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Введение

И
сследования последних лет показали, 

что одним из важнейших патогенетических 

факторов сахарного диабета 2 типа (СД2) 

и метаболического синдрома (МС) является окисли-

тельный стресс [25]. При данном состоянии, помимо 

модификации различных молекул свободными ради-

калами, отмечают снижение биодоступности оксида 

азота (NO) [21, 22].

NO является важнейшим медиатором сопровож-

дения множества функций в организме, вклю-

чая процессы вазодилатации, антикоагуляции, 

адгезии лейкоцитов, пролиферации клеток гладкой 

мускулатуры, а также обеспечения антиоксидант-

ных эффектов эндотелия. Синтез оксида азота осу-

ществляется путем окисления L-аргинина с участием 

NO-синтазы (NOS). 

Снижение биодоступности NO может быть обуслов-

лено рядом причин. Супероксид анион радикал спосо-

бен реагировать с NO с образованием пероксинитрита. 

Пероксинитрит – сильнейший оксидант, способный 

изменять функцию различных клеточных фермен-

тов [4], в том числе и эндотелиальной NO-синтазы, 

что дополнительно приводит к снижению образова-

ния NO [16, 28]. Еще одним путем уменьшения об-

разования NO может являться снижение доступности 

тетрагидроптерина (ключевого ко-фактора для NOS), 

что наблюдается при окислительном стрессе. В таких 

условиях NO-синтаза в основном продуцирует супер-

оксид анион радикал, а не NO [8]. Увеличение актив-

ных форм кислорода усиливает образование продуктов 

перекисного окисления липидов, которые негативно 

влияют на лиганд-опосредованную активацию эндо-

телиальной NOS, при этом понижается уровень NO 

в различных тканях [15, 23]. 

В связи с большими методологическими труд-

ностями прямого измерения концентрации NO 

в организме, многие исследователи оценивают уро-

вень стабильных продуктов его окисления в орга-

низме – нитритов и нитратов [14]. Данные параметры 

отражают эндогенный синтез NO у человека и млеко-

питающих [12]. Наиболее подходящим параметром для 

оценки изменений синтеза NO при различных фарма-

кологических воздействиях является уровень нитрита 

в плазме. Это связано с тем, что в биологических жид-

костях NO специфически окисляется до нитрита [7]. 

При прямом взаимодействии NO с гемоглобином об-

разуется метгемоглобин.

Целью данной работы являлась оценка уровня ни-

тритов в плазме и метгемоглобина в цельной крови 

методом электронного парамагнитного резонанса 

(ЭПР), используя спиновую дитикарбаматную ло-

вушку (МДГ), у пациентов с сахарным диабетом 2 типа 

до и на фоне лечения метформином. 

Влияние метформина на биодоступность оксида 
азота у пациентов с сахарным диабетом 2 типа
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Resume. The aim of our study was to evaluate the levels of nitrite in plasma and methemoglobin in whole blood using electron paramag-

netic resonance (EPR) in patients with type 2 diabetes mellitus receiving metformin. After 3 months of continuous use of the drug at a 

dose of 1700 mg in parallel with the improvement of carbohydrate and lipid metabolism, reduction in waist circumference there was a 

statistically significant increase in nitrite concentration in plasma and increased methemoglobin in whole blood. Increased bioavailability 

of nitric oxide during treatment with metformin may be an additional explanation for the mechanism of drug action. Keywords: bioavail-
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Материалы и методы
Данное исследование выполнено на базе 1-го от-

деления эндокринологии клинической больницы №2 

Первого Московского государственного медицинс-

кого университета им И.М. Сеченова и Окружного 

эндокринологического поликлинического отделения 

ЮВАО г. Москвы. Для проведения исследования была 

сформирована группа из 43 пациентов (31 женщина 

и 12 мужчин). У всех пациентов был диагностирован 

СД2 в сочетании с абдоминальным ожирением, 60% 

имели артериальную гипертензию, у 58% отмечалось 

повышение холестерина, триглицеридов, снижение 

липопротеинов высокой плотности. В целом, все паци-

енты соответствовали критериям МС, предложенным 

в 2005 г. Международной диабетической федерацией 

(IDF) [3]. Средний возраст составил 54,5±5,7 лет. 

Основными критериями исключения из исследования 

являлись нарушение функции почек (клиренс креати-

нина менее 60 мл/мин), нарушение функции печени, 

острые и хронические заболевания, которые могут 

приводить к развитию тканевой гипоксии (сердечная 

и дыхательная недостаточность), хронический алкого-

лизм, постоянный прием препаратов из группы орга-

нических нитратов.

Исследование продолжалось в течение 15 недель 

(2 недели – обследование и обучение в школе для боль-

ных с СД2, 13 недель – лечение и динамическое об-

следование). За время исследования пациентами было 

сделано 6 визитов. Первый визит – стартовый, второй 

через 2, третий – через 3, четвертый визит – через 5, 

пятый – через 9, шестой – через 13 недель после на-

чала наблюдения. На втором визите пациентам была 

рекомендована терапия метформином в дозе 850 мг 

в вечерний прием пищи, на третьем визите доза 

метформина увеличивалась до 1700 мг в сутки, при 

условии удовлетворительной переносимости пре-

парата. При необходимости назначалась гипотен-

зивная терапия для достижения целевых значений 

АД ниже 130/80 мм рт. ст. Рекомендованные препа-

раты не относились к группе органических нитратов. 

Гиполипидемическая терапия не назначалась. 

На каждом визите проводился физикальный ос-

мотр, оценивались антропометрические показатели 

(масса тела, индекс массы тела (ИМТ) кг/м2), окруж-

ность талии (ОТ), измерялось АД. За период наблю-

дения из исследования выбыли 11 человек в связи 

с прекращением приема метформина или низкой 

комплаентнос тью. Лабораторные исследования про-

водились между первым и вторым визитами и после 

окончания срока наблюдения. В венозной сыворотке 

анализировался уровень гликированного гемоглобина 

(HbA
1c

) (определяли с помощью прибора D10 (Bio – 

Rad)), холестерин (прибор Architec c 8000 (Abbot), 

США), триглицериды (прибор Architec c 8000 (Abbot), 

США), ЛВП (прибор Architec c 8000 (Abbot), США), 

ЛПНП (расчет по формуле Фридвальда). 

Молекула NO является радикалом, то есть имеет 

неспаренный электрон, что делает удобным приме-

нение метода ЭПР для ее регистрации с помощью 

липидо- и водорастворимых спиновых ловушек [1]. 

В качестве последних используют дитиокарбоматы 

и сульфат железа (2+). Парамагнитный мононитро-

зильный комплекс (МНИК) N-метил-D-глюкозамин 

дитиокарбомат (МГД) железа имеет характерный ЭПР 

сигнал со значениями g-фактора: g
1
=2,035 и g

2
=2,02. 

Данный способ использован нами для восстановления 

нитритов в сыворотке при слабокислых значениях рН 

до NO в присутствии ловушки с образованием МНИК 

МГД – Fe–NO. До измерений быстрозамороженная 

(15–25 секунд – время замораживания в жидком азоте) 

сыворотка человека хранится при 77К. К 0,5–1 мл сы-

воротки добавляли цистеин (20 мМ), МГД (10 мМ) 

сульфат железа, Hepes-буфер (15 мМ) и доводили рН 

до 6.0 соляной кислотой. Через 5 минут отбирали часть 

образца для замораживания и записи ЭПР спектров 

при 77К и при 20 С. К оставшейся пробе добавляли 

известное количество нитрита 2–20 мкМ в качестве 

внутреннего стандарта. Методом двойного интегриро-

вания оценивали концентрацию нитрита в сыворотке 

крови. В качестве стандарта сравнения использовали 

приготовленный МНИК МГД – Fe–NO с известным 

количеством железа, обработанного в вакууме в колбе 

Тунберга газообразным NO. Условия записи спектров 

ЭПР на приборе ECS-106 фирмы Брукер (Германия): 

резонатор ТЕ-102, Н=336 мТ, развертка поля 20 мТ, 

Р-мощность СВЧ источника 20 мВт, усиление 105, 

амплитуда модуляции 0,5 мТ, τ=0,163 с, Х-диапазон 

(рис. 1).

Обработка результатов проводилась на персональ-

ном компьютере с использованием программы Excel 

2003. Оценка значимости разности выборочных ста-

тистик сравниваемых выборок относительно стандарт-

ной ошибки этой разности осуществлялась с помощью 

критерия Стьюдента. Достоверным считалось дости-

жение уровня значимости (р) менее 0,05. 

Результаты обследования и обсуждение 
Все пациенты, вошедшие в наше исследование, со-

ответствовали критериям метаболического синдрома 

по классификации IDF от 2005 г. [3]. Исходно у всех 

Рис. 1. Спектры ЭПР комплекса (МГД) 2-Fe-NO пациентов 
после 3-месячной терапии метформином.

Спектр 8 – пациент П., спектр 10 – пациент Р., спектр 14 – пациент О.

g=2,04

↓

330

77 K 1 Scan

340 mT

N 8

N 10

N14
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больных отмечались неудовлетворительные показа-

тели углеводного обмена.

Через 12 недель после назначения метформина 

мы получили улучшение показателей углеводного 

обмена у всех пациентов, взятых под наблюдение 

(табл. 1). 

До начала исследования у 84,3% пациентов уровень 

гликированного гемоглобина превышал 7,0%, 15,7% 

имели значение менее 7,0%, однако это значение было 

более 6,5%. По окончании исследования у 68,5% зна-

чения гликированного гемоглобина регистрировались 

ниже 7,0%, у 31,5% превышали 7,0%, однако отмеча-

лось снижение этого показателя (рис. 2). 

При анализе антропометрических параметров об-

наружено снижение ОТ и ИМТ, однако статистичес ки 

значимых отличий не найдено. При исследовании 

параметров липидного спектра также не обнаружено 

достоверных различий в результатах (табл. 1). При со-

поставлении уровней холестерина, триглицеридов 

до и после лечения отмечается тенденция к их сниже-

нию: 6,27±0,74; 6,0±0,67 и 1,93±0,46; 1,75±0,34 соот-

ветственно. 

При измерении уровня нитрита методом ЭПР 

до момента назначения метформина нами получены 

низкие его концентрации или полное отсутствие у не-

которых пациентов (M=0,1 мкмоль/л). По истечении 

срока наблюдения в сыворотке пациентов было от-

мечено статистически значимое увеличение концен-

трации нитритов (р<0,05) и незначимое увеличение 

метгемоглобина (р>0,05) (рис. 3, 4, 5, табл. 1).

Концентрация нитритов в плазме в норме до-

стигает значения 0,3–3 мкмоль/л, нитратов – 

30–60 мкмоль/л [24]. Содержание нитритов в плазме 

крови человека незначительно и находится на уровне 

чувствительности основного применяемого метода – 

метода Грисса. Поэтому, как правило, проводятся ис-

следования с учетом предположения о том, что сумма 

нитратов и нитритов адекватно отражает биохимичес-

кие процессы. Для этого нитраты восстанавливают 

до нитритов и методом Грисса оценивают их значения. 

В литературе имеются экспериментальные и кли-

нические данные, свидетельствующие о том, что раз-

личные компоненты МС (гипергликемия, повышение 

холестерина и триглицеридов, АД и увеличение ОТ) 

влияют на концентрации метаболитов NO [2, 13].

Процесс метаболизирования NO в организме чело-

века и животных можно разделить на три составляю-

щих. Первое – управляемое окисление NO на гемовых 

группах белков (как правило, гемоглобине и миогло-

бине) до нитрата (NO
3

-) при достаточном количестве 

глутатиона. Второе – прямое окисление NO, раство-

Для n=32, t0,05=2,04

Рис. 2. Динамика значений уровня гликированного гемоглобина 
у пациентов до и на фоне лечения метформином

15,70%

84,30%

32,50%

68,50%

<7

>7

Рис. 3. Концентрации нитрита в плазме крови пациентов
до и после лечения метформином
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Рис. 4. Спектры ЭПР замороженной цельной крови пациентов
до и после лечения метформином. Спектры 1 и 2 – пациент Р.,

спектры 3 и 4 – пациент О., спектры 5 и 6 – пациент П.
Спектры 1, 3, 5 до терапии метформином;

спектры 2, 4, 6 после терапии метформином

g=6,00↓
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Таблица 1

Изменение антропометрических показателей,
параметров углеводного, липидного обмена, обмена NO

на фоне лечения 3-месячного лечения метформином

Параметры До лечения 
(M±STD)

На фоне 
лечения 
(M±STD)

t-критерий р

ИМТ 33,04±3,42 31,37±2,94 0,47 р>0,05

ОТ, см 106,71±6,96 101,87±4,92 0,56 р>0,05

HbA1c, % 7,39±0,42 6,7±0,43 1,16 р>0,05

Общий холестерин, ммоль/л 6,27±0,74 6,0±0,67 0,27 р>0,05

Триглицериды, ммоль/л 1,93±0,46 1,75±0,34 0,56 р>0,05

ЛПВП, ммоль/л 0,94±0,19 1,02±0,14 0,36 р>0,05

ЛПНП, ммоль/л 3,18±0,6 2,91±0,51 0,34 р>0,05

Нитрит (плазма), мкмоль/дл 0,1±0,19 0,62±0,14 2,36 р<0,05
Метгемоглобин (плазма), 
мкмоль/л 0,98±0,26 2,22±0,69 1,68 р>0,05
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ренного в биологических жидкостях кислородом, 

до нитрита (NO
2

-). Третий путь включает этап образо-

вания из NO и супероксид анион радикала (O2-.) пе-

роксинитрита [10]. В настоящее время установлено, 

что O
2

- – продукт, характеризующий интенсивность 

протекания окислительного стресса в организме [27]. 

При физиологических значениях рН пероксинитрит 

распадается с образованием как нитритов, так и ни-

тратов. 

Многочисленные литературные данные указывают 

на участие NO в утилизации глюкозы и реализации 

проведения сигнала инсулина. Различные изоформы 

NO-синтаз (в частности нейрональная – NOS и эндо-

телиальная – NOS) найдены в скелетных мышцах [11]. 

В экспериментах показано, что блокада этих фермен-

тов приводит к уменьшению накопления гликогена 

в мышцах под действием инсулина у грызунов [20]. 

Экспериментальные модели мышей, имеющие гене-

тический дефект NOS, имеют весь набор изменений, 

присущий МС [6]. Растворимый донор NO – нитро-

пруссид – оказывает стимулирующее действие на по-

глощение глюкозы икроножной мышцей у пациентов 

с СД2 [9]. Механизм действия метформина во многом 

обусловлен его влиянием на фермент аденозинмоно-

фосфат-активированную протеинкиназу (АМПК), 

который, согласно ряду работ, может фосфорили-

ровать NOS, приводя к ее активации и увеличению 

поглощения глюкозы клетками [5]. В недавно прове-

денной экспериментальной работе на мышах показана 

возможность прямого образования NO из метфор-

мина [19]. 

До начала терапии метформином в сыворотке па-

циентов мы наблюдали низкий уровень нитритов 

(рис. 3). Это может быть обусловлено, во-первых, не-

достатком непосредственного субстрата NO-синтаз – 

аргинина [18], во-вторых – недостатком ко-фактора 

NO-синтаз – тетрагидробиоптерина, в результате чего 

NO-синтаза опосредует только синтез супероксид 

анион радикала [17]. 

После курса терапии метформином мы наблюдали 

статистически значимое увеличение нитритов в плазме 

и повышение метгемоглобина в цельной крови паци-

ентов. Наряду с этим, у пациентов наблюдалось улуч-

шение показателей углеводного, липидного обмена, 

уменьшение ОТ. Сходная динамика показателей по-

лучена в аналогичных исследованиях с применением 

метформина [26]. 

Окислительный стресс, являющийся одним из важ-

нейших патогенетических факторов СД2, сопро-

вождается снижением уровня восстановительных 

эквивалентов: цистеина, глутатиона, аскорбиновой 

кислоты и некоторых других антиоксидантов [25] 

Зарегистрированное нами увеличение уровня метге-

моглобина (рис. 4, 5) дополнительно свидетельствует 

о повышении продукции NO в организме, однако 

процесс превращения метгемоглобина (Fe3+) до гемо-

глобина (Fe2+) затруднен, так как протекает на фоне 

недостатка редокс-агентов (цистеина и глутатиона). 

Выводы
1. У пациентов с сахарным диабетом 2 типа через 3 ме-

сяца после назначения метформина в дозе 1700 мг 

в сутки наряду с улучшением показателей углевод-

ного, липидного обменов и снижением ОТ наблю-

дается статистически значимое повышение уровня 

нитрита в сыворотке, а также повышение метгемо-

глобина в цельной крови.

2. Положительное влияние метформина на биодоступ-

ность оксида азота может являться одним из объяс-

нений механизма его действия. 

Рис. 5. Динамика изменения концентрации метгемоглобина в крови 
пациентов до и после лечения метформином
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