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Модифицирующее действие метформина 
на цитогенетические эффекты доксорубицина 
и циклофосфамида у мышей
А.К. Жанатаев, А.В. Кулакова, А.Д. Дурнев
Научно-исследовательский институт фармакологии им. В.В. Закусова, Москва, Россия

Актуальность. Причинно-следственная связь между мутагенезом и канцерогенезом хорошо известна. Отсю-
да широкий интерес к исследованию мутаген-модифицирующих эффектов природных и синтетических соединений. 
Особое внимание привлекают широко распространенные соединения. Одно из них, метформин, масштабно применя-
ется как гипогликемический препарат. 

Цель — оценка влияния метформина на цитогенетические эффекты доксорубицина и циклофосфамида в клетках 
костного мозга мышей.

Материалы и методы. Использованы самцы мышей-гибридов F1 CBAхC57Bl/6. Циклофосфамид (20 мг/кг) 
или доксорубицин (10 мг/кг) вводили внутрибрюшинно, метформин — перорально однократно или в течение четырех 
последовательных дней. Последнее введение метформина сочетали с введением мутагена. Цитогенетические пре-
параты клеток костного мозга готовили через 18 ч после введения метформина и через 24 ч после его сочетанного 
введения с мутагенами. Анализ хромосомных аберраций выполняли в соответствии с общепринятыми правилами.

Результаты. Метформин per se не проявил цитогенетической активности в дозах 500, 1000 и 2000 мг/кг.
В дозе 500 мг/кг, но не 100 или 250 мг/кг, метформин уменьшал цитогенетические эффекты доксорубицина. Метфор-
мин, вводимый однократно и в течение четырех дней в дозах 100, 250 и 500 мг/кг или однократно в дозах 10 и 20 мг/кг,
в 2–3 раза увеличивал количество метафаз с аберрациями хромосом, индуцируемых циклофосфамидом. В дозах 
2,5 и 5 мг/кг метформин не оказывал модифицирующего действия на эффект мутагена.

Заключение. Метформин ослабляет цитогенетические эффекты доксорубицина и усиливает цитогенетическую 
активность циклофосфамида в клетках костного мозга мышей. Это позволяет заключить, что метформин обладает 
мутаген-модифицирующими свойствами.

Ключевые слова: метформин; доксорубицин; циклофосфамид; мыши; хромосомные повреждения; антимутагенность; 
комутагенность.
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Modifying action of metformin on the cytogenetic
effects of doxorubicin and cyclophosphamide in mice
Aliy K. Zhanataev, Alla V. Kulakova, Andrey D. Durnev
Research Zakusov Institute of Pharmacology, Moscow, Russia

BACKGROUND: The causal relationship between mutagenesis and carcinogenesis is well known. Hence the wide in-
terest in the study of the mutagen-modifying effects of natural and synthetic compounds. Particular attention is drawn to 
widespread compounds. One of them, metformin, is widely used as a hypoglycemic drug. 

AIM: evaluation of the influence of metformin on the cytogenetic effects of doxorubicin and cyclophosphamide in mouse 
bone marrow cells.

MATERIALS AND METHODS: Male F1 CBAxC57Bl/6 hybrid mice were used. Cyclophosphamide (20 mg/kg) or doxorubi-
cin (10 mg/kg) was administered intraperitoneally, metformin was given orally once or for 4 consecutive days. The latter 
administration of metformin was combined with mutagen administration. Cytogenetic preparations of bone marrow cells 
were prepared 18 hours after metformin administration and 24 hours after its combined administration with mutagens. 
Chromosomal aberrations were analyzed according to accepted protocols.

RESULTS: Metformin per se showed no cytogenetic activity at doses of 500, 1000, and 2000 mg/kg. At a dose of 500 mg/kg,
but not 100 or 250 mg/kg, metformin reduced the cytogenetic effects of doxorubicin. Metformin administered once and for 
4 days at doses of 100, 250, and 500 mg/kg or once at doses of 10 and 20 mg/kg increased the number of metaphases with 
chromosome aberrations induced by cyclophosphamide by a factor of 2 to 3. At doses of 2.5 and 5 mg/kg, metformin had 
no modifying effect on the mutagen effect.

CONCLUSION: Metformin attenuates the cytogenetic effects of doxorubicin and enhances the cytogenetic activity of cy-
clophosphamide in mouse bone marrow cells. This allows us to conclude that metformin has mutagen-modifying properties.

Keywords: metformin; doxorubicin; cyclophosphamide; mice; chromosomal damage; antimutagenicity; comutagenicity.
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АКТУАЛЬНОСТЬ
Метформин широко применяется для лечения са-

харного диабета 2-го типа [1], которым страдают в мире 
около 500 млн человек с тенденцией к дальнейшему 
увеличению [2, 3]. Помимо гипогликемической активно-
сти у метформина выявлена способность к профилактике 
патологий, сопутствующих диабету 2-го типа: сердечно-
сосудистых и нейродегенеративных заболеваний, ожи-
рения, рака, старения. Их возникновение и/или развитие 
часто связывают с генотоксическими воздействиями
[1, 4–6]. Обосновано мнение, что даже на фоне появле-
ния новых эффективных гипогликемических средств мет-
формин сохранит ведущие позиции в лечении сахарного 
диабета 2-го типа и предупреждении сопутствующих за-
болеваний [4].

Ранее показано, что метформин способен снижать 
генотоксические эффекты, возникающие при моделиро-
вании сахарного диабета у животных [7, 8], и индукцию 
микроядер под действием адриамицина у мышей [9] 
и цис платина у крыс [10].

Известные позитивные эффекты метформина при ле-
чении и профилактике рака, этиология, патогенез и лече-
ние которого тесно связаны с генотоксическими события-
ми, широко обсуждаются в литературе [5, 6] и могут быть 
обусловлены его возможными мутаген-модифицирующи-
ми свойствами. Отсюда, с учетом масштабов применения 
метформина, закономерен интерес к исследованиям его 
взаимодействий с мутагенными противоопухолевыми ле-
карствами.

В развитие исследований по мутаген-модифициру-
ющему действию метформина in vivo целью настоящей 
работы явилась оценка его влияния на цитогенетические 
эффекты доксорубицина и циклофосфамида в клетках 
костного мозга мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты выполнены на самцах мышей-гибридов 

F1 CBAхC57Bl/6 массой 20–22 г, в возрасте 8–9 нед., полу-

ченных из питомника «Столбовая» ФГБУН «Научный центр 

биомедицинских технологий Федерального медико-био-

логического агентства» России.

Животные содержались в условиях вивария ФГБНУ 

«НИИ фармакологии им. В.В. Закусова», при 12-часо-

вом световом режиме, при свободном доступе к воде 

и стандартному полнорационному гранулировано-экстру-

дированному комбикорму для грызунов «Профгрызун» 

(Россия). Условия содержания животных и дизайн экспе-

риментальных исследований были одобрены биоэтической 

комиссией ФГБНУ «НИИ фармакологии им. В.В. Закусова»

и соответствовали ГОСТу 33215-2014 [11] «Правила обору-

дования помещений и организация процедур при работе 

с лабораторными животными», а также международным 

правилам, определенным Директивой 2010/63/EU Ев-

ропейского парламента и Совета Европейского союза 

(16 августа 2020 г.) по охране животных, используемых 

в научных целях [12].

В работе использовались метформин (Тева, Россия), 

циклофосфамид (Sigma-Aldrich или Cayman Chemical, 

США), доксорубицин (Лэнс-Фарм, Россия). Метформин 

вводили внутрижелудочно в виде суспензии в 10 % рас-

творе диметилацетамида. Циклофосфамид, являющий-

ся непрямым мутагеном алкилирующего действия [6], 

и доксорубицин, сочетающий интеркалирующее и проок-

сидантное действие [6], вводили внутрибрюшинно в виде 

водного раствора. Контрольным животным вводили перо-

рально 10 % раствор диметилацетамида. Во всех случаях 

объем введения не превышал 0,2 мл.

Оценку цитогенетической активности метформина вы-

полняли в соответствии с требованиями OECD TG475 [13]. 

Для этого препарат вводили в дозах 500, 1000 и 2000 мг/кг

однократно с эвтаназией животных через 18 ч после вве-

дения.

При исследовании мутаген-модифицирующего дей-

ствия метформин в широком диапазоне доз вводили 

однократно или четырехкратно (предобработка), сочетая 

последнее введение с инъекцией мутагена. Выбор доз 

мутагенов основывался на собственном опыте предше-

ствующих исследований [6], выбор доз метформина — на 

основании литературных данных [7–10]. Забой животных 

осуществляли через 24 ч после последнего введения.

Цитогенетические препараты костного мозга бедренных ко-

стей готовили стандартным суховоздушным методом [14]. 

Во всех вариантах экспериментов животным за 2,5 ч

до забоя вводили колхицин из расчета 4 мг/кг с целью 

подавления формирования ахроматинового веретена 

клеточного деления и накопления метафаз. Окрашивали 

азур-эозином.

Для цитогенетического анализа использовали ми-

кроскоп Standart-20 (Carl Zeiss, Germany) при масло-

иммерсионном увеличении ×1000. Учитывали клетки 

с ахроматическими пробелами (гепами), одиночными 

(хроматидными) и парными (хромосомными) фрагментами 

хромосом и обменами различного типа [15]. В отдельную 

категорию «клетки со множественными повреждениями» 

выделяли метафазы, имеющие более пяти хромосомных 

повреждений. Каждая экспериментальная группа вклю-

чала 4–5 мышей, от каждого животного анализировалось 

по 100 метафаз.

Статистическую обработку данных проводили в соот-

ветствии с принятыми подходами к обсчету цитогенети-

ческих результатов с нормальным распределением [16] 

с использованием углового φ-критерия Фишера путем 

сравнения долей аберрантных метафаз в контрольной 

и экспериментальной группах. Результаты представлены 

в виде среднего и его ошибки.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что метформин в диапазоне доз 500–
2000 мг/кг не вызывает увеличения выхода каких-либо 
категорий хромосомных аберраций и ахроматических 
пробелов или суммы клеток с аберрациями хромосом 
(табл. 1).

Доксорубицин в дозе 10 мг/кг индуцировал хро-
мосомные повреждения 10,2 ± 1,4 % клеток. При этом 
в спектре хромосомных аберраций наряду с одиноч-
ными (хроматидные) и парными (хромосомные) фраг-
ментами выявляли большое количество хромосомных 
обменов (5,2 на 100 исследованных метафаз), не было 
установлено клеток со множественными повреждени-
ями хромосом. На фоне введения метформина во всех 
использованных дозах наблюдалась тенденция к сни-
жению выхода клеток с хромосомными повреждениями. 
Однако статистически значимый результат был достигнут 
только при использовании метформина в дозе 500 мг/кг
(табл. 2).

В табл. 3 суммированы результаты нескольких серий 
исследований, направленных на оценку влияния мет-
формина на эффекты циклофосфамида. В первой серии 

экспериментов было выявлено, что однократное введе-
ние циклофосфамида в сочетании с метформином в дозах 
100, 250 и 500 мг/кг приводит к 2,0–2,6-кратному увели-
чению выхода аберрантных метафаз, преимущественно 
за счет увеличения количества клеток со множествен-
ными повреждениями хромосом. На фоне известных ре-
зультатов, свидетельствующих в пользу антимутагенности 
метформина [9, 10], наблюдаемый эффект оказался не-
ожиданным. В этой связи для проверки и подтверждения 
наблюдения были выполнены дополнительные серии экс-
периментов. Прежде всего метформин использовали в те-
чение 4 дней в тех же дозах. В результате также наблю-
дали 2,6–3,4-кратное увеличение выхода аберрантных 
клеток за счет увеличения выхода метафаз со множе-
ственными повреждениями хромосом. Далее метформин 
применяли однократно, но в существенно меньших дозах. 
При использовании из расчета 10 и 50 мг/кг метформин 
в 2,3–2,6 раза увеличивал выход поврежденных метафаз, 
так же как в предыдущих случаях за счет существенного 
увеличения метафаз со множественными повреждениями 
хромосом. При применении в дозах 2,5 и 5 мг/кг метфор-
мин не влиял на проявление цитогенетического эффекта 
циклофосфамида.

Таблица 1. Цитогенетическая активность метформина в клетках костного мозга мышей

Table 1. Cytogenetic activity of metformin in mouse bone marrow cells

Группа
Количество 

клеток

На 100 клеток
Всего поврежденных 
метафаз, % (M ± m)гепов

хроматидных 
фрагментов

хромосомных
фрагментов

обменов
клеток
с МП*

Контроль 500 0 0,4 0 0 0 0,4 ± 0,3

Метформин 500 мг/кг 500 0 0,8 0 0 0 0,8 ± 0,4

Метформин 1000 мг/кг 500 0.2 0,4 0 0 0 0,6 ± 0,3

Метформин 2000 мг/кг 500 0 0,4 0 0 0 0,4 ± 0,3

*Клеток со множественными повреждениями хромосом (>5 на метафазу).

Таблица 2. Влияние метформина на цитогенетические эффекты доксорубицина в клетках костного мозга мышей

Table 2. Effect of metformin on the cytogenetic effects of doxorubicin in mouse bone marrow cells

Группа
Количество 

клеток

На 100 клеток
Всего поврежденных 
метафаз, % (M ± m)гепов

хроматидных 
фрагментов

хромосомных
фрагментов

обменов
клеток
с МП*

Контроль 500 0 0,4 0 0 0 0,4 ± 0,3

Доксорубицин 10 мг/кг 500 0.2 5,2 0,2 5,2 0
10,2 ± 1,4,
p < 0,001**

+Метформин 100 мг/кг 500 0 3,8 0 5,6 0
8,8 ± 1,3,
p > 0,05†

+Метформин 250 мг/кг 500 0 3,6 0 4,2 0
7,4 ± 1,2,
p > 0,05†

+Метформин 500 мг/кг 500 0 2,8 0 2,8 0
5,2 ± 1,0,
p < 0,01†

*Клеток со множественными повреждениями хромосом (>5 на метафазу); **по сравнению с контролем; †по сравнению с эффектом 
мутагена.
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Таблица 3. Влияние метформина на цитогенетические эффекты циклофосфамида в клетках костного мозга мышей

Table 3. Effect of metformin on the cytogenetic effects of cyclophosphamide in mouse bone marrow cells

Группа
Количество 

клеток

На 100 клеток
Всего поврежденных 
метафаз, % (M ± m)гепов

хроматидных 
фрагментов

хромосомных
фрагментов

обменов
клеток
с МП*

Контроль 500 0 0,4 0 0 0 0,4 ± 0,3

Однократное введение метформина

Циклофосфамид 20 мг/кг 500 0,4 11,8 0 2,0 6,2 16,0 ± 1,6, p < 0,001**

+Метформин 100 мг/кг 500 0,2 15,8 0,2 4,8 26,8 42,0 ± 2,2, p < 0,001†

+Метформин 250 мг/кг 500 0,4 17,2 0,4 3,0 18,6 33,2 ± 2,1, p < 0,001†

+Метформин 500 мг/кг 500 0,8 19,3 0,3 4,5 17,3 34,0 ± 2,4, p < 0,001†

Четырехдневное предварительное введение метформина

Циклофосфамид 20 мг/кг 500 0,4 10,0 0 0,6 2,4 10,6 ± 1,4, p < 0,001†

+Метформин 100 мг/кг 500 0,8 27,6 0 2,6 16,5 35,6 ± 2,1, p < 0,001†

+Метформин 250 мг/кг 400 0,8 21,0 0 1,6 12,0 27,6 ± 2,0, p < 0,001†

+Метформин 500 мг/кг 500 0,6 24,0 0,4 1,6 9,8 27,6 ± 2,0, p < 0,001†

Однократное введение метформина

Циклофосфамид 20 мг/кг 400 0,8 10,0 0 2,8 3,0 14,3 ± 1,7, p < 0,001**

+Метформин 10 мг/кг 400 0 25,3 0 4,8 16,5 36,5 ± 2,4, p < 0,001†

+Метформин 50 мг/кг 400 0 18,3 0,8 4,5 15,3 32,5 ± 2,3, p < 0,001†

Однократное введение метформина

Циклофосфамид 20 мг/кг 500 0,2 5,2 0,2 1,6 5,4 11,4 ± 1,4, p < 0,001**

+Метформин 2,5 мг/кг 500 0,8 13,6 0 2,0 2,0 14,8 ± 1,6, p > 0,05†

+Метформин 5 мг/кг 500 0,2 16,4 0,2 2,2 1,4 15,2 ± 1,8, p > 0,05†

*Клеток со множественными повреждениями хромосом (>5 на метафазу); **по сравнению с контролем; †по сравнению с эффектом мутагена.

ОБСУЖДЕНИЕ
Имеющиеся литературные сведения о цитогенетиче-

ской активности метформина противоречивы. Кластогенная 
активность метформина ранее отмечалась в экспериментах 
в культуре лимфоцитов периферической крови человека 
при использовании препарата в концентрациях от 12,5 до 
125 мкг/мл [17]. Увеличение числа микроядер обнаружи-
валось в отшелушенных уротелиальных клетках больных 
сахарным диабетом 2-го типа, леченых метформином [18].

В противовес было показано, что метформин в тера-
певтически значимых концентрациях 12,5, 25 или 50 мкМ 
(2,1–8,3 мкг/мл) не влиял на уровни хромосомных абер-
раций и микроядер в культуре лимфоцитов человека [19]. 
Препарат в диапазоне доз 62,5–332,9 мг/кг не индуцировал 
микроядра в клетках костного мозга мышей [9, 20], при ис-
пользовании в дозе 100–2500 мг/кг не вызывал увеличения 
уровней микроядер и хромосомных аберраций у крыс [21].

Данные настоящего исследования, полученные в со-
ответствии с общепринятой методикой цитогенетической 
оценки новых лекарств [6, 13], являются важным новым 
свидетельством в пользу отсутствия у метформина кла-
стогенной активности in vivo.

Метформин при однократном введении в дозе
500 мг/кг статистически значимо на 50 % уменьшал про-
явление цитогенетического эффекта доксорубицина, но 
был не эффективен в меньших дозах.

Ранее было показано, что при 7-дневном введении 
в дозах 125 и 250 мг/кг препарат со сходной эффектив-
ностью снижает индукцию доксорубицином (адриамицин, 
15 мг/кг) микроядер в костном мозге мышей [9]. Пред-
варительное 7-дневное введение метформина в дозах
50 и 100 мг/кг уменьшало индукцию микроядер в полихро-
матофильных эритроцитах крыс, вызываемую однократным 
введением цисплатина в дозе 5 мг/кг [10]. Данные, полу-
ченные в настоящем исследовании, подтверждают нали-
чие у метформина антимутагенной активности.

В доступной литературе не обнаружено сведений 
о влиянии метформина на цитогенетические эффекты 
циклофосфамида. В настоящем исследовании метфор-
мин в широком диапазоне доз от 10 до 500 мг/кг про-
демонстрировал способность к выраженному усилению 
цитогенетических эффектов циклофосфамида, что свиде-
тельствует о его комутагенной активности в отношении 
этого мутагена. Выход клеток с хромосомными поврежде-
ниями, возникающими под действием циклофосфамида, 
был увеличен метформином в 2–3,4 раза. Эффект был 
наиболее выражен при многократном введении препа-
рата в дозе 100 мг/кг. Полученные данные предполагают 
наличие некого триггерного механизма комутагенного 
действия метформина в отношении циклофосфамида.

Методом ДНК-комет было показано, что метформин 
усиливает индуцируемую комбинацией 5-фторурацила,
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эпирубицина и циклофосфамида поврежденность ДНК 
опухолевых клеток in vitro путем ингибирования репара-
ции двунитевых разрывов [22]. Возникновение последних 
является основным механизмом кластогенного действия 
циклофосфамида. Установлена способность метформина 
индуцировать апоптоз на фоне экзогенного повреждения 
ДНК путем ингибирования синтеза ДНК, активации про-
апоптотического белка р53 и выхода митохондриально-
го цитохрома С [23]. В связи с этим важно отметить, что 
в представленном наблюдении усиление кластогенных 
эффектов циклофосфамида происходило преимуществен-
но за счет увеличения уровня клеток со множественными 
повреждениями хромосом. К этому следует добавить, что 
за рамками стандартного цитогенетического протокола, 
в ходе микроскопического анализа в значительном ко-
личестве выявлялись метафазы с полной деструкцией 
хроматина, которые не наблюдались у животных, полу-
чавших метформин per se. Наличие таких метафаз служит 
косвенным свидетельством цитотоксического действия на 
клетки костного мозга. В контексте выполненной работы 
это может свидетельствовать об усилении гибели клеток 
с поврежденной ДНК под действием метформина.

Примечательно, что результаты настоящего иссле-
дования согласуются с экспериментальными данными 
о снижении выживаемости мышей при сочетанном при-
менении циклофосфамида и метформина [24], а также 
данными, демонстрирующими снижение под влиянием 
метформина резистентности опухолей к циклофосфами-
ду [25], паклитакселу и цисплатину [26].

Способность к активации клеточной гибели определяет 
возможность применения метформина в качестве сред-
ства химиотерапии злокачественных опухолей, однако его 
влияние на различные опухоли малоизучено, а механизмы 
противоопухолевого действия до конца не ясны [26, 27]. 
Более перспективным на сегодня представляется примене-
ние метформина в комплексе противоопухолевой химиоте-
рапии цитостатиками с целью усиления их эффективности 
и снижения терапевтических дозировок и, как следствие, 
токсических побочных эффектов [23].

В заключение можно сказать, что, совокупность соб-
ственных и литературных данных указывает на способ-
ность метформина проявлять разнонаправленную моди-
фицирующую активность в зависимости от механизма 
мутагенного действия — антимутагенную или комутаген-
ную, что определяет широкий спектр его потенциального 
применения помимо основного в качестве антидиабети-
ческого средства. Полученные в настоящем исследовании 
данные определяют необходимость осторожного подхода 
при назначении метформина пациентам, находящимся на 

терапии циклофосфамидом и его аналогами, в частности, 
при иммуносупрессивной терапии аутоиммунных заболе-
ваний и в трансплантологии.
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