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Развитие сахарного диабета, одного из наиболее распространенных метаболических заболеваний
в развитом мире, связано с нарушением секреции инсулина или с резистентностью клеток к дей-
ствию этого гормона (диабет 1 и 2 типа соответственно). В обоих случаях общим патологическим
изменением является повышение уровня глюкозы в крови – гипергликемия, что в конечном итоге
может привести к серьезному поражению органов и тканей организма. Считается, что митохондрии
являются одной из основных мишеней диабета на внутриклеточном уровне. В настоящем исследо-
вании мы изучили функциональное состояние митохондрий сердца инбредных мышей линии
C57BL/Ks–db+/+m, несущих рецессивный ген diabetes-db (диабетические мыши). Проведен гисто-
логический анализ левого желудочка сердца диабетических и контрольных мышей. В образцах тка-
ни сердца диабетических мышей наблюдалось увеличение интенсивности окраски эозином, что
подразумевает повреждение структуры цитоплазматических белков. Кроме того, было показано,
что дыхательный контроль и емкость Са2+ в митохондриях диабетических мышей снижались по
сравнению с контрольными. Были проанализированы изменения в митохондриальной динамике
и митофагии в этих условиях.
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На сегодняшний день заболевание сахарным
диабетом является самой распространенной эн-
докринной патологией во многих странах мира.
Общая численность пациентов с сахарным диабе-
том на территории Российской Федерации, со-
стоящих на диспансерном учете по данным «Фе-
дерального Регистра сахарного диабета» на 1 ян-
варя 2023 года составляет 4 962 762 (3.31%
населения РФ). Из них сахарный диабет 1 типа –
5.58%, сахарный диабет 2 типа – 92.33%, другие
типы сахарного диабета – 2.08% [1]. Митохон-
дрии играют важную роль в процессах передачи
энергии, передачи сигналов и путей гибели кле-

ток, связанных с сердечно-сосудистыми заболе-
ваниями [2] и являются одной из основных ми-
шеней диабета на внутриклеточном уровне. Са-
харный диабет является важным фактором риска
развития патологий сердца. Сердечная дисфунк-
ция у больных сахарным диабетом обусловлена
множеством патологических механизмов. Эти
механизмы связаны с повреждением митохон-
дрий, которое может быть основной причиной
патофизиологии диабетической болезни сердца
[3]. 

Общепризнано, что ионы Са2+ являются уни-
версальным регулятором многих внутриклеточ-
ных процессов. Важной функцией митохондрий
является поддержание низкой концентрации
Са2+ внутри клеток. При высокой концентрации
ионов Са2+в цитозоле происходит его поглоще-
ние митохондриями. Поглощенный Са2+ быстро
транспортируется в митохондрии и хранится в
матриксе, что считается важным для регуляции

Сокращения: мРТР – митохондриальная пора неспецифи-
ческой проницаемости (mitochondrial permeability transition
pore), Mfn1 и Mfn2 – митофузины 1 и 2, ОРА1 – белок
атрофии зрительного нерва 1, АЛТ – аланинаминотранс-
фераза, АСТ – спартатаминотрансфераза, ЛДГ – лактатде-
гидрогеназа, МСМ – митохондрии сердца мыши, PINK1 –
PTEN-индуцированная киназа 1, GAPDH – глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназа, DRP1 – родственный дина-
мину белок 1.

УДК 577.12

БИОФИЗИКА КЛЕТКИ



1196

БИОФИЗИКА  том 69  № 6  2024

БАБУРИНА и др.

гомеостаза Са2+ в условиях стресса. Избыточное
накопление Са2+ в митохондриях приводит к от-
крытию Са2+-чувствительной неспецифической
поры (мРТР – mitochondrial permeability transition
pore) во внутренней мембране и инициации гибе-
ли клеток [4]. Было показано, что митохондрии
сердца диабетических крыс были более чувстви-
тельны к индукции мРТР, чем митохондрии кон-
трольных животных [5].

Митохондрии подвергаются постоянным про-
цессам слияния и деления при этом изменяя свою
форму и размер. Эти процессы характеризуют
митохондриальную динамику и необходимы для
удовлетворения метаболических потребностей
клетки. Слияние опосредуется митофузинами 1
(Mfn1) и 2 (Mfn2) и белком атрофии зрительного
нерва 1 (ОРА1), тогда как деление – динамин-
связанным белком 1 (Drp1) и некоторыми други-
ми белками [6]. Исследования митохондриаль-
ной динамики при сахарном диабете ограничены,
но есть убедительные доказательства того, что ди-
намика митохондрий изменяется в кардиомио-
цитах, обработанных высоким содержанием глю-
козы в диабетическом сердце. Так, было показа-
но, что высокий уровень глюкозы индуцирует
образование коротких и небольших митохондрий
в клетках кардиомиоцитов линии H9С2 [7]. При
ингибировании деления митохондрий K38A, до-
минантно-негативным мутантом Drp1, снижают-
ся продукция АФК и гибель клеток, индуциро-
ванные глюкозой. Следовательно, фрагментиро-
ванные митохондрии более чувствительны к
высокой токсичности глюкозы [8]. 

Процесс избирательного разрушения мито-
хондрий путем аутофагии представляет собой ми-
тофагию. Митофагия необходима живой клетке
для поддержания качества митохондрий и гомео-
стаза путем удаления ненужных или дисфункци-
ональных митохондрий. Кроме того, митофагия
также защищает от апоптоза и от повреждения
клеток токсичными веществами [9]. Развитие и
прогрессирование диабета и его осложнений у че-
ловека и животных приводит к подавлению мито-
хондриального биогенеза и митофагии. В резуль-
тате количество здоровых митохондрий в клетке
уменьшается, а доля поврежденных увеличивает-
ся. Эти изменения лежат в основе общей мито-
хондриальной дисфункции и нарушений при
диабете [9]. 

В настоящем исследовании мы изучили изме-
нение функционального состояния митохондрий
сердца инбредных мышей линии C57BL/Ks–
db+/+m, несущих рецессивный ген diabetes-db.
Был проведен гистологический анализ срезов ле-
вого желудочка, исследованы изменения содер-
жания ферментов аланинаминотрансферазы
(АЛТ), аспартатаминотрансферазы (АСТ) и лак-
татдегидрогеназы (ЛДГ), тропонина I и миогло-

бина. Проанализированы изменения дыхатель-
ной активности митохондрий, транспорта Са2+,
емкости Са2+, а также митохондриальной дина-
мики в наших экспериментальных условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Использовали линию инбредных
мышей C57BL/Ks–db+/+m в возрасте 4-х меся-
цев. Инбридинг Fn +8, генотип a, db+/+m. Мы-
ши этой линии несут рецессивный ген diabetes-db,
8-я группа сцепления, 4-я хромосома (опытная
мышь). Ген db в гомозиготном состоянии вызы-
вает диабет, что сопровождается аномальным
ожирением. Содержание сахара в крови высокое,
уровень утилизации глюкозы снижен. Дефицита
инсулина нет. Оба пола диабетиков бесплодны.
Ген m- misty – рецессивный, осветляющий окрас-
ку маркер оппозитивной хромосомы, не несущий
гена db. Окрас шерсти черный. В качестве кон-
троля применяли линию инбредных мышей
C57BL/6J в возрасте 4-х месяцев. Данная инбред-
ная линия мышей является стандартной линией
для поддержания мутаций. Применяется в каче-
стве эталона для сравнения с особенностями дру-
гих линий в исследовании культур тканей, загряз-
нения атмосферы, гематологии, химиотерапии
рака, радиации, питания. Окрас шерсти — чер-
ный. Генотип – а, H-2b. В исследовании исполь-
зовали по 8 мышей каждой линии из питомника
«Столбовая» НЦБМТ ФМБА России. Все живот-
ные содержались в одинаковых условиях в вива-
рии ИТЭБ РАН, в помещении с контролируемой
температурой и освещением (23 ± 2°С, 12-часовой
световой цикл). Уровень глюкозы в крови изме-
ряли с помощью глюкометра OneTouch Select Plus
(LifeScan, Швейцария). 

Гистологический анализ. Для гистологического
анализа верхнюю половину сердца (желудочки)
отрезали скальпелем от целого сердца сразу после
извлечения из грудной полости и быстро промы-
вали холодным фосфатно-солевым буфером для
удаления крови. Затем образцы фиксировали в
нейтральном забуференном формалине в течение
24 ч при комнатной температуре по стандартной
методике. После завершения фиксации фрагмен-
ты трижды отмывали от избытка фосфатов в ди-
стиллированной воде и погружали в среду О.К.Т.
Compound Tissue Tek (Sakura, Япония) на 12 ч при
температуре 4°C. Серии поперечных срезов тол-
щиной 9 мкм были изготовлены с использовани-
ем криотома Shandon 620E (Thermo Fisher Sci.,
США) с шагом 30 мкм. Каждую серию из трех по-
следовательных срезов окрашивали гематоксили-
ном и эозином и с помощью дифференциального
трихромного метода окрашивания по Массону.
Для получения общей картины повреждений тка-
ней сердца были сняты гистотопограммы на мик-
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роскопической станции Eclipse Ti-E (Nikon, Япо-
ния) с использованием программного обеспече-
ния Nis Elements AR4.13.05 (Build 933).

Выделение митохондрий сердца мышей. Мито-
хондрии сердца мыши (МСМ) выделяли путем
дифференцированного центрифугирования.
Сердце измельчали и гомогенизировали в среде,
содержащей 75 мМ сахарозы (S7903, Sigma,
США), 10 мМ трис-HCl (рН 7.4), 225 мМ маннита
(M4125, Sigma, США), 0.5 мМ ЭДТА (E9884, Sig-
ma, США), 0.5 мМ ЭГТА (E3889, Sigma, США) и
0.1% бычьего сывороточного альбумина (A6003.
Sigma, США). Затем гомогенат центрифугирова-
ли при 1000 g в течение 10 минут. Полученный су-
пернатант (с митохондриями) осаждали при
8500 g в течение 10 мин. Осадок, содержащий ми-
тохондрии, промывали средой выделения без
ЭДТА, ЭГТА и бычьего сывороточного альбуми-
на при 8500 g в течение 10 мин. Полученный оса-
док суспендировали в той же среде. Все процеду-
ры проводили при температуре 4°C. Концентра-
цию белка в митохондриях, которая составляла
20–30 мг/мл, определяли методом Брэдфорда.

Измерение дыхательной активности митохон-
дрий. Скорости потребления кислорода измеряли
в термостатируемой ячейке, в которую вмонтиро-
ваны О2-электрод Кларка (Clark-type electrode)
[10]. Митохондрии инкубировали в среде, содер-
жащей 10 мМ трис-HCl-буфере, рН 7.4, содер-
жавшем 120 мМ KCl, 2 мМ KH2PO4. В качестве
дыхательных субстратов 5 мМ глутамата и 5 мМ
малата использовали. Концентрация митохон-
дриального белка в среде составляла 0.5 мг/мл.
Скорости потребления кислорода в состояниях
2 (V2), 3 (V3) и 4 (V4) определяли после добавле-
ния 200 мкМ АДФ к МСМ. Скорость разобщения
окислительного фосфорилирования (Vu) измеря-
ли после добавления 2,4-динитрофенола и оце-
нивали, как число нг-атомов О, потребляемых
митохондриями в минуту на мг белка. Дыхатель-
ный контроль рассчитывали, как соотношение V3
к V4. Измерения проводили в закрытой ячейке.

Приготовление тканевых образцов. Тканевые
образцы готовили, как описано в работах [10, 11].
6–7 мг ткани левого желудочка сердца отрезали и
помещали ледяной буфер (RIPA-буфер с коктей-
лем протеаз), гомогенизировали и перемешивали

на орбитальном шейкере в течении 2 ч при темпе-
ратуре 4°С. Полученные образцы центрифугиро-
вали при 10000 g в течение 20 мин при 4°С. Кон-
центрацию белка в полученных образцах опреде-
ляли по методу Брэдфорда. Аликвоты тканевой
суспензии из каждой экспериментальной группы
солюбилизировали в буфере Лэммли (Bio-Rad,
США).

Электрофорез и вестерн-блоттинг. Приготов-
ленные образцы по 20 мкг наносили на каждую
линию и разделяли методом электрофореза в
12.5% полиакриламидном геле в денатурирующих
условиях. Перенос белков с геля на нитроцеллю-
лозную мембрану (0.2 мкм) осуществляли мето-
дом вестерн-блоттинга. Мембраны окрашивали
антителами к АЛТ, АСТ, ЛДГ, тропонину I и мио-
глобину. Все антитела – от компании Abcam (Ве-
ликобритания). Мембраны окрашивали антите-
лами к родственному динамину белку 1 (DRP1,
Elabscience, США), Mfn2 (Elabscience, США),
OPA1 (Cloud-Clone Corp., США), PTEN-индуци-
рованной киназе 1 (PINK1, Cusabio, США), Par-
kin (Cusabio, США). Глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназу (GAPDH, SantaCruz, США) ис-
пользовали для нормирования количества белка в
тканевых образцах.

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали однофакторный дисперси-
онный анализ и апостериорный анализ (по Стью-
денту–Ньюману–Кеулсу).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сначала мы измерили вес животных и уровень

глюкозы в крови мышей исследуемых групп
(табл. 1). Вес опытных мышей на 58% увеличи-
вался по сравнению с контрольными, а уровень
глюкозы повышался в три раза. 

Далее был проведен гистологический анализ
гистотопограмм поперечных срезов желудочков
сердца в исследуемых группах животных. (рис. 1).
Выраженные изменения гистоархитектоники и
структуры ткани сердца экспериментальных жи-
вотных по сравнению с контрольной группой об-
наружены не были. Более того, дифференциаль-
ный гистохимический анализ на коллагеновые
волокна не выявил признаков фибротических из-
менений ткани для всех групп. Детальное изуче-

Таблица 1. Характеристики массы тела и уровня глюкозы в крови используемых инбредных мышей

Животные Масса, г Глюкоза, ммоль/л

Инбредная мышь C57BL/6J 29.03 ± 3.66 10.59 ± 1.49

Инбредная мышь C57BL/Ks–db+/+m 45.84 ± 5.94* 35.99 ± 11.19*

Примечание. * – р < 0.01.
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ние состояния миофибрилл и кардиомиоцитов
проводили с использованием окраски гематокси-
лином и эозином. Контрольная группа образцов
характеризовалась нормальной гладкой структу-
рой миофибрилл с одиночными, овальными и
центрально расположенными ядрами кардио-
миоцитов. Однако в экспериментальной группе
образцов было обнаружено, что миофибриллы
субперикардиальной зоны сердца дезорганизова-
ны, а у некоторых кардиомиоцитов наблюдалось
увеличение интенсивности окраски эозином ци-
топлазмы клеток в сравнении с контрольной
группой, что подразумевает повреждение струк-
туры цитоплазматических белков. 

Затем мы исследовали содержание белков
(рис. 2), таких как АЛТ, АСТ, тропонин I, ЛДГ и
миоглобин, в тканевых лизатах с целью выявле-
ния нарушения функционирования сердца при
диабете. На рис. 2 показаны вестерн-блоты ис-
следуемых белков и представлено количествен-
ное соотношение белковых полос после норми-

рования их по GAPDH (контроль белковой на-
грузки). Обнаружено, что содержание АЛТ
снижалось на 60%, АСТ – на 23%, тропонин I –
на 40%, ЛДГ – на 55% и миоглобина – на 30%.
Снижение содержания белков в тканевых лизатах
у мышей с диабетом свидетельствует о наруше-
нии функционирования сердца.

Далее было изучено изменение функциональ-
ного состояния митохондрий, изолированных из
мышей контрольной и опытной групп. С этой це-
лью измеряли дыхательную активность митохон-
дрий в состояниях 2 (V2), 3 (V3), 4 (V4) и разобще-
ние окислительного фосфорилирования (Vu)
(рис. 3), а также скорость входа Са2+ в митохон-
дрии после его первой и второй добавки (VCa2+

in1,

VCa2+
in2) и Са2+-емкость (рис. 4). На рис. 3а пока-

заны кривые митохондриального дыхания в на-
ших экспериментальных условиях. Оценка ско-
рости потребления кислорода в различных состо-

Рис. 1. Результаты гистологического исследования структуры желудочков сердца контрольных ((а) и (в)) и
диабетических мышей ((б) и (г)) – световая микроскопия, масштаб 100 мкм. (а) и (б): фрагменты гистотопограмм
субэндокардиальной зоны желудочков, окраска трихром по Массону (мышечные волокна/миофибриллы –
малиновый цвет, соединительная ткань/фиброз – синий цвет) при 4-кратном увеличении; (в) и (г) – фрагменты
субперикардиальной зоны желудочков, окраска гематоксилином и эозином (ядра клеток – фиолетовый цвет,
эритроциты – красный цвет, цитоплазма клеток – розовый цвет) при 10-кратном увеличении, синими стрелками
обозначено эозинофильное насыщение цитоплазмы клеток.
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яниях представлена на рис. 3б. Скорость
потребления кислорода в МСМ опытной группы
снижалась в V2 на 40%, в V3 ~ на 60%, V4 ~ на 50%
и Vu ~ на 55% по сравнению с МСМ контрольной
группы. Несмотря на то, что скорости потребле-
ния кислорода во всех состояниях в митохондри-

ях сердца из опытных мышей снижались по срав-
нению с контрольными, дыхательный контроль
также уменьшался на 37%, однако не был драма-
тично низким и составлял 3.38, тогда как у МСМ,
изолированных из контрольной группы, дыха-
тельный контроль равнялся 5.36.

Рис. 2. Изменение содержания АЛТ, АСТ, тропонина I, ЛДГ и миоглобина в тканевых лизатах сердца контрольных и
диабетических мышей. Белки экстрагировали и подвергали вестерн-блоттингу. GAPDH использовали для контроля
белковой нагрузки. В верхней части – иммуноокрашивание антителами к АЛТ, АСТ, тропонину I, ЛДГ и миоглобину,
в нижней части – количественная оценка иммуноокрашивания с помощью компьютерной денситометрии, данные
представлены как среднее ± стандартное отклонение в серии из четырех независимых экспериментов. * –
Достоверная разница в уровне белка по сравнению с контролем (р < 0.05).
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На рис. 4а показано изменение потоков Ca2+ в
МСМ в наших экспериментальных условиях.
Са2+ добавляли к митохондриям до достижения
пороговой концентрации Са2+, что отражало
Са2+-емкость митохондрий. Как видно из рис. 4а,
выход Са2+ из митохондрий в контрольных усло-
виях наблюдали после четвертой добавки, тогда
как при диабете выход Са2+ происходил после
третьей добавки. На рис. 4б показаны количе-
ственные изменения скорости входа Са2+ в МСМ
после первой (VCa2+

in1) и второй (VCa2+
in2) доба-

вок. VCa2+
in1 не отличались как в контрольной,

так и в опытной группах животных, тогда как
VCa2+

in2 в опытной группе была ниже почти на

50% по сравнению с контрольной. На рис. 4в по-
казано изменение емкости Са2+ в МСМ живот-
ных контрольной и опытной групп. Емкость Са2+

в МСМ опытной группы снижалась на 40% по
сравнению с контрольной. 

На рис. 5 показано изменение содержания
белков, ответственных за слияние (OPA1, Mfn2) и
деление (DRP1) митохондрий, а также представ-
лены результаты по изменению маркеров мито-
фагии, таких как PINK1 и Parkin. Эксперименты
проводили на гомогенате диабетических и кон-
трольных мышей. На рис. 5 в верхней части пока-
заны вестерн-блоты OPA1 (рис. а), DRP1 и Mfn2
(рис. 5б), PINK1 и Parkin (рис. 5в). В нижних ча-
стях на рис. 5 показаны количественные измене-
ния, представленные как отношения оптической

Рис. 3. Изменение дыхательной активности в митохондриях сердца контрольных и диабетических мышей. МСМ ин-
кубировали в стандартной среде, как описано в разделе «Материалы и методы». (а) – Кривые дыхательной активно-
сти; (б) – количественный анализ скорости дыхания митохондрий в состояниях V2, V3, V4, Vu и дыхательного контро-
ля (как соотношения V3 к V4). Данные восьми независимых экспериментов представлены как среднее ± стандартное
отклонение. * – Достоверная разница в по сравнению с контролем (р < 0.05).
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плотности белковых полос исследуемых белков к
оптической плотности GAPDH. Как видно из ри-
сунка, наблюдалось снижение OPA1 и Mfn2 при-
близительно на 80 и 30% соответственно, тогда
как содержание DRP1 увеличивалось на 50% в го-
могенате диабетических мышей по сравнению с
контрольными. Содержание PINK1 в гомогенате
диабетических мышей снижалось на 40%, а
Parkin – на 50% по сравнению с контролем.

ОБСУЖДЕНИЕ
Митохондриальная дисфункция и окисли-

тельный стресс тесно связаны с сердечно-сосуди-
стыми, нейродегенеративными и возрастными
расстройствами. Сердечно-сосудистые заболева-
ния часто встречаются у пациентов с диабетом и
исследования показали, что риск сердечной не-
достаточности увеличивается у пациентов с диа-
бетом. Хотя фактическая основа повышенного
риска сердечной недостаточности является мно-
гофакторной, все больше данных свидетельству-
ют о том, что дисбаланс в функционировании ми-

тохондрий и связанный с ним окислительный
стресс играют важную роль в этом процессе [12].
В настоящем исследовании было изучено функ-
циональное состояние митохондрий сердца ин-
бредных мышей линии C57BL/Ks–db+/+m с ре-
цессивным геном diabetes-db.

Известно, что цитоплазматическая вакуолиза-
ция представляет собой морфологическое изме-
нение, наблюдаемое в клетках млекопитающих
после воздействия различного вида возбудителей
или искусственных низкомолекулярных соеди-
нений, которое как правило сопровождается ги-
белью клеток [13]. Ранее было показано, что на
срезах тканей сердца крыс с сахарным диабетом,
индуцированным стрептозотоцином (40 мг/кг)
наблюдалось увеличение интенсивности окраски
эозином в некоторых клетках [14]. Считается, что
ухудшение функционального состояния мито-
хондрий, приводящее к митохондриальной дис-
функции может стимулировать цитоплазматиче-
скую вакуолизацию в клетке, что в конечном сче-
те может привести к набуханию и слиянию
эндоплазматического ретикулума и/или мито-

Рис. 4. Изменение транспорта Са2+ и Са2+-емкости в митохондриях сердца контрольных и диабетических мышей.
(а) – Изменение транспорта Са2+ в МСМ контрольных и диабетических мышей; (б) – количественное изменение
скоростей входа Са2+ после его первой и второй добавки; (в) – количественное изменение Са2+-емкости в
митохондриях сердца контрольных и диабетических мышей. Данные восьми независимых экспериментов
представлены как среднее ± стандартное отклонение. * – Достоверная разница в по сравнению с контролем (р < 0.05).
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хондрий [15]. В наших экспериментальных усло-
виях, в срезах ткани сердца левого желудочка у
инбредных мышей с рецессивным геном diabetes-
db было замечено увеличение интенсивности
окраски эозином цитоплазматических белков,
что подразумевает повреждение их структуры, то-
гда как в образцах контрольных мышей такого
эффекта не наблюдалось. Вероятно, поврежде-
ния ткани сердца происходили по большей части
на клеточном уровне, который не выявлялся при
гистологическом анализе. Кроме того, наблюда-
лось снижение содержания белков, таких как
АЛТ, АСТ, ЛДГ, тропонина I и миоглобина в тка-
невых лизатах диабетических мышей, что говорит
о повреждении ткани сердца в наших экспери-
ментальных условиях. 

Исследования некоторых лабораторий пока-
зали, что дыхательная функция и синтез АТФ по-
давляются в митохондриях, изолированных из
диабетических животных. Было обнаружено, что
соотношение AДФ/O и скорость АДФ-стимули-
рованного дыхания снижались в митохондриях
животных с разными моделями диабета [16, 17].

Согласно результатам, представленным в настоя-
щем исследовании, скорости субстрат-зависимо-
го дыхания, АДФ-стимулированное дыхание и
скорость дыхания в состоянии после исчерпания
избытка АДФ у диабетических мышей снижались
по сравнению с таковыми параметрами в мито-
хондриях контрольных мышей. Более того, дыха-
тельный контроль митохондрий диабетических
мышей был ниже, чем у контрольных. Все это
предполагает ухудшение функционального со-
стояния митохондрий у диабетических мышей. 

Многочисленные исследования показали, что
митохондрии сердца диабетических крыс более
чувствительны к индукции мРТР, чем митохон-
дрии контрольных животных [5, 18, 19]. Мы на-
блюдали, что Са2+-емкость в митохондриях диа-
бетических мышей снижалась, по сравнению с
контрольными. Митохондрии мышей с геном di-
abetes-db были более чувствительны к Са2+. Это
может быть связано с развитием окислительного
стресса, что, в свою очередь, может быть основ-
ной причиной развития кардиомиопатии при са-
харном диабете [5].

Рис. 5. Изменение содержания ОРА1, Mfn2, DRP1, PINK1 и Parkin в гомогенатах ткани сердца контрольных и
диабетических мышей. GAPDH использовали как контроль белковой нагрузки. (а) Иммуноокрашивание антителами
к ОРА1, снизу: количественная оценка иммунного окрашивания с помощью компьютерной денситометрии;
(б) иммуноокрашивание антителами к DRP1 и Mfn2, снизу: количественная оценка иммунного окрашивания с
помощью компьютерной денситометрии; (в) сверху: иммуноокрашивание антителами к PINK1 и Parkin, снизу:
количественная оценка иммунного окрашивания с помощью компьютерной денситометрии. Данные четырех
независимых экспериментов представлены как среднее ± стандартное отклонение. * – Достоверная разница в уровне
белка по сравнению с контролем (р < 0.05).
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Появляется все больше доказательств того, что
изменение передачи сигналов инсулина в клетках
может способствовать изменению содержания
белков, ответственных за слияние митохондрий,
и структуры митохондриальной сети. Было пока-
зано, что экспрессия Mfn2 и OPA1 были значи-
тельно снижена во многих тканях у животных с
диабетом [20–22], тогда как деление митохон-
дрий наоборот усиливалось, при этом наблюда-
лась повышенная экспрессия DRP1 и FIS1 [23–
25]. Действительно, мы обнаружили, что в гомо-
генате, полученном из диабетических мышей со-
держание Mfn2 и OPA1 снижалось по сравнению
с контрольными образцами, тогда как уровень
DRP1 повышался в этих условиях. Функциональ-
ный статус митофагии и специфические механиз-
мы ее регуляции в диабетическом сердце до конца
не изучены. Однако известно, что содержание
белков PINK1 и Parkin снижается во многих тка-
нях животных с диабетом, включая сердце [26,
27]. Это позволяет предположить, что митофагия
ингибируется в сердце с диабетом. В настоящем
исследовании мы наблюдали снижение маркеров
митофагии у мышей, несущих рецессивный ген
diabetes-db, по сравнению с контролем. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании мы изучили функ-
циональное состояние митохондрий сердца у ин-
бредных мышей линии C57BL/Ks–db+/+m, не-
сущих рецессивный ген diabetes-db. Мы показали,
что в условиях диабета наблюдались изменения
ткани сердца, проявляющиеся в увеличение ин-
тенсивности окраски эозином в некоторых клет-
ках. Наблюдалось снижение содержания ряда
белков (АЛТ, АСТ, ЛДГ, тропонина I и миогло-
бина) в тканевых лизатах сердца диабетических
мышей, что предполагает повреждение сердеч-
ной мышцы при диабете. В митохондриях, изоли-
рованных из диабетических мышей снижались
дыхательные активности, вследствие чего сни-
жался и дыхательный контроль. Скорость входа
Са2+ в митохондрии после второй добавки Са2+ у
диабетических мышей замедлялась, а сами мито-
хондрии были более чувствительны к Са2+, что
приводило к снижению Са2+-емкости. У диабе-
тических мышей слияние митохондрий замедля-
лось, тогда как деление усиливалось, при этом на-
блюдалось снижение митофагии. Исходя из вы-
шеизложенного, мы предполагаем, что,
поскольку снижается содержание маркеров ми-
тофагии, поврежденные митохондрии не удаля-
ются, а накапливаются в митохондриальной сети,
вследствие этого функциональное состояние ми-
тохондрий ухудшается, что приводит к снижению
дыхательного контроля и устойчивости митохон-
дрий к Са2+. При этом развивается митохондри-

альная дисфункция, которая, как полагают, яв-
ляется одной из основных причин развития
связанных с диабетом сердечно-сосудистых забо-
леваний.
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 Investigation of the Functional State of Heart Mitochondria in Inbred Mice 
with Type 2 Diabetes Mellitus

 Y.L. Baburina*, I.V. Odinokova*, R.R. Krestinin*, А.I. Zvyagina*,
L.D. Sotnikova*, and О.V. Krestinina*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Diabetes mellitus is considered one of the most common metabolic diseases in the developed world and is
associated either with impaired insulin secretion or with cell resistance to the action of this hormone (type 1
and 2 diabetes, respectively). In both cases, the common pathological change is an increase in blood glucose
levels – hyperglycemia, which can ultimately cause serious damage to organs and tissues of the body. Mito-
chondria are believed to be one of the main targets of diabetes at the intracellular level. The present study ad-
dressed the functional state of mitochondria in the C57BL/Ks–db+/+m inbred mice carrying the recessive
diabetes-db gene (diabetic mice). Histological analyses of the left ventricle of the hearts from diabetic and
control mice were performed. In cardiac tissue samples from diabetic mice, an increase in the intensity of the
eosin stain was observed implying that the structure of cytoplasmic proteins was distorted. In addition, it was
shown that respiratory control and Ca2+ capacity in the mitochondria of diabetic mice decreased compared
to controls. Changes in mitochondrial dynamics and mitophagy under these conditions were analyzed.

Keywords: diabetes mellitus, mitochondrial dysfunction, mouse heart mitochondria, Ca2+ capacity
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