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Дислипидемию и гипергликемию можно рассматривать как причину и следствие развития сахарно-
го диабета 2 типа (СД2Т). Эти состояния связаны с образованием малонового диальдегида (МДА) и
метилглиоксаля (МГО), которые представляют собой результат перекисного окисления липидов
биологических мембран и окислительных превращений глюкозы. Сравнение эффектов МДА и
МГО на эндотелиальные клетки пупочной вены человека, выполненное в данной работе, показало,
что МДА, в отличие от МГО, нарушает барьерную функцию эндотелия, активацию инсулином PI3-
киназного каскада и синтеза оксида азота (NO). МДА подавлял активацию протеинкиназы В (Akt)
и эндотелиальной NO-синтазы (eNOS), но не затрагивал активацию субстрата инсулинового ре-
цептора (IRS). Полученные результаты свидетельствуют о том, что МДА может вносить вклад в дис-
функцию эндотелия на ранних этапах развития СД2Т.
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ВВЕДЕНИЕ

Ожирение и дислипидемия выступают ведущи-
ми факторами риска развития инсулиновой рези-
стентности и сахарного диабета 2 типа (СД2Т) [1, 2].
Предполагается, что дисфункция сосудистого эн-
дотелия может связывать ожирение и ранние па-
тологические процессы СД2Т с развитием сер-
дечно-сосудистых осложнений [3, 4]. При ожи-
рении и СД2Т уровень циркулирующих
свободных жирных кислот (СЖК) значительно

повышен и сосудистый эндотелий первым ис-
пытывает контакт с СЖК. В результате развива-
ется липотоксичность, окислительный стресс и
возникают воспалительные реакции в эндоте-
лии сосудов [5–7]. При этом нарушается актива-
ция инсулином рецепторного каскада, включа-
ющего субстрат инсулинового рецептора (IRS),
PI3-киназу, протеинкиназу В (Akt) и эндотели-
альную NO-синтазу (eNOS); падает синтез NO и
усиливается вазоконстрикция [8–11].

Окислительный стресс и воспалительные ре-
акции связаны с появлением в стенке сосуда ак-
тивных форм кислорода (АФК), малонового ди-
альдегида (МДА) и продуктов окислительного
превращения глюкозы, таких как метилглиоксаль
(МГО) [7, 12–14]. Повышенный уровень МДА ха-
рактерен для пациентов с СД2Т [15–17] и сердеч-
но-сосудистыми заболеваниями [18, 19]. МДА яв-
ляется продуктом перекисного окисления липидов,
которое усиливается при окислительном стрессе и

Сокращения: АФК – активные формы кислорода; МГО –
метилглиоксаль; МДА – малоновый диальдегид; СД2Т –
сахарный диабет 2 типа; СЖК – свободная жирная кисло-
та; ТЭС – трансэндотелиальное электрическое сопротив-
ление; DAF – 4-амино-5-метиламино-2',7'-дифторфлюо-
ресцеин; EBM – базовая питательная среда культивирова-
ния эндотелиальных клеток; EGM – питательная среда
культивирования эндотелиальных клеток; eNOS – эндоте-
лиальная NO-синтаза; HUVEC – эндотелиальные клетки
пупочной вены человека (human umbilical vascular endothe-
lial cells).
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продукции избыточных АФК [20]. В отличие от
МДА причиной накопления МГО, глиоксаля и
3-дезоксиглюкозона служит высокий уровень
глюкозы и других углеводов в крови [21]. Несмотря
на то, что для СД2Т характерны как гиперлипиде-
мия, так и гипергликемия, повышение уровня
СЖК характерно для первичного ожирения, как
основного фактора риска развития СД2Т [22].

Ранее мы обнаружили, что МДА влияет на ци-
тоскелет и целостность эндотелиального барьера,
вызывая дисфункцию модельного эндотелия че-
ловека EA.hy926 [23]. Однако остался невыяснен-
ным вопрос, влияет ли МДА на активность инсу-
линового каскада, синтез NO и эндотелиальный
барьер первичного сосудистого эндотелия чело-
века. В данной работе мы провели сравнение пря-
мых эффектов МДА и МГО на активность инсу-
линового каскада и синтез NO в эндотелиальных
клетках пупочной вены человека (HUVEC). Мы
обнаружили, что, в отличие от МГО, МДА нару-
шает барьерную функцию покоящегося эндоте-
лиального монослоя, активацию инсулином Akt,
eNOS и синтеза NO. По-видимому, МДА не на-
рушает активацию инсулинового рецептора и его
непосредственной мишени, белка IRS. Получен-
ные результаты согласуются с гипотезой о том,
что МДА может вносить вклад на ранних этапах
развития дисфункции эндотелия при СД2Т и
ожирении, в то время как действие МГО реализу-
ется на его более поздних стадиях, связанных с
хронической гипергликемией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Общелабораторные реактивы, же-
латин, 1,1,4,4-тетраэтоксипропан (для получения
МДА путем кислотного гидролиза) и МГО приоб-
ретали у фирмы Sigma-Aldrich (США) и использо-
вали, как описано ранее [23]. Стандартизированная
базовая питательная среда для культивирования
эндотелиальных клеток (EBM), стандартизиро-
ванная питательная среда с факторами роста эн-
дотелиальных клеток, содержащая 3.5 мМ глюкозы
(EGM-2MV) и карнитин приобретали у фирмы
Lonza (Швейцария). Пенициллин и стрептоми-
цин – у фирмы Gibco (США). Для нормировки
общего белка в образцах для иммуноблотинга ис-
пользовали набор реактивов BCA Protein Assay
Kit (ThermoFisher Scientific, США). В работе ис-
пользовали следующие первичные антитела фирмы
Cell Signaling (США): фосфо-IRS1 (Y612, #3203),
фосфо-Akt (Thr308, #9275), фосфо-Akt (Ser473,
#4060), Akt (#4691). Антитела против фосфо-eNOS
(Ser1177, #612392) приобретали у фирмы BD Bio-
sciences (США), антитела против винкулина

(#ab18058) у фирмы Abcam (США), антитела против
белков, модифицированных МДА (клон 12E7) или
МГО (клон 6D8) были описаны ранее [23]. Ис-
пользовали вторичные, конъюгированные с пе-
роксидазой хрена, антитела козы против антител
кролика (Cell Signaling, #7074) и антитела кроли-
ка против антител мыши (Sigma, #A9044).

Культивирование HUVEC. Эндотелий из вены
пупочного канатика человека выделяли путем об-
работки ткани коллагеназой. Выделенные клетки
высаживали на покрытые желатином чашки петри и
культивировали в среде Игла, модифицированной
по способу Дульбекко (DMEM), содержащей 10%
фетальной бычьей сыворотки, 200 мкг/мл фактора
роста эндотелия, 50 ед/мл пенициллина, 50 мкг/мл
стрептомицина и 5 ед/мл гепарина. При дости-
жении конфлюэнтности клетки пересевали с ис-
пользованием 0.05% раствора трипсина. В экс-
периментах использовали клетки 2–3 пассажа,
особенности условий культивирования указаны в
соответствующих разделах.

Проницаемость монослоя HUVEC. Для оценки
проницаемости измеряли трансэндотелиальное
электрическое сопротивление монослоя HUVEC
(ТЭС). Клетки культивировали в атмосфере 5%
CO2 при 37°С в питательной среде EGM-2MV, до-
полнительно содержавшей 2 мМ глутамина, 50 мкМ
карнитина, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл
стрептомицина. Клетки высаживали на покры-
тые 0.2–1.0% раствором желатина золотые элек-
троды в 8-луночные планшеты 8W1E и измеряли
ТЭС в режиме реального времени с помощью
прибора ECIS-z (Applied Biophysics, США). Пита-
тельную среду ежедневно заменяли на свежую до
формирования монослоя и последующей стаби-
лизации в течение 24 ч. Перед внесением МДА
или МГО питательную среду удаляли и инкуби-
ровали клетки в течение 2 ч при 37°C в растворе
Хенкса.

Измерение NO. Клетки HUVEC высаживали в
96-луночные планшеты с прозрачным дном и за-
темненными стенками (μclear black, F-bottom,
Greiner Bio-One, Австрия), покрытые 0.2% жела-
тином, и культивировали в среде EGM-2MV, как
указано выше. Для измерения NO к клеткам вно-
сили 2 мкМ DAF-FM диацетата в присутствии
1 мМ пробенецида (оба – Invitrogen, США) и 15 мМ
HEPES в базовой питательной среде EBM и сти-
мулировали клетки 100 нМ инсулином (Novo Nor-
disk, Дания). Флуоресценцию DAF регистрировали
с помощью микроскопа AxioVert 200M (Zeiss, Гер-
мания), оборудованного высокоскоростной каме-
рой AxioCam HSm с CCD-матрицей с охлаждением.
Перед внесением DAF-FM определяли фоновые



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 3  2021

МАЛОНОВЫЙ ДИАЛЬДЕГИД, НО НЕ МЕТИЛГЛИОКСАЛЬ 211

значения флуоресценции (Fb), после внесения –
начальное значение (F0), затем добавляли инсулин
или растворитель и измеряли флуоресценцию (F) в
тех же полях зрения, где и Fb и F0, с интервалом в
10 мин и минимальными временами экспозиции
во избежание эффектов выгорания. Для каждой
точки регистрировали 4 различных поля зрения.
Накопление NO рассчитывали по изменению
флуоресценции DAF, используя формулу (F –
‒ Fb)/(F0 – Fb), в линейном участке зависимости
повышения флуоресценции от времени инкубации
клеток с инсулином (как правило, 30 или 40 мин).
Полученные значения нормализовали к средним
значениям флуоресценции в контроле без добавок.

Иммуноблотинг. Монослой HUVEC выращи-
вали в покрытых 0.2% желатином 6-луночных
планшетах как описано выше. Клетки стимули-
ровали 100 нМ инсулина без предварительной де-
привации от сыворотки. Клетки промывали охла-
жденным на льду раствором Хенкса и лизировали
в 2-кратном буфере для образцов по Лэммли, до-
полнительно содержавшем коктейль ингибито-
ров протеаз и фосфатаз (ThermoFisher Scientific,
США). Клеточную ДНК разрушали механически,
пропуская образец 5 раз через иглу 30G, образцы
прогревали при 60°C в течение 25 мин, центрифу-
гировали при 16000 g при 4°C в течение 10 мин.
Иммуноблотинг и регистрацию хемилюминесцен-
ции проводили, как описано ранее [23], с исполь-
зованием набора реагентов Clarity ECL reagents
(Bio-Rad, США) и системы для визуализации Fu-
sion-SL 3500WL (Vilber Lourmat, Франция). Мем-
браны блокировали 5% раствором обезжиренно-
го молока (для анти-МДА антител) или 0.2% рас-
твором казеина (I-Block™, Fisher Scientific, США)
(для анти-МГО антител) в трис-солевом буфере с
добавлением 0.1% Tween-20 (TBST) и окрашива-
ли антителами, растворенными в 1% растворе
обезжиренного молока в TBST.

Статистическая обработка данных. Данные
анализировали с помощью критерия Стьюдента и
представляли как средние ± стандартное откло-
нение (SD). Различия считали статистически до-
стоверными при значениях p < 0.05. Все экспери-
менты проводили не менее трех раз с 3–4 парал-
лельными измерениями.

РЕЗУЛЬТАТЫ
МДА и МГО модифицируют разные белки в клет-

ках HUVEC. Чтобы подтвердить функциональность
МДА и МГО и различие их белков-мишеней в
клетках HUVEC, мы использовали антитела 12Е7 и
6D8, избирательно реагирующие с белками, моди-
фицированными МДА или МГО, соответственно.

Иммуноблотинг лизатов HUVEC, обработанных
100 мкМ МДА или 100 мкМ МГО, выявил различ-
ные наборы модифицируемых белков (рис. 1). В
контрольных клетках был обнаружен некий фо-
новый сигнал, который значительно усиливался
после обработки клеток МДА или МГО. Перекрест-
ного взаимодействия антител не наблюдалось. Эти
результаты означают, что в клетках HUVEC имеют-
ся разные мишени прямого действия МДА и МГО.

МДА, но не МГО, нарушает эндотелиальный
барьер и стимулированный инсулином синтез NO в
клетках HUVEC. Измерение ТЭС показало, что
прямое воздействие МДА (100 мкМ) ведет к быстро-
му повышению проницаемости монослоя HUVEC,
которое усиливалось с течением времени; в то же

Рис. 1. МДА и МГО модифицируют различный набор
белков в клетках HUVEC. Клетки были обработаны
100 мкМ МДА или 100 мкМ МГО в течение 4 ч, как
показано внизу, лизированы и проанализированы с
помощью иммуноблотинга, как обозначено сверху.
Показаны репрезентативные мембраны из трех неза-
висимых экспериментов.
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время МГО (100 мкМ) такого действия не оказы-
вал (рис. 2а). При этом использованная концен-
трация МДА соответствует максимальным значе-
ниям, а концентрация МГО в 40 раз превышает
максимальные значения, достигаемые в сосудистой
системе [23]. При измерении через 4 ч инкубации в
присутствии 100 мкМ МДА или 100 мкМ МГО сти-
мулированный инсулином синтез NO нарушался
только под действием МДА (рис. 2б и 2в). Эти на-
блюдения согласуются с нашими ранее получен-
ными данными о нарушении барьерной функции
культивируемых эндотелиальных клеток EA.hy926
под действием МДА [23].

МДА, но не МГО, подавляет активацию eNOS
инсулином. В клетках эндотелия ключевую роль в
инсулиновом сигнальном каскаде в направлении
синтеза оксида азота играют IRS, Akt и eNOS
(рис. 3а). Чтобы выяснить влияние МДА и МГО

на активность инсулинового каскада мы оценили
уровень активирующего фосфорилирования этих
белков в клетках HUVEC. Как видно из рис. 3б и
3в инсулин вызывал фосфорилирование IRS по
Tyr-612. Этот остаток распознается регуляторной
субъединицей PI3-киназы, связывание которой
активирует этот фермент. Аналогично инсулин
повышал уровень фосфорилирования остатка
Thr-308 в активационной петле Akt (рис. 3б и 3г),
а также остатка Ser-473, расположенного в гидро-
фобной последовательности фермента и необхо-
димого для максимальной активации Akt (рис. 3б
и 3д). Инсулин также стимулировал фосфорили-
рование eNOS по остатку Ser-1177, участвующему
в активации NO-синтазы (рис. 3б и 3в), и усили-
вал синтез NO (рис. 2б и 2в). МГО (100 мкМ) су-
щественно не влиял на активацию инсулинового
каскада. Следует отметить, что при инкубации

Рис. 2. Влияние МДА и МГО на проницаемость монослоя и синтез NO в клетках HUVEC. а – МДА (100 мкМ) снижает
сопротивление эндотелиального барьера в отличие от МГО (100 мкМ). Значения ТЭС нормированы по базовым зна-
чениям ТЭС, которые составляли 12 кОм; стрелкой обозначено время добавления МДА / МГО. Показаны репрезен-
тативные результаты из 5 независимых экспериментов, p < 0,01 для МДА против контроля. б, в – МДА (100 мкМ) в
отличие от МГО (100 мкМ) блокирует синтез NO в ответ на стимуляцию клеток инсулином. б – Изменения флуорес-
ценции DAF в клетках (средние значения ± SD, * p < 0.05 в сравнении с контролем без обработки клеток, n = 3); усло-
вия обработки клеток указаны внизу. в – Репрезентативные изображения, иллюстрирующие изменения флуоресцен-
ции DAF в клетках после стимуляции и использованные для количественного анализа, приведенного на панели б.
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клеток с МДА (100 мкМ) активация IRS сохраня-
лась (рис. 3в), но степень фосфорилирования Akt
и eNOS не увеличивалась (рис. 3б). Это значит,
что МДА, скорее всего, не влияет на активацию
инсулиновых рецепторов, но прерывает передачу
сигнала на последующих за IRS этапах, по-види-
мому, на участке PI3-киназа > PDK1 (см. рис. 3а).

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе мы показали, что МДА наруша-
ет эндотелиальный барьер, инсулиновый сигналь-
ный каскад и синтез NO в клетках сосудистого эн-

дотелия. В то же время МГО, накопление которого
связывают с нарушениями углеводного обмена (ги-
пергликемией) при СД2Т, не вызывает существен-
ных изменений ни барьерной функции HUVEC, ни
активности инсулинового каскада, ни синтеза
NO. Учитывая, что максимальные концентрации
МГО, обнаруженные in vivo, примерно в 40 раз
ниже использованных [23], представляется мало-
вероятным, что МГО может прямо влиять на эн-
дотелиальный барьер и инсулиновый каскад при
СД2Т. Обнаруженные нами различия по влия-
нию МДА и МГО на сосудистый эндотелий со-
гласуются с точкой зрения о том, что дислипиде-

Рис. 3. Влияние МДА и МГО на фосфорилирование белков инсулинового сигнального каскада в клетках HUVEC. а –
Схема активации синтеза оксида азота (NO) за счет передачи сигнала от рецептора инсулина (mTorC2 – второй ком-
плекс mTOR, PIP3 – фосфатидилинозитол-3,4,5-трисфосфат, PDK1 – фосфоинозитид-зависимая киназа-1). б – Ре-
презентативные мембраны лизатов клеток HUVEC, стимулированных 100 нМ инсулином после инкубации в присут-
ствии 100 мкМ МДА или 100 мкМ МГО, после окраски антителами, специфичность которых указана слева. в–е – Ста-
тистический анализ результатов, представленных в б. Показаны средние значения ± SD из трех независимых
экспериментов. Условия инкубации обозначены в нижней части панелей.
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мия и/или ожирение могут быть более значимы
для дисфункции эндотелия и нарушения инсули-
новой сигнализации при развитии сердечно-со-
судистых осложнений на начальных этапах раз-
вития СД2Т.

Считается, что МДА возникает в результате дей-
ствия АФК на полиненасыщенные жирные кисло-
ты в составе биологических мембран [20]. Однако
есть данные о том, что и насыщенные СЖК также
могут приводить к образованию МДА. В частности,
мы обнаружили, что длительная инкубация первич-
ного эндотелия HUVEC с пальмитатом, типичным
представителем СЖК, приводит к индукции мито-
хондриальных АФК и накоплению МДА (данные
не представлены). Несмотря на отсутствие ясного
понимания механизма, который связывает высо-
кий уровень внешнего пальмитата с образованием
МДА внутри клеток, сходные наблюдения были
сделаны в работах с макрофагами [24], сосудисты-
ми [25] и гладкомышечными клетками человека
[26]. Кроме того, обнаружена выраженная корре-
ляция между уровнем МДА в крови и весом тела у
пациентов с СД2Т [27]. Совокупность этих дан-
ных свидетельствует о наличии связи между по-
вышенным уровнем СЖК и уровнем МДА.

Конститутивная активность eNOS и генера-
ция NO играют важную роль в поддержании ба-
рьерной функции микрососудов [27–32], а также
базовой барьерной функции культивируемого
эндотелия [33, 34]. Активность eNOS регулирует-
ся взаимодействием с различными белками, на-
пример, кавеолином-1 и Ca2+-кальмодулином, а
также фосфорилированием и внутриклеточной
локализацией eNOS [32]. Инсулин усиливал ба-
рьерные свойства эндотелия микрососудов, акти-
вируя PI3-киназу и синтез NO [35], и препятство-
вал их нарушению под действием окислительного
стресса [36]. В связи с этим мы исследовали влия-
ние МДА и МГО на активность инсулинового
каскада и синтез NO в клетках HUVEC. МДА, но
не МГО, подавлял активирующее фосфорилиро-
вание ключевых компонентов инсулинового каска-
да, в том числе eNOS по остатку Ser-1177 (рис. 3), и
подавлял стимулируемый инсулином синтез NO
(рис. 2). В то же время сохранялась стимуляция
инсулином фосфорилирования IRS, что указыва-
ет на сохранение активности инсулинового ре-
цептора. Кроме того, МДА подавлял только реак-
ции на стимуляцию инсулином, но существенно
не влиял на базовую активность инсулинового кас-
када и базовый синтез NO. Учитывая неспецифиче-
ское воздействие МДА на клеточные белки, можно
предполагать, что его эффект не ограничивается по-
давлением активации eNOS, но может затрагивать
активность и других белков-мишеней, в том чис-

ле белков межклеточных контактов. Для их иден-
тификации нужны дальнейшие исследования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (проект № 19-15-00361) в части, касающей-
ся экспериментов с измерениями проницаемости
эндотелия, и РФФИ (проект № 18-315-00377) в
остальной работе. Авторы выражают благодар-
ность Т.Н. Власик и Е.Е. Ефремову за предостав-
ление антител против белков, модифицирован-
ных МДА или МГО.
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Malondialdehyde but Not Methylglyoxal Impairs Insulin Signaling, 
NO Production, and Endothelial Barrier

M. V. Samsonov1, N. V. Podkuychenko1, V. Z. Lankin2, А. V. Vorotnikov1, *, and V. P. Shirinsky1, **
1National Medical Research Center for Cardiology, Institute of Experimental Cardiology, Moscow, 121552 Russia

2National Medical Research Center for Cardiology, Institute of Clinical Cardiology, Moscow, 121552 Russia
*e-mail: a.vorotnikov@icloud.com

**e-mail: shirinsky@gmail.com

Dyslipidemia and hyperglycemia portray “cause-and-consequence” of type 2 diabetes mellitus (T2DM).
They are linked to malondialdehyde (MDA) and methylglyoxal (MGO) generation that results from mem-
brane lipid peroxidation and oxidative glucose conversions. We compared the effects of exogenous MDA and
MGO on human umbilical vein endothelial cells and found that MDA, but not MGO, impairs insulin acti-
vation of PI3-kinase pathway, NO production, and endothelial barrier capacity. MDA abolished insulin ac-
tivation of Akt and eNOS but not that of insulin receptor substrate (IRS). These results substantiate the hy-
pothesis that MDA may be involved in endothelial dysfunction as the early event in the development of
T2DM.

Keywords: malondialdehyde, methylglyoxal, insulin signaling, NO, human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC, endothelial barrier
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