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Работа выполнена на биопсийном материале сердца пациентов с диагнозом хроническая ише-
мическая болезнь сердца (ИБС) и больных ИБС, сочетанной с сахарным диабетом 2 типа. 
Показано, что в миокарде пациентов с ИБС активность ферментов сукцинатдегидрогеназы 
(СДГ) и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) была выше, чем у пациентов с сочетанной патологией. В 
обеих группах были пациенты как с «высоким», так и с «низким» содержанием белка SERCA2a. 
Кроме того, инотропная реакция миокарда пациентов в каждой группе также разделилась на 2 
подгруппы. Высокое содержание SERCA2a соответствовало положительной динамике зависи-
мости интервал-сила, а низкое – отрицательной динамике зависимости интервал-сила. Сделано 
заключение, что при сочетанном развитии ИБС и СД контрактильный резерв миокарда обеспе-
чивается как направленной перестройкой энергетического метаболизма, так и сохранением более 
высокого уровня SERCA2a. Разная степень интенсивности экспрессии SERCA2a СР может быть 
связана с генетическим полиморфизмом.
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INFLUENCE OF DIABETES MELLITUS ON THE ACTIVITY  
OF METABOLIC ENZYMES AND SERCA2A EXPRESSION IN CARDIOMIOCYTES  

AND ITS RELATION WITH INOTROPIC REACTIONS OF THE MYOCARDIUM  
OF PATIENTS WITH CORONARY HEART DISEASE
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The work was performed on the biopsy material of the heart with chronic coronary heart disease 
(CHD), and patients with CHD combined with type 2 diabetes mellitus. It was shown that the activ-
ity of succinate dehydrogenase (LDH) enzymes in the myocardium of patients with CHD was higher 
than in patients with combined pathology. Both groups had patients with both “high” and “low” 
SERCA2a protein. In addition, the inotropic myocardial response of patients in each group also divid-
ed into 2 subgroups. At the same time, the “high content” of the SERCA2a protein corresponded to the 
positive dynamics of the force-interval relationship, and the “low content” of the protein studied cor-
responded to the negative dynamics of the force-interval relationship (mechanical restitution). At the 
combined development of CHD and diabetes mellitus with a short duration of the disease, the positive 
dynamics of the force-interval relationship is more pronounced and corresponds to a higher level of 
SERCA2a expression than in the development of CHD only.

Keywords: dependence of force-interval, SERCA2a, coronary heart disease, type 2 diabetes mellitus, 
lactate dehydrogenase, succinate dehydrogenase, mitochondrial respiration.
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Введение
В настоящее время увеличилась частота 

сочетанного развития ишемической болезни 
сердца (ИБС) и сахарного диабета (СД). Сахар-
ный диабет вносит существенный вклад в разви-
тие расстройств энергетического метаболизма в 
миокарде [1, 2]. Это ведёт к усугублению нару-
шения процесса электромеханического сопря-
жения в кардиомиоцитах [3]. Хорошо известно, 
что обратный захват ионов кальция во время 
диастолы осуществляется благодаря функцио-
нированию Са2+-АТФ-азы (SERCA2a) сарко-
плазматического ретикулума (СР). Эффектив-
ность работы этого белка во многом определя-
ется доступностью энергетических субстратов 
[3]. Опубликованы данные о снижении экспрес-
сии и/или активности Са2+-АТФ-азы СР как 
при ишемичес-кой болезни сердца [4, 5], так и 
при сахарном диабете [6, 7]. Однако явно недо-
статочно данных о сопряжении энергетического 
метаболизма и уровня Са2+-транспортирующих 
белков с функциональной состоятельностью 
кардиомиоцитов при сочетанном развитии ИБС 
и сахарного диабета. 

Целью работы было изучить активность 
ферментов, участвующих в энергообеспечении 
миокарда, уровень экспрессии Са2+-АТФ-азы 
СР и оценить их связь с зависимостью интервал 
–сила миокарда человека при ИБС, сочетанной 
с сахарным диабетом 2 типа. 

Материалы и методы 
Работа одобрена Комитетом по биомеди-

цинской этике НИИ кардиологии и проведена 
в соответствии с Хельсинской декларацией 
(1989). Все пациенты дали информированное 
согласие на проведение исследования. Сформи-
ровано 2 группы пациентов. В 1 группу вклю-
чены 13 пациентов с диагнозом хроническая 
ишемическая болезнь сердца (ИБС), стенокар-
дия напряжения III-IV класса по NYHA. Во 2 
группу включили 23 пациента с ИБС (стенокар-
дия напряжения III-IV класса по NYHA), ассо-
циированной с сахарным диабетом 2 типа (СД2). 
Длительность заболевания СД2 составляла на 
момент исследования 1-3 года, а значение гли-
кированного гемоглобина (HbA1C) составляло 
7,6%. Фракция выброса левого желудочка всей 
когорты пациентов была 49,0±17,3%, а средний 
возраст составлял 50,6±2,4 лет. Пациенты обеих 
групп получали оптимально подобранную тера-
пию, а пациенты 2-й группы дополнительно 
наблюдались у эндокринолога. 

В работе использовали биопсийный мате-
риал сердца (фрагмент ушка правого пред-
сердия), который иссекали при подключении 
аппарата искусственного кровообращения во 
время плановых операций коронарного шунти-
рования. Из каждого фрагмента выделяли по 2 
трабекулы с поперечным сечением 0,5 – 0,7 мм 
и длиной 5 мм, а остальная часть была исполь-
зована для биохимических и гистохимических 
исследований. Подготовленную мышцу поме-
щали в термостабилизированную (36°С) про-
точную камеру (1 мл) (Scientific Instruments 
GmbH, Германия). Суперфузию мышц осу-
ществляли раствором Кребса-Хензеляйта 
оксигенированным карбогеном (О2 – 95%, 
СО2 – 5%). Сократительную активность мышц 
регистрировали в изометрическом режиме, 
используя датчик Force transducer (Scientific 
Instruments GmbH, Германия). Оценивали 
напряжение, развиваемое мышцей в пересчете 
на площадь поперечного сечения мышцы (мН/
мм2). Стимуляцию мышц проводили электри-
ческими импульсами прямоугольной формы 
длительностью 5 мс с частотой 0,5 Гц. Перед 
началом исследования мышцы адаптировали к 
условиям перфузии в течение 60 мин. Кривые 
одиночного цикла сокращение-расслабление 
мышц записывали и обрабатывали при помощи 
программы “MUSCLEDATA” (Scientific 
Instruments GmbH,  Германия). 

Исследовали инотропную реакцию изо-
лированного миокарда при выполнении теста 
«Post-rest». Этот тест позволяет оценить спо-
собность СР аккумулировать ионы кальция [8]. 
Для выполнения теста, на 4-60 секунд (периоды 
покоя) прекращали электрическую стимуля-
цию мышц [8]. Cтроили кривую механической 
реституции как зависимость между амплитудой 
первого после периода покоя сокращения и дли-
тельностью этих периодов. 

Определение уровня экспрессии Са2+-АТФ-
азы СР (SERCA2a) проводили методом иммуно-
блоттинга. Белки разделяли в ПААГ и перено-
сили на нитроцеллюлозную мембрану (Sigma), 
с последующей инкубацией с первичными моно-
клональными антителами специфичными к 
белку SERCA2a (Sigma) и вторичными антите-
лами, конъюгированными с пероксидазой хрена 
(Sigma). Для детекции белков использовали 
BCIP/NBT (Sigma). Количество общего белка в 
образце определяли в ультрафиолетовом свете 
(280 нм) на спектрофотометре (NanoVueTM, 
Thermo Fisher Scientific, Финляндия). 
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Гистохимические исследования выпол-
няли на срезах толщиной 10 мкм, полученных 
на криостате. Количественную оценку активно-
сти ферментов сукцинатдегидрогеназы (СДГ), 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ) производили на 
микроскопе Axioskop 40 (Zeiss, Германия) в про-
ходящем свете с длиной волны 546 нм [9]. Опти-
ческую плотность измеряли не менее чем в 50 
кардиомиоцитах каждого среза. 

Результаты представлены как M±SEM и Me 
(25-й процентиль; 75-й процентиль). Для выяв-
ления в группах однородных данных использо-
вали метод кластерного анализа. Достоверность 
различий оценивали по непараметрическому 
критерию U Манна-Уитни.

Результаты исследований и их обсуждение
Определение активности метаболических 

ферментов показало, что ключевой фермент 
гликолиза ЛДГ был в 3 раза активнее (p<0.05) 
в миокарде пациентов 1 группы (рис.1). Актив-
ность СДГ (основной фермент аэробного син-
теза АТФ цикла Кребса), также была выше в 
биоптатах 1 группы (в 1,8 раза, p<0.05). Это 
согласуется с представлениями о том, что при 
ишемических воздействиях в кардиомиоцитах 
повышается уровень гликолитического энерго-
образования, а СД, наоборот, подавляет окисле-
ние углеводов [10]. 

При оценке содержания SERCA2a в обеих 
группах были обнаружены пациенты с высоким 
и низким уровнем этого белка. Методом кластер-
ного анализа мы выявили подгруппы пациентов с 
условно «высоким содержанием», и условно «низ-
ким содержанием» SERCA2a (рис.2). В 1 группе 
«высокое содержание» SERCA2a (15,32±1,2 ед/
мг белка) было выявлено у 7 пациентов, а «низ-

кое содержание» (4,53±1,01 ед/мг белка) у 6 
пациентов. Во 2-й группе «высокое содержание» 
(20,87±2,22 ед/мг белка) обнаружено у 11 пациен-
тов, а у остальных «низкое содержание» SERCA2a 
(7,05± 0,92 ед/мг белка).

При рассмотрении подгрупп пациентов с 
«высоким содержанием» SERCA2a оказалось, 
что в миокарде пациентов 1 группы содержа-
ние SERCA2a определялось на 27% (р<0,05) 
меньше, чем у пациентов 2 группы (рис. 2). В 
подгруппе пациентов с «низким содержанием» 
SERCA2a мы не выявили значимой разницы, но 
имелась тенденция к более высокому содержа-
нию SERCA2a у пациентов 2 группы.

Известно, что в диастолу SERCA2a осущест-
вляет обратный захват Са2+ в СР кардиомиоци-
тов. Благодаря преобладанию работы SERCA2a 
СР над Na+-Ca2+-обменником сарколеммы в 
интактном миокарде реализуется потенцирую-
щий эффект теста «Post-rest» [6]. Мы обнару-
жили, что и в 1-й и во 2-й группах, реакция на 
тест «Post-rest» может быть 2-х типов (рис.3). 
Первый тип (I тип) инотропной реакции харак-
теризовался тем, что инотропная реакция в ответ 
на периоды покоя либо оставалась на уровне 
базовых сокращений (1 группа пациентов), либо 
превышал их (2-я группа пациентов). При вто-
ром типе (II тип) инотропной реакции, с увели-
чением длительности периодов покоя, ампли-
туда сокращений значительно снижалась отно-
сительно базовых сокращений. При этом I тип 
инотропного ответа наблюдался у пациентов с 
высоким уровнем SERCA2a, а II тип – с низким 
содержанием белка.

Поскольку в наших исследованиях I-й тип 
инотропной реакции на тест «Post-rest» коррели-
ровал с более высоким содержанием SERCA2a, 

Рис. 1. Активность ферментов лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и 
сукцинатдегидрогеназы (СДГ) в миокарде пациентов с ИБС и 
больных ИБС, ассоциированной с СД2. 
Примечание: *р<0,05 – достоверность различий между груп-
пами.

Рис. 2. Уровень SERCA2a кардиомиоцитов пациентов с ИБС и 
больных ИБС, ассоциированной с СД2
Примечание: * р<0,05 – достоверность различий между 
группами, # р<0,05 – достоверность различий между под-
группами.
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можно предположить, что кардиомиоциты 
этих пациентов имеют большую функциональ-
ную состоятельность Са2+-транспортирующих 
систем СР. Видимо, выявленное нами более 
высокое содержание SERCA2a позволяет, 
во время периода покоя, ресеквестрировать 
обратно в СР большее количество Са2+.

Проявление II-го типа инотропной реакции 
при выполнении теста «Post-rest» свидетель-
ствует об угнетении обратного захвата Са2+ 
в СР и об истощении этого внутриклеточного 
депо Са2+ во время покоя. Последнее обсто-
ятельство может быть обусловлено и наруше-
нием функций рианодиновых рецепторов СР 
[11]. Сочетанная дисфункция SERCA2a и риа-
нодиновых рецепторов СР представляется наи-
более неблагоприятным состоянием. Вероятно, 
именно оно наблюдается при II типе инотроп-
ной реакции миокарда на тест «Post-rest». 

Известно, что SERCA2a является энергоза-
висимым ферментом [12]. По этой причине, его 
эффективность определяет и количество фер-
мента, и доступность энергетического субстрата. 
Результаты оценки активности ключевых фер-
ментов энергообразования указывают на то, что 
сочетанное развитие ИБС и СД характеризу-
ется снижением активности процессов глико-
лиза и цикла Кребса, что согласуется с данными 
литературы [10]. Однако, по нашим данным, 
у пациентов с сочетанной патологией наблю-
дается явное преобладание функционального 
резерва систем, сопряженных с СР. Исходя из 
полученных данных можно предположить, что 
контрактильный резерв миокарда пациентов 
с сочетанной патологией сохраняется в боль-
шей степени благодаря более интенсивной экс-
прессии SERCA2a. Возможно, функциональ-

Рис. 3. Механическая реституция мышечных полосок миокарда 
пациентов с I и II типом инотропной реакции
Примечание: * р<0,05 – достоверность различий между груп-
пами, # р<0,05 – достоверность различий между типами реак-
ций.

ная активность этого белка обеспечивается бла-
годаря энергии, синтезируемой в результате 
сохранения активности окислительного фосфо-
рилирования в митохондриях. Это предположе-
ние не противоречит ранее полученным данным 
об активности дыхания митохондрий при экспе-
риментальном ПИКС и сочетанном моделиро-
вании ПИКС и СД [13, 14]. 

Таким образом, на основании полученных 
данных можно заключить, что даже при соче-
танном развитии ИБС и СД контрактильный 
резерв миокарда обеспечивается как направ-
ленной перестройкой энергетического мета-
болизма, так и сохранением более высокого 
уровня SERCA2a. Разная степень интенсивно-
сти экспрессии SERCA2a СР может быть свя-
зана с генетическим полиморфизмом. 

Исследование поддержано Российским 
фондом фундаментальных исследований (про-
ект № 17-04-01450).
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