже, чем в контрольной 
группе, что является подтверждением феномена метаболического прекондиционирования. Активация 
АМФК в миокарде по сравнению с контролем отмечалась как в группе животных с СД2, так и при 
введении метформина интактным и диабетическим животным. Введение метформина животным с 
СД2 сопровождалось максимальным увеличением активности АМФК. Выводы. Наличие СД2 при-
водило к активации АМФК и сопровождалось повышением толерантности миокарда к ишемии. 
При системном введении метформина до ишемии не отмечалось достоверного кардиопротективного 
эффекта, однако было зарегистрировано повышение активности АМФК в миокарде. Активность АМФК 
увеличивалась в наибольшей степени при сочетании СД2 и введения метформина.

Ключевые слова: сахарный диабет, миокард, АМФ-активируемая протеинкиназа, метформин.
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Введение
Ишемическая болезнь сердца (ИБС) является 

ведущей причиной летальности у пациентов с 
сахарным диабетом тип 2 (СД2) [1]. Хорошо из-
вестно о неблагоприятном клиническом течении 
и прогнозе сердечно-сосудистых заболеваний при 
СД. Выделяют специфическое осложнение СД — 
макроангиопатию, включающую в себя ИБС, а 
Американская кардиологическая ассоциация при-
числила СД к сердечно-сосудистым заболеваниям 
[2]. В этом случае речь идет в первую очередь о 
развитии выраженного, распространенного атеро-
склероза у больных СД.

При этом в ряде экспериментальных работ были 
получены данные о защитном эффекте СД при ише-
мическом повреждении миокарда, так называемом 
феномене метаболического прекондиционирования 
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Abstract
Background. Several previous studies suggest that the drug in the biguanide class — metformin, in addition 

to the well-known hypoglycemic action can exert a signifi cant cardioprotective effect. Molecular mechanisms 
of cardioprotection mediated by metformin are practically unknown. Objective. To examine the role of AMP-
activated protein kinase (AMPK) — a key regulator of energy metabolism in myocardial tolerance to ischemia 
and reperfusion injury under the action of metformin in animals with type 2 diabetes mellitus (T2DM). Design 
and methods. The Wistar rats with streptozotocin-induced neonatal type 2 diabetes mellitus were used in 
the study. Ischemia-reperfusion of the myocardium was modeled according to Langendorf on the isolated 
heart with the preliminary intraperitoneal administration of metformin for 3 days. Cardioprotective effect of 
metformin was assessed by hemodynamic parameters and the size of myocardial infarction. AMPK activity 
in the myocardium was assessed by Western blot analysis. Results. Metformin did not signifi cantly affected 
infarct size and nature of the postischemic recovery of left ventricular function in control group and in animals 
with T2DM. At the same time, the infarct size in T2DM was signifi cantly lower than in the controls, which 
confi rms the phenomenon of metabolic preconditioning. Activation of AMPK in the myocardium compared 
with the control group was observed in animals with T2DM, and in both metformin groups. Administration of 
metformin to animals with T2DM was accompanied by the maximum increase in AMPK activity. Conclusions. 
T2DM led to the activation of AMPK and was accompanied by improved myocardial tolerance to ischemia. 
In the absence of signifi cant cardioprotective effect pre-ischemic systemic administration of metformin led 
to the increase of AMPK activity in the myocardium that was the highest in the animals with T2DM and 
metformin administration. 

Key words: diabetes mellitus, myocardium, AMP-activated proteinkinase, metformin.

(МПреК), проявляющемся в парадоксальном повы-
шении устойчивости миокарда к ишемическому-
реперфузионному повреждению [3, 4].

Следует подчеркнуть, что, по-видимому, МПреК 
при СД в «чистом» виде существует только как экс-
периментальный феномен, воспроизводящийся у 
животных, генетически не предрасположенных к 
развитию атеросклероза. В клинической ситуации 
у пациентов с СД возможные кардиопротективные 
эффекты МПреК скорее всего нивелируются за счет 
сопутствующего выраженного атеросклеротическо-
го поражения коронарных артерий.

Весьма интересным является исследование 
возможных кардиопротективных свойств саха-
роснижающих препаратов. В настоящий момент 
нет единых стандартов ведения больных СД2 и 
ИБС, а имеющиеся рекомендации посвящены 
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препаратам, не влияющим на гликемический 
профиль.

По результатам исследований последних лет 
сахароснижающий препарат из группы бигуани-
дов метформин может обладать положительным 
влиянием на течение сердечно-сосудистых за-
болеваний у пациентов с СД. Было показано по-
ложительное влияние препарата на гемореологию 
[5, 6], липидный спектр крови [6, 7]. Кроме того, в 
некоторых экспериментальных работах доказано 
прямое противоишемическое действие препарата 
[8, 9]. В исследовании UKPDS было показано 
снижение общей смертности на 36 %, смертности, 
связанной с СД, инфарктом миокарда и инсуль-
том, соответственно на 42, 39 и 41 % у больных 
СД2 с избыточной массой тела, получавших мет-
формин в сравнении с пациентами, получавшими 
препараты сульфонилмочевины или инсулин при 
одинаковой степени компенсации углеводного 
обмена [10]. При этом однозначного мнения о 
механизмах действия метформина в настоящий 
момент нет. 

В последнее время появляется все больше пу-
бликаций об АМФ-активируемой протеинкиназе 
(АМФК) как основной молекулярной мишени 
действия метформина. Эта внутриклеточная киназа 
является «энергетическим сенсором» клетки, за-
пускающим каскад энергосберегающих процессов 
и, таким образом, защищающим клетку от гибели 
[11]. Считается, что большинство положительных 
эффектов метформина опосредовано активацией 
АМФК [12].

Учитывая, что активация АМФК происходит в 
условиях энергодефицита, нельзя исключить, что 
активация этого фермента имеет место в кардиомио-
цитах при СД. Известно, что поступление глюкозы в 
кардиомиоциты происходит за счет специфических 
переносчиков (GLUT), функция которых нарушена 
при СД2, что приводит к нехватке глюкозы — одно-
го из энергетических субстратов кардиомиоцитов 
[13]. Основываясь на таком теоретическом предпо-
ложении, представляется целесообразным изучить 
активность АМФК в миокарде при СД2 в условиях 
ишемии-реперфузии.

Целью настоящей работы явилось изучение 
роли АМФК в изменении устойчивости миокарда 
к ишемическому и реперфузионному повреждению 
под действием препарата класса бигуанидов мет-
формина при наличии СД2.

Материалы и методы
Модель сахарного диабета тип 2. В данной 

работе использовали модель неонатального стреп-

тозотоцитонового СД, которая является экспери-
ментальным аналогом СД2. СД2 был индуциро-
ван однократной внутрибрюшинной инъекцией 
стрептозотоцина в дозе 65 мг/кг, растворенного в 
цитратном буфере (pH 5,5), на 3–4-й день жизни 
крысятам линии Wistar [14]. Перфузию изолирован-
ного сердца проводили через 10–12 недель после 
индукции СД2. 

Перфузия изолированного сердца. Подробное 
описание модели ретроградной перфузии изо-
лированного сердца по Лангендорфу приведено в 
другом источнике [15]. После 15-минутного периода 
стабилизации следовала 30-минутная глобальная 
ишемия с последующей 120-минутной реперфузией. 
В ходе эксперимента в изоволюмическом режиме 
регистрировали давление в левом желудочке. Про-
граммным методом получали значения следующих 
гемодинамических показателей: систолического, 
диастолического (ДДЛЖ), пульсового давления в 
левом желудочке (ПДЛЖ) и частоты сердечных со-
кращений (ЧСС). Обработка сигнала проводилась 
при помощи программного обеспечения PhysExp 2.0 
[16]. Кроме того, регистрировалась скорость коро-
нарного потока (КП) путем измерения объема рас-
твора, оттекающего от сердца за единицу времени.

Протокол эксперимента включал 4 группы 
животных:

1. Контроль (К) (n = 13): здоровые крысы, полу-
чавшие инъекции 0,9 % раствора натрия хлорида в 
течение 3 дней перед проведением эксперимента.

2. Контроль + метформин (КМ) (n = 12): здо-
ровые крысы, получавшие терапию метформином 
(Глюкофаж, Nycomed) в дозе 200 мг/кг внутри-
брюшинно в течение 3 дней перед проведением 
эксперимента.

3. СД2 (n = 12): крысы с развившимся СД2, полу-
чавшие инъекции 0,9 % раствора натрия хлорида в 
течение 3 дней перед проведением эксперимента.

4. СД2 + метформин (СД2М) (n = 7): крысы с раз-
вившимся СД2, получавшие терапию метформином 
в дозе 200 мг/кг внутрибрюшинно в течение 3 дней 
перед проведением эксперимента.

Методика определения зоны инфаркта. Размер 
инфаркта определяли планиметрическим методом 
после 15-минутной инкубации срезов сердца в 
1%-ом растворе трифенилтетразолия хлорида при 
37°С.

Вестерн блоттинг. Измерение экспрессии 
активированной (фосфорилированной) формы 
АМФК было выполнено при использовании мето-
дики Вестерн блоттинга [17]. Образцы миокарда 
левого желудочка были измельчены в лизирующем 
буфере с добавлением ингибиторов протеиназ 
(Roche, Switzerland) и фосфатаз (ортованадат на-
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трия, 10 mM) при помощи гомогенизатора. После 
центрифугирования была собрана надосадочная 
жидкость для дальнейшего использования. После 
измерения концентрации белка (Pierce Chemical 
Company, USA) был проведен электрофорез в по-
лиакриламидном геле (12,5 %) с последующим 
переносом белков на нитроцеллюлозную мембра-
ну. Далее производилось блокирование мембраны 
в растворе PBS tween 1 % c бычьим сывороточным 
альбумином (3 %) и инкубирование с первичными 
антителами к α-АМФК и фосфо-α-АМФК (Cell 
signaling) при 4ºС в течение 12 часов. Затем была 
проведена реакция с вторичными антителами в 
течение 2 часов и детекция при помощи ECL-
реагента (Amersham Biosciences, USA) и систе-
мы ChemiDoc XRS. Интенсивность экспрессии 
белка оценивали денситометрически; активность 
АМФК определяли по соотношению изоформ 
(фосфорилированной и нефосфорилированной); 
количество белка рассчитывали с поправкой на 
актин цитоскелета. 

Статистическую достоверность различий оце-
нивали с помощью программного пакета Statistica 
(ANOVA, тест Шеффе). Все функциональные дан-
ные выражались в виде «среднее ± стандартное 
отклонение». Различия расценивались как значимые 
при р менее чем 0,05. 

Результаты
Масса животных и уровень гликемии в экспери-

ментальных группах. В контрольной группе масса 
животных на момент выполнения эксперимента 
составила 187 ± 32 г, а в группе с СД2 она была до-
стоверно меньше и составляла 145 ± 13 г. Уровень 
гликемии в венозной крови перед выполнением 
перфузии изолированного сердца в группах кон-
троля, КМ, СД2 и СД2М составил, соответственно, 
6,0 ± 0,6; 6,4 ± 0,6; 9,5 ± 3,3 (P < 0,05 в сравнении 
с контролем) и 8,2 ± 1,6 ммоль/л. В группе СД2М 
на фоне введения метформина не произошло зна-
чимого снижения уровня гликемии, что, вероятно, 
связано с малой продолжительностью терапии. 

Функциональное состояние сердца. При оценке 
таких гемодинамических показателей, как ДДЛЖ, 
ПДЛЖ и КП, достоверных отличий в исходном со-
стоянии и в течение всего эксперимента выявлено не 
было. Динамика изменения ДДЛЖ в постишемиче-
ском периоде представлена на рисунке 1. В группах 
СД2 и СД2М наблюдалась статистически незна-
чимая тенденция к уменьшению уровня ДДЛЖ 
в ходе реперфузии по сравнению с контрольной 
группой. 

Размер зоны инфаркта. Данные по размеру 
инфаркта в различных группах приведены на ри-
сунке 2. В контрольной группе размер инфаркта 

Рисунок 1. Динамика изменения диастолического давления в левом желудочке

Примечание: К — группа контроля; КМ — группа контроля, получавшая терапию метформином; СД2 — группа живот-
ных с сахарным диабетом тип 2; СД2М — группа животных с сахарным диабетом тип 2, получавших терапию метформином; 
ДДЛЖ — диастолическое давление в левом желудочке.
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Рисунок 2. Размер зоны инфаркта в экспериментальных группах

Примечание: К — группа контроля; КМ — группа контроля, получавшая терапию метформином; СД2 — группа животных 
с сахарным диабетом тип 2; СД2М — группа животных с сахарным диабетом тип 2, получавших терапию метформином. Размер 
инфаркта значительно меньше в группах СД2 и СД2М по сравнению с группами К и КМ.

Рисунок 3. Экспрессия α-АМФК и фосфо-α-АМФК.  
А.Денситометрическая оценка экспрессии фосфо-α-АМФК по отношению к α-АМФК. В. Результа-

ты вестерн-блоттнга α-АМФК и фосфо-α-АМФК.

Примечание: АМФК — АМФ-активируемая протеинкиназа.
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составил 45,0 ± 10,4 %. Введение метформина 
здоровым животным не приводило к уменьшению 
размера инфаркта (55,6 ± 15,8 %). При этом у жи-
вотных с верифицированным СД2 размер инфаркта 
был достоверно меньше, чем в контроле (24,4 ± 
7,6 %, р = 0,00017). Терапия метформином не при-
водила к заметному изменению размера инфаркта 
у животных с СД2 (37,7 ± 8,3 %).

Экспрессия α-АМФК и фосфо-α-АМФК. Уровень 
экспрессии фосфо-α-АМФК в группах КМ, СД2, 
СД2М был значительно выше, чем в контрольной 
группе, а уровень α-АМФК не отличался во всех 
исследуемых группах. Данные представлены на 
рисунке 3. Эти данные позволяют судить об актива-
ции АМФК как при наличии СД2, так при терапии 
метформином, с суммацией эффекта при сочетании 
СД2 и метформина.

Обсуждение 
Результаты данной работы свидетельствуют 

о том, что в использованных дозировке, пути 
введения и длительности терапии метформин 
не оказывал кардиопротективного эффекта как 
при экспериментальном СД2, так и при его от-
сутствии. При этом было выявлено парадок-
сальное повышение устойчивости миокарда к 
ишемическому-реперфузионному повреждению 
при СД2, характерное для МПреК. В более ранних 
исследованиях подобный эффект был доказан 
при СД1 [4].

В данном исследовании была доказана акти-
вация АМФК как под воздействием метформина, 
так и при наличии СД2. Во многих исследованиях 
была подтверждена активация АМФК под влиянием 
метформина [11, 18]. Возможно, данный фермент 
является ключевым в осуществлении основных 
эффектов метформина. 

В физиологических условиях основным стиму-
лом к активации АМФК является повышение соот-
ношения АМФ/АТФ, что свидетельствует в первую 
очередь об энергетическом «голодании» клетки 
[19]. Таким образом, основными факторами для 
активации АМФК в клетке могут служить патологи-
ческие стимулы — гипоксия, оксидативный стресс, 
осмотическое повреждение, недостаток глюкозы, а 
также физиологические — физические упражнения, 
мышечные сокращения и гормоны, включая лептин 
и адипонектин [20, 21]. Рассматриваются различные 
пути активации АМФК метформином. Один из 
предполагаемых вариантов — прямое повышение 
соотношения АМФ/АТФ под влиянием метформи-
на [22]. Также показано, что метформин вызывает 
активацию фосфатидилинозитол-3ОН-киназы, 
функционально сопряженной с протеинкиназой В 

(Akt) [8].
В случае же СД2 в миокарде развиваются ме-

таболические изменения, связанные с нарушением 
доставки и утилизации глюкозы кардиомиоцитами 
[23]. Нарушение доставки глюкозы в кардиомио-
циты происходит вследствие замедления транс-
порта глюкозы через сарколемму, что связано с 
уменьшением количества переносчиков глюкозы 
GLUT-1 и GLUT-4 [13]. Таким образом, энергети-
ческий метаболизм кардиомиоцитов, в норме на 
20–40 % обеспечиваемый расщеплением глюкозы, 
практически полностью переходит на утилизацию 
жирных кислот [24]. Жирные кислоты, а также 
побочные продукты их утилизации, в частности 
цитрат, подавляют гликолиз [25]. Такая ситуация 
автоматически может приводить к повышению 
соотношения АМФ/АТФ. Таким образом, логично 
предположение об активации АМФК в кардиомио-
цитах в условиях СД2, что было подтверждено в 
данном исследовании. Кроме того, АМФК можно 
рассматривать как один из факторов, играющих 
роль в реализации феномена метаболического 
прекондиционирования. Примечательно, что в раз-
личных экспериментальных исследованиях была 
подтверждена активация АМФК при ишемическом 
прекондиционировании. При этом роль АМФК в 
осуществлении защитного эффекта прекондицио-
нирования не до конца понятна. Возможно, эффект 
реализуется через активацию АТФ-зависимых 
калиевых каналов [26, 27]. 

Отсутствие кардиопротективного эффекта при 
системном введении метформина до ишемии может 
быть связано с его недостаточным накоплением в 
миокарде [28].

Таким образом, в данной работе показано, что 
наличие СД2 приводило к активации АМФК и со-
провождалось повышением толерантности миокар-
да к ишемии. При системном введении метформина 
до ишемии не отмечалось достоверного кардиопро-
тективного эффекта, однако было зарегистрировано 
повышение активности АМФК в миокарде. Актив-
ность АМФК увеличивалась в наибольшей степени 
при сочетании СД2 и введения метформина.
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