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Представлены данные исследования цГМФ- и цАМФ-зависимых внутриклеточных сигнальных систем в инсулино-

посредованной регуляции агрегационной активности тромбоцитов у 25 пациентов с сердечной недостаточностью и мета-

болическими нарушениями (сахарный диабет 2-го типа), в контрольную группу было включено 15 здоровых добровольцев. 

Для оценки цАМФ- и цГМФ-зависимых внутриклеточных сигнальных систем в реализации антиагрегационного эффекта 

инсулина использовали 3-изобутил-1-метил-ксантин (IBMX) — ингибитор фосфодиэстеразы V и IV, форсколин — стиму-

лятор аденилатциклазы, запринаст — специфический ингибитор фосфодиэстеразы V. Наиболее выраженный эффект на 

снижение агрегации изолированных тромбоцитов оказали модификаторы системы аденилатциклаза — цАМФ — IBMX и 

форсколин. 
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Data of the study of cGMP- and cAMP-dependent intracellular signaling systems in the insulin-mediated regulation of the 

platelet aggregation activity in 25 patients with DM2 and heart failure are presented. 15 healthy volunteers were recruited as a con-

trol group. To estimate cAMP- and cGMP-dependent intracellular signaling systems in the realization of insulin antiaggregational 

effect we used 3-isobutyl-1-methyl-xanthine — inhibitor of the phosphodiesterase V and IV, forskolin — stimulator of adenylate 

cyclase, zaprinast — specific inhibitor of the phosphodiesterase V. Modifiers of the adenylate cyclase/cAMP system — IBMX and 

forskolin — had the most prominent effect on the reduction of the aggregation of the isolated platelets. 
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Введение 

Сахарный диабет 2-го типа (СД-2) сопровождается 

активацией коагуляционного и тромбоцитарного гемо-

стаза, что существенно ускоряет развитие сердечно-

сосудистых осложнений при этой патологии. Известно, 

что поражение миокарда в случае ассоциации хрониче-

ской сердечной недостаточности с СД-2 сопровождает-

ся не только нарушением согласованности процессов 

сокращения и расслабления сердечной мышцы, приво-

дящим к снижению насосной функции сердца, глубоки-

ми нарушениями энергетического метаболизма, но и 

изменением сосудов сердца в виде микро- и макроан-

гиопатий и нарушением микроциркуляции. 

Активация тромбоцитов может играть существен-

ную роль в прогрессировании сердечной недостаточ-

ности вследствие образования микротромбов в микро-

сосудистом русле миокарда [3, 6]. Несмотря на опре-

деленные достижения в области изучения патогенеза, 

клиники и лечения, сердечная недостаточность по-

прежнему остается самым распространенным, тяже-

лым и прогностически неблагоприятным осложнени-
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ем всех заболеваний сердечно-сосудистой системы. 

Как известно, адгезия и агрегация тромбоцитов являют-

ся начальными этапами образования тромбоцитарного 

агрегата. Одновременно с адгезией тромбоцитов под 

действием внешних стимулов, таких, например, как 

коллаген, тромбин и адреналин, для которых на мем-

бранах тромбоцитов имеются специфические рецеп-

торы, происходит их агрегация. Другими активатора-

ми тромбоцитов являются аденозиндифосфат (АДФ), 

тромбоксан A2 и серотонин, которые высвобождаются 

из самих тромбоцитов и для которых также сущест-

вуют специфические рецепторы. Результаты ряда ра-

бот свидетельствуют о повышенной чувствительности 

тромбоцитов больных с сахарным диабетом 2-го типа 

и сердечной недостаточности к различным индукто-

рам агрегации, включая АДФ, тромбин и коллаген [5, 

9]. Активирование тромбоцитов — очень важный этап 

гемостатического процесса, так как он лежит в основе 

не только нормального гемостаза, но и патологическо-

го образования тромбов. Инсулинорезистентность явля-

ется важным звеном патогенеза сахарного диабета 2-го 

типа. Она тесно связана с сердечно-сосудистыми фак-

торами риска, такими как артериальная гипертония 

(АГ), дислипидемия, протромботический статус, вно-

сящими существенный вклад в развитие ишемической 

болезни сердца при сахарном диабете [6, 11].  

Известно, что тромбоциты, как и многие другие 

клетки, являются объектом действия инсулина. Тром-

боциты содержат рецепторы к инсулину, который у 

здоровых людей снижает чувствительность тромбоци-

тов к таким индукторам агрегации, как АДФ, колла-

ген, тромбоцитактивирующий фактор. Установлено, 

что реализация антиагрегационных эффектов инсули-

на может осуществляться с помощью различных 

внутриклеточных механизмов. Главные эффекты ин-

сулина на тромбоциты заключаются в ингибировании 

Са
2+

-выхода, особенно из внутриклеточных депо в ци-

тозоль- с последующим снижением агонистстимули-

рованной агрегации и сосудистым сокращением [2, 10, 

16]. 

Согласно данным литературы, человеческие 

тромбоциты, инкубированные с физиологическими 

концентрациями инсулина в течение 3—20 мин, отве-

чали снижением агрегации на агонисты: АДФ, адре-

налин, коллаген. Также инсулин снижает ангиотензин 

II и тромбининдуцированную агрегацию тромбоцитов. 

Действие инсулина на тромбоциты заключается в NO-

опосредованном увеличении циклического гуанозин-

монофосфата (цГМФ), циклического аденозинмоно-

фосфата (цАМФ), снижении Са
2+

-тока, вызываемого 

Са
2+

-мобилизующими агентами, снижении агониствы-

зываемой агрегации, увеличении связывания антиаг-

регационных простаноидов с тромбоцитами, сниже-

нии связывания катехоламинов с тромбоцитами со 

снижением адреналининдуцированной агрегации. 

Снижение количества и чувствительности рецепторов 

к инсулину на тромбоцитах больных СД-2 предполо-

жительно  

может быть причиной гиперактивации тромбоцитов.  

С другой стороны, снижение чувствительности тром-

боцитов к инсулину может обусловливаться наруше-

нием внутриклеточной передачи сигнала инсулина 

системой вторичных мессенджеров [7, 15]. 

Между тем недостаточно изучена роль нарушения 

внутриклеточной передачи сигнала инсулина систе-

мой вторичных мессенджеров в механизмах измене-

ния агрегационной активности тромбоцитов при соче-

тании сахарного диабета 2-го типа и сердечной недос-

таточности. В связи с этим цель работы — 

исследование оценки состояния цГМФ- и цАМФ-

зависимых внутриклеточных сигнальных систем в 

инсулинопосредованной регуляции агрегационной 

активности тромбоцитов пациентов с сахарным диа-

бетом 2-го типа (СД-2) и сердечной недостаточно-

стью. 

Материал и методы 

В исследование были включены 25 пациентов с 

сердечной недостаточностью и метаболическими на-

рушениями, в контрольную группу вошли 15 здоро-

вых добровольцев, группы пациентов и здоровых доб-

ровольцев были сопоставимы по возрасту ((55  5) 

лет). Для верификации диагноза всем пациентам про-

водили комплексное клинико-инструментальное и 

лабораторное обследование. В исследование включа-

лись больные СД-2 легкого течения и средней степени 

тяжести. Диагноз «сахарный диабет 2-го типа» у всех 

пациентов был установлен в соответствии с крите-

риями современной классификации сахарного диабета 

(Report of the Expert Committee on the Diagnosis and 

Classification of Diabetes Mellitus, 2002) и методиче-

ских рекомендаций федеральной программы «Сахар-

ный диабет» (2002). Тяжесть диабета устанавливалась 

в соответствии с методическими рекомендациями фе-
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деральной программы «Сахарный диабет» (2002) с 

учетом наличия микро- и макрососудистой патологии, 

а также ассоциированных заболеваний. У всех вклю-

ченных в исследование пациентов были диагностиро-

ваны клинические признаки сердечной недостаточно-

сти I—II функционального класса (NYHA). Диагноз 

«хроническая сердечная недостаточность» (ХСН) ус-

танавливался с учетом Национальных рекомендаций 

ВНОК и ОССН по диагностике и лечению ХСН 

2002 г. (второй пересмотр) с использованием критери-

ев Нью-Йоркской ассоциации сердца (функциональ-

ные классы — ФК NYHA). 

Для выделения тромбоцитов использовали пери-

ферическую венозную кровь, забранную из локтевой 

вены утром натощак в пластиковые пробирки, содер-

жащие антикоагулянт (цитрат натрия 3,8%), в соот-

ношении 1 часть антикоагулянта на 9 частей крови. 

Кровь тщательно перемешивали с антикоагулянтом 

путем плавного покачивания. Для получения обога-

щенной тромбоцитами плазмы забранную кровь под-

вергали центрифугированию при 1 500 об/мин в тече-

ние 7 мин. Отбирали надосадочный слой — богатую 

тромбоцитами плазму. В полученную плазму добав-

ляли простагландин Е1 и гепарин в конечной концен-

трации 1 мкмоль и 6,4 ЕД/мл соответственно, плазму 

инкубировали 15 мин при температуре 37 С, затем 

центрифугировали 15 мин при 3 000 об/мин. Надоса-

док сливали, суспензию тромбоцитов отмывали в све-

жеприготовленном буфере, содержащем 136,8 ммоль 

NaCl, 2,8 ммоль KCl, 11,9 ммоль NaHCO3, 1,1 ммоль 

MgCl2, 0,33 ммоль NaH2PO4, 1 ммоль CaCl2, 

11,2 ммоль глюкозы, 3,5 мг в 1 мл БСА, 1 мкмоль про-

стагландина Е1, 6,4 ЕД/мл гепарина и 0,5 ЕД/мл апи-

разы, рН 7,4, затем клетки еще раз отмывали в том же 

буфере, но не содержащем простагландина Е1, гепа-

рина и апиразы [1, 8]. Количество тромбоцитов в сус-

пензии подсчитывали на гематологическом анализа-

торе Micros, США. Конечная концентрация тромбоци-

тов в суспензии, использованной для изучения 

агрегации, составляла 100  10
6
 клеток в 1 мл буфера. 

Агрегационную активность изолированных тром-

боцитов исследовали с помощью метода Г. Борна 

(1962) в модификации З.А. Габбасова (1989) на двух-

канальном лазерном анализаторе 220 LA («НПФ Био-

ла», Россия) [1]. Изолированные тромбоциты инкуби-

ровали с инсулином человека (10
–9

 моль) (Sigma, 

США) в течение 60 мин. Для оценки цАМФ- и цГМФ-

зависимых внутриклеточных сигнальных систем в 

реализации антиагрегационного эффекта инсулина 

использовали 3-изобутил-1-метил-ксантин — ингиби-

тор фосфодиэстеразы V и IV в концентрации 

0,5 ммоль, форсколин — стимулятор аденилатциклазы 

в концентрации 10
–5

 моль, запринаст — специфиче-

ский ингибитор фосфодиэстеразы V в концентрации 

100 мкмоль/л. Для индукции агрегации использова-

ли коллаген в конечной концентрации 2 мг/мл. Оце-

нивали следующие параметры агрегации: степень и 

скорость агрегации по кривой светопропускания и 

по кривой среднего размера агрегатов.  

Достоверность различий оценивали с помощью не-

параметрических методов Манна—Уитни и Вилкоксо-

на. 

Результаты и обсуждение 

В проведенном исследовании обнаружено, что 

изолированные тромбоциты пациентов с сердечной 

недостаточностью и СД-2 и здоровых добровольцев, 

инкубированные с инсулином в физиологической 

концентрации 10
–9

 моль, отвечали снижением степени 

и скорости коллагениндуцированной агрегационной 

активности клеток по кривым среднего размера агре-

гатов и светопропускания (табл. 1—3). Тромбоциты, 

как и многие другие клетки, являются объектом дей-

ствия инсулина. Известно, что тромбоциты содержат 

рецепторы к инсулину, который у здоровых людей 

снижает чувствительность тромбоцитов к индукторам 

агрегации (АДФ, коллаген, тромбоцитактивирующий 

фактор). Полученные данные позволяют сделать за-

ключение, что инсулин снижает коллагениндуциро-

ванную агрегационную активность тромбоцитов у 

больных с сердечной недостаточностью и метаболи-

ческими нарушениями. Установлено, что реализация 

антиагрегационных эффектов инсулина может осуще-

ствляться с помощью различных внутриклеточных 

механизмов  

[4, 8, 12, 14]. Один из таких механизмов предположи-

тельно опосредован циклическими нуклеотидами.  

В проведенном исследовании для оценки участия 

цГМФ- и цАМФ-зависимых внутриклеточных сиг-

нальных систем к изолированным тромбоцитам, ин-

кубированным с инсулином, добавляли неспецифиче-

ский блокатор цГМФ- и цАМФ-зависимых фосфо-

диэстераз IV и V — 3-изобутил-1-метил-ксантин 

(IBMX), а также специфический блокатор цГМФ-
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зависимой фосфодиэстеразы V — запринаст. Клетки 

инкубировали с указанными модификаторами в те-

чение 3 мин. В проведенных экспериментах дейст-

вие ингибиторов фосфодиэстераз (ФДЭ) приводило 

к увеличению внутриклеточной концентрации цик-

лических нуклеотидов. 

Добавление IBMX и запринаста к изолированным 

тромбоцитам приводит к значительному снижению 

коллагениндуцированной агрегации клеток как в 

группе пациентов, так и в группе здоровых добро-

вольцев (табл. 1 и 2). 

Т а б л и ц а  1  

Параметры коллагениндуцированной агрегации изолированных тромбоцитов при добавлении в реакционную среду инсулина и 3-

изобутил-1-метил-ксантина у пациентов с сердечной недостаточностью и сахарным диабетом и здоровых добровольцев  

Параметр 
Пациенты Здоровые добровольцы 

1 2 3 4 1 2 3 4 

Степень агрегации по кривой среднего 

размера агрегатов, отн. ед. 

 

5,7  0,5 

 

4,7  0,6* 

 

1,30  0,01* 

 

1,22  0,01* 

 

5,4  1,4 

 

4,8  1,0* 

 

1,30  0,03* 

 

1,33  0,29* 

Степень агрегации по кривой свето-

пропускания, % 

 

42,8  4,6 

 

39,6  4,4* 

 

7,80  1,02* 

 

1,57  0,66* 

 

47,7  5,5 

 

36,4  5,2* 

 

8,20  1,22* 

 

0,16  0,01* 

Скорость агрегации по кривой средне-

го размера агрегатов, отн. ед./мин 

 

13,7  1,7 

 

11,3  1,8* 

 

0,48  0,01* 

 

0,40  0,01* 

 

12,8  3,7 

 

8,0  1,0* 

 

0,58  0,01* 

 

0,57  0,02* 

Скорость агрегации по кривой свето-

пропускания, %/мин 

 

36,4  5,2 

 

32,8  5,1* 

 

2,21  0,24* 

 

4,95  1,92* 

 

39,9  7,7 

 

22,8  5,0* 

 

2,85  0,14* 

 

5,51  0,48* 
 

П р и м е ч а н и е. 1 — коллаген, 2 нг/мл; 2 — коллаген и инсулин, 10–9 моль; 3 — коллаген и IBMX, 0,5 ммоль; 4 — коллаген и инсулин, 

10–9 моль, и IBMX, 0,5 ммоль. 

* Здесь и в табл. 2 p  0,05 по сравнению с экспериментом без модификаторов. 

Т а б л и ц а  2  

Параметры коллагениндуцированной агрегации изолированных тромбоцитов при добавлении в реакционную среду инсулина и 

запринаста  

у пациентов с сердечной недостаточностью и сахарным диабетом и здоровых добровольцев 

Параметр 
Пациенты Здоровые добровольцы 

1 2 3 4 1 2 3 4 

Степень агрегации по кривой среднего 

размера агрегатов, отн. ед. 

 

5,7  0,5 

 

4,7  0,6* 

 

4,9  0,9 

 

4,5  0,9* 

 

5,4  1,4 

 

4,8  1,0 

 

4,9  0,8 

 

3,0  1,0* 

Степень агрегации по кривой свето-

пропускания, % 

 

42,8  4,6 

 

39,6  4,4* 

 

25,2  4,2* 

 

24,5  7,0* 

 

47,7  5,5 

 

36,4  5,2* 

 

24,1  3,2* 

 

14,0  2,0* 

Скорость агрегации по кривой средне-

го размера агрегатов, отн. ед./мин 

 

13,7  1,7 

 

11,3  1,8* 

 

11,6  3,4* 

 

9,5  3,3* 

 

12,8  3,7 

 

8,0  1,0* 

 

10,7  2,4* 

 

4,6  1,9* 

Скорость агрегации по кривой свето-

пропускания, %/мин 

 

36,4  5,2 

 

32,8  5,1* 

 

19,7  3,5* 

 

20,6  5,4* 

 

39,9  7,7 

 

22,8  5,0* 

 

20,1  2,5* 

 

17,5  2,7* 
 

П р и м е ч а н и е. 1 — коллаген, 2 нг/мл; 2 — коллаген и инсулин, 10–9 моль; 3 — коллаген и запринаст, 100 ммоль/л; 4 — коллаген и ин-

сулин, 10–9 моль, и запринаст, 100 ммоль/л. 

 

В присутствии неспецифического ингибитора 

фосфодиэстераз IV и V — IBMX отмечено более 

сильное подавление агрегации тромбоцитов, чем при 

добавлении запринаста, селективного ингибитора 

ФДЭ V, инактивирующей цГМФ. Это подтверждает 

участие в агрегации тромбоцитов как цГМФ-, так и 

цАМФ-зависимых механизмов. Добавление ингиби-

торов ФДЭ к тромбоцитам, преинкубированных с 

инсулином в физиологической концентрации 10
–

9
 моль, приводит к еще более выраженному снижению 

коллагениндуцированной агрегации тромбоцитов как 

в группе пациентов, так и в группе здоровых добро-

вольцев.  

Главные эффекты инсулина на тромбоциты за-

ключаются в ингибировании Са
2+

-выхода, особенно из 

внутриклеточных депо в цитозоль, с последующим 

снижением агонистстимулированной агрегации [8]. 

Известно также, что действие инсулина на клетки мо-

жет быть опосредовано оксидом азота, который свя-

зывается со специфическими рецепторными сайтами 

гема растворимой цитоплазматической гуанилатцик-

лазы, что приводит к увеличению цГМФ и снижению 

агрегации в тромбоцитах, расслаблению гладкомы-
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шечных клеток [13, 14]. Вероятно, обнаруженное уси-

ление антиагреагационного эффекта может быть свя-

зано с действием ингибиторов фосфодиэстераз и опо-

средовано оксидом азота. В экспериментах с исполь-

зованием стимулятора аденилатциклазы — форсколина 

— обнаружено значительное снижение агрегации изо-

лированных тромбоцитов по кривым светопропускания 

и среднего размера агрегатов как в группе пациентов, 

так и в группе здоровых добровольцев (табл. 3). Веро-

ятно, увеличение уровня внутриклеточного цАМФ 

приводит к ингибированию фосфолипазы С, сниже-

нию образования инозитолтрифосфата и диацилгли-

церола, снижению выхода Са
2+ 

из внутриклеточного 

депо, снижению активации тромбоцитов, что в итоге 

вызывает  выраженное  снижение  агрегации  тромбо-

цитов.  
Т а б л и ц а  3  

Параметры коллагениндуцированной агрегации изолированных тромбоцитов при добавлении в реакционную среду инсулина и 

форсколина  

у пациентов с сердечной недостаточностью и сахарным диабетом и здоровых добровольцев 

Параметр 
Пациенты Здоровые добровольцы 

1 2 3 4 1 2 3 4 

Степень агрегации по кривой среднего 

размера агрегатов, отн. ед. 

 

5,7  0,5 

 

4,7  0,6* 

 

1,7  0,1* 

 

1,7  0,1* 

 

5,4  1,4 

 

4,8  1,0 

 

1,4  0,0* 

 

1,30  0,01* 

Степень агрегации по кривой свето-

пропускания, % 

 

42,8  4,6 

 

39,6  4,4* 

 

5,4  0,8* 

 

6,3  0,8* 

 

47,7  5,5 

 

36,4  5,2* 

 

0,8  0,0* 

 

0,80  0,01* 

Скорость агрегации по кривой средне-

го размера агрегатов, отн. ед./мин 

 

13,7  1,7 

 

11,3  1,8* 

 

1,5  0,1* 

 

1,5  0,1* 

 

12,8  3,7 

 

8,0  1,0* 

 

0,8  0,0* 

 

0,90  0,01* 

Скорость агрегации по кривой свето-

пропускания, %/мин 

 

36,4  5,2 

 

32,8  5,1* 

 

18,8  2,2* 

 

20,4  1,7* 

 

39,9  7,7 

 

22,8  5,0* 

 

2,8  0,0* 

 

3,01  0,10* 
 

П р и м е ч а н и е. 1 — коллаген, 2 нг/мл; 2 — коллаген и инсулин, 10–9 моль; 3 — коллаген и форсколин, 10–5 моль; 4 — коллаген и инсу-

лин, 10–9 моль, и форсколин, 10–5 моль. 

* p  0,05 по сравнению с экспериментом коллагениндуцированной агрегации без модификаторов. 

 

Совместное влияние инсулина и модификаторов систе-

мы цАМФ на агрегацию тромбоцитов показало, что 

степень и скорость коллагениндуцированной агрега-

ционной активности клеток по кривым среднего раз-

мера агрегатов и светопропускания существенно сни-

жалась как в группе пациентов, так и в группе здоро-

вых добровольцев. Наиболее выраженный эффект на 

снижение агрегации изолированных тромбоцитов ока-

зали модификаторы системы аденилатциклаза — 

цАМФ IBMX и форсколин. 

Заключение 

Резюмируя вышеизложенное, можно сделать за-

ключение, что более выраженное снижение коллаген-

индуцированной агрегации наблюдается при совмест-

ном добавлении инсулина и ингибиторов фософди-

эстераз в среде инкубации, что свидетельствует в 

пользу синергизма действия индукторов. Отсутствие 

различий в параметрах агрегации изолированных 

тромбоцитов между группой пациентов и здоровых 

добровольцев может свидетельствовать о том, что 

метаболические нарушения не привели к нарушению 

функционирования системы аденилатциклаза — 

цАМФ и цГМФ в тромбоцитах пациентов при сердеч-

ной недостаточности и метаболических нарушениях. 

 

Статья подготовлена по материалам исследова-

ний, финансируемых Министерством образования и 

науки в рамках ФЦП «Исследования и разработки по 

приоритетным направлениям развития научно-

технологического комплекса России на 2007—

2012 гг.»  

(ГК № 02.527.11.0007) и гранта седьмой рамочной 

программы ЕС (№ 241558).  
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