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Лечение сахарного диабета путем подкожного 
введения инсулина имеет ряд недостатков, так 
как создает постоянный стрессовый фон у боль­
ных, не решает вопроса профилактики диабети­
ческих ангиопатий и не обеспечивает достаточ­
ных концентраций инсулина в печени. Наиболее 
физиологичным путем введения инсулина явля­
ется пероральный способ, так как, всасываясь в 
кишечнике в кровь, гормон попадает в воротную 
систему печени. Однако белковая природа гор­
мона делает такой способ введения трудноосу- 
шествимым из-за протеолиза инсулина в желу­
дочно-кишечном тракте. В связи с этим были 
предприняты попытки защитить инсулин от воз­
действия протеаз желудка 11). Одним из перспек­
тивных подходов к созданию пероральной лекар­
ственной формы может быть включение гормона 
внутрь липидных везикул (липосом) |1, 2]. В ряде 
работ [3, 5, 8] было показано, что по способности 
захватывать инсулин и транспортировать его в 
кровяное русло наиболее эффективными явля­
ются липосомы, состоящие из отрицательно 
заряженных фосфолипидов.

В настоящей работе изучено влияние перораль­
ного введения инсулинсодержащих отрицательно 
заряженных липосом разного фосфолипидного 
состава на концентрацию глюкозы и имму­
нореактивного инсулина в крови крыс с аллокса- 
ниндуцированным диабетом.

Материалы и методы

Для формирования отрицательно заряженных липосом ис­
пользовали фосфатидилхолин (ФХ) из яичного желгка и фос- 
фатидилинозит (ФИ) из пекарских дрожжей Харьковского 
предприятия бактерийных препаратов. Дипальмитоилфосфа- 
тидилхолин (ДПФХ) синтезировали по методу, описанному в 
(6], дипальмитоилфосфатидилэтанол (ДПФЭ) получали из 
ДПФХ с помощью фосфолипазы D 111 ].

Инсулинсодержащие липосомы получали следующим 
образом. Хлороформные растворы смеси 33 мкмоль ДПФХ и 
33 мкмоль ДПФЭ или смеси ФХ с ФИ в таком же коли­
чественном соотношении упаривали на роторном испарителе 
до постоянной массы колбы. К пленке липида добавляли 4 
мг бычьего инсулина с удельной активностью 27 МЕ/мг в 2 
мл 10 мМ трис-HCl буферного раствора pH 8,0, содержащего 
I мМ ЭДТА. Смесь встряхивали при 50“С до образования од­
нородной дисперсии. Полученную дисперсию обрабатывали 
ультразвуком в атмосфере инертного газа на дезьштеграторе 
УЗДН-2Т 3 раза по 1 мин с 2-минутными интервалами.

Полноту включения инсулина в липосомы проверяли с 
помощью гельпроникающей хроматографии. В колонку (18 х 
х 350 мм), заполненную сефарозой 4В, вносили 0,75 мл ли­
посом и промывали вышеуказанным буферным раствором со 
скоростью 0,9-1,0 мл/мин. В собранных фракциях объемом 
I мл определяли концентрацию белка и фосфолипидов по 
методикам, описанным в работах (7, 10].

Сахарный диабет у самцов крыс вызывали однократным 
введением аллоксана в дозе 150 мг на 1 кг массы тела. Жи­

вотных использовали в эксперименте через 2 иед после вве­
дения токсина по окончании острой фазы развития болезни.

За сутки до эксперимента крысы получали только воду. 
Инсулинсодержащие смеси вводили животным внугрижелу- 
дочно с помощью специального зонда, а контрольным жи­
вотным - только буферные растворы, на которых были приго­
товлены инсулинсодержащие смеси. Кровь у животных брали 
из хвостовой вены, с использованием раствора гепарина.

Содержание иммунореактивного инсулина в сыворотке 
или плазме крови измеряли с помощью набора реактивов для 
радиоиммунологического определения инсулина рио-ИНС- 
1251-М, изготовленного на хозрасчетном опытном произ­
водстве Института биоорганической химии АН Беларуси. 
Концентрацию глюкозы в крови определяли о-толуидиновым 
методом.

Результаты и их обсуждение

Для формирования инсулинсодержащих липо­
сом в качестве липидного компонента нами 
выбраны эквимолярные смеси природных ФХ и 
ФИ и синтетических ДПФХ и ДПФЭ. Липосомы 
из таких липидов имеют близкий по величине 
заряд гидрофильной поверхности, но различают­
ся фазовым состоянием гидрофобного слоя. По 
данным гельпроникающей хроматографии на се­
фарозе 4В, оба типа липосом захватывают более 
70% инсулина при исходном мольном соотноше­
нии липид/белок 100 : 1.

Биологическая активность полученных инсу­
линсодержащих липосом была проверена в серии 
опытов на крысах-самцах с аллоксановым диабе­
том. В экспериментальные группы (по 7-8 жи­
вотных) были отобраны крысы с концентрацией 
сахара, превышающей 250 мг%. В эти группы не 
входили животные в острой фазе болезни, так 
как на фоне комплексного нарушения гомеоста­
за реакция организма на введение липосом мо­
жет быть опосредована другими патогенными 
процессами, протекающими независимо от раз­
вития диабета.

Процедура взятия крови подвергает животных 
стрессу, на 1 -й стадии ее могут возникать 
симптомы, внешне совпадающие с проявлением 
диабетического синдрома и искажающие конеч­
ную картину наблюдений. В связи с этим в 
экспериментах на здоровых животных и на жи­
вотных с аллоксановым диабетом было изучено 
влияние процедуры взятия крови на содержание 
глюкозы и инсулина в крови. Как следует из по­
лученных данных (рис. I), при стрессовом состо­
янии в крови крыс на 15-20% повышается коли­
чество иммунореактивного инсулина при од­
новременном снижении концентрации глюкозы. 
Следует отметить, что реакция больных и здоро­
вых крыс в количественном отношении была 
одинаковой.
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Рис.1. Количественные изменения уровня иммунореактивно­
го инсулина и глюкозы в крови крыс с аллоксановым диабе­
том и здоровых крыс, вызванные процедурой взятия крови из 
хвостовой вены.
Треугольники - инсулин у здоровых крыс (светлые) и у крыс с аллоксановым ди­
абетом (темные): кружки — глюкоза у здоровых крыс (светлые) и у крыс с аллок­
сановым диабетом (темные). Здесь и на рис.2 значения в точках на графике явля­
ются средним арифметическим показателей крови животных для каждой 
экспериментальной группы. В каждой группе по 7-8 животных.

На рис. 2.,а представлены данные иммунохи- 
мического определения концентрации инсулина 
в крови животных с аллоксановым диабетом 
после перорального введения инсулинсодержа­
щих липосом из эквимолярных смесей ДПФХ/ 
ДПФЭ и ФХ/ФИ. Введение как одних, так и 
других липосомальных препаратов уже через 30 
мин увеличивает концентрацию иммунореактив­
ного инсулина по сравнению с контролем. Раз­
ница в концентрации инсулина в крови живот­
ных из опытной и контрольной групп сущест­
венно выше прироста, вызванного стрессом, и 
достигает более 100 % через 1,5 ч после введения 
липосом. Введение пустых липосом или их меха­
нической смеси с раствором инсулина не приво­
дит к каким-либо изменениям уровня инсулина 
или глюкозы в крови крыс с аллоксановым ди­
абетом .

Увеличение концентрации инсулина, вызван­
ное липосомами из смеси ДПФХ и ДПФЭ, 
хорошо совпадает с изменением концентрации 

глюкозы в крови: уровень сахара снижается до 
140 мг% от исходных 270 мг% (рис. 2,6). В то же 
время аналогичная обработка животных липосо­
мами из ФХ и ФИ не только снижала уровень 
глюкозы, но в большинстве случаев повышала 
его. Кроме того, наблюдалась индивидуальная 
реакция животных в отношении фосфатидили­
нозитсодержащих липосом. Такое действие ли­
посом на основе ФХ и ФИ мы объясняем тем, 
что липидный бислой, сформированный из при­
родных фосфолипидов, слабо защищает гормон 
от протеолиза в желудочно-кишечном тракте. Об­
разующиеся в процессе протеолиза иммунореак­
тивные, но не облад;иощие гормональными свой­
ствами фрагменты инсулина вместе с липидами 
всасываются в кровь и вносят вклад в концен­
трацию инсулина, определяемую в сыворотке с 
помощью иммунохимического анализа. Часть 
неактивных фрагментов гормона, по-видимому, 
сохраняет способность связываться с рецепторами. 
Так как количество иммунореактивных фрагмен­
тов инсулина в крови в первые 3 ч после введе­
ния липосом из ФХ и ФИ непрерывно растет и 
достигает трехкратного уровня относительно 
эндогенного гормона, происходит конкурентное 
замещение последнего на рецепторах. Как след­
ствие такого замещения мы наблюдаем рост кон­
центрации глюкозы, уровень которого зависит от 
количества проникших в кровяное русло неак­
тивных фрагментов гормона и степени их срод­
ства к рецепторам инсулина. Основываясь на 
предложенной гипотезе и экспериментальных 
данных, можно заключить, что липидная оболоч­
ка из ДПФХ и ДПФЭ более надежно защищает 
инсулин от разрущения в желудочно-кишечном 
тракте и способствует проникновению гормона в 
кровоток в неизменном виде. Это заключение 
хорошо согласуется с данными работ |4, 91, в ко­
торых показано, что дипальмитоилфосфатидил- 
холиновые липосомы по сравнению с липосома­
ми из природных фосфолипидов более устойчи­
вы к действию детергентов и фосфолипаз 
пищеварительной системы.

Выводы

1. Перор;1льное введение крысам инсулинсо­
держащих отрицательно заряженных липосом из 
природных или полусинтетических фосфолипи­

Рис. 2. Изменение концентрации иммунореак­
тивного инсулина (а) и глюкозы (6) повремени 
после перорального введения инсулинсодержа­
щих липосом:
1 - ДПФХ/ДПФЭ липосомы: 2 — ФХ/ФИ липосомы: 1 
уровень иммунореактивного инсулина (о) и глюкозы (б, 270 мг%) у 
крыс с аллоксановым диабетом, II —уровень глюкозы (б, 115мг%) у 
здоровых крыс.
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дов приводит к увеличению содержания в крови 
иммунохимически определяемого инсулина.

2. Пероральное введение инсулинсодержащих 
липосом, состоящих из эквимолярной смеси ди- 
пальмитоилфосфатидилхолина и дипальмитоил- 
фосфатидилэтанола, в отличие от липосом из 
природных фосфатидилхолина и фосфатидили- 
нозита вызывает снижение концентрации глюко­
зы в крови крыс с аллоксаниндуцированным ди­
абетом.
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A. A. Akhrem, M. S. Vorobyov, M. A. Kisel, I. S. Tsybovsky, Z. V. 
Zaborovskaya, Ye. A. Kholodova - HYPERINSULINEMIA IN 
RATS WITH ALLOXAN DIABETES AFTER ORAL ADMIN­
ISTRATION OF INSULIN-CONTAINING NEGATIVELY 
CHARGED LIPOSOMES

Summary. The effect of oral administration of insulin-con­
taining negatively charged liposomes on the immunoreactive insu­
lin level and glucose concentration in the blood of rats with allox­
an diabetes was studied. Liposomes were formed from equimolar 
mixtures of either natural phosphatidylcholine and phosphatidyli­
nositol or semisynthetic dipalmitoyl phosphatidylcholine and di­
palmitoyl phosphatidylethanol. More than 70% of insulin was en­
capsulated in liposomes at initial molar lipid to insulin ratio 100:1. 
Oral administration of both liposomal species results in hyperin- 
suluiemia. Hyperinsulinemia induced by liposomes from semisyn­
thetic phospholipids is attended by a decrease of blood glucose 
concentration. No correlation between insulin level and glucose 
concentration in the rat blood after oral intake of phosphatidyl i- 
nositol-containing liposomes is observed.
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После публикации данных об обнаружении инсулина в 
ткани мозга [36] резко возрос интерес к изучению роли инсу­
лина в центральной нервной системе (ЦНС) 12,4] и измене­
ний в ЦНС при сахарном диабете.

У больных сахарным диабетом установлена высокая часто­
та психических нарушений |55|. Описаны осложнения со 
стороны нервной системы у детей, матери которых во время 
беременности были больны сахарным диабетом ]3].

Выявлена роль инсулина в развитии и дифференцировке 
нейронов [35, 74], потенцировании синаптической активнос­
ти [25], обмене катехоламинов [73], транскрипции генов в 
нервных клетках [20], что позволяет лучше понять механизм 
развития диабетической энцефалопатии.

В настоящем обзоре дан анализ результатов эксперимен­
тальных исследований ЦНС при диабете.

Функции ЦНС изучаются на самых разных уровнях, 
объектах и моделях: психологическое тестирование и изуче­
ние когнитивных процессов у людей, изучение индивиду­
ального и зоосоциального поведения животных, обучения 
новым навыкам, морфологическое изучение мозга, исследо­
вание гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) и его проница­
емости, генетические и молекулярно-биологические исследо­
вания мозговой ткани, изучение содержания и обмена биоло­
гически активных веществ в мозге и рецепторов к ним, 
электрофизиологические исследования методами электроэн­
цефалографии, вызванных потенциалов и регистрации 
нейрональной активности. В обзоре рассмотрены результаты 
только аналитических методов изучения ЦНС.

Содержание инсулина и рецепторов к нему в мозговой ткани

Так как основным патогенетическим фактором в развитии 
сахарного диабета является прямая или опосредованная не­
достаточность инсулина в организме, естественным является 
вопрос о содержании инсулина и рецепторов к нему в мозго­

вой ткани при данной патологии. Однако в настоящее время 
данных по этому вопросу малочисленны и противоречивы. 
По данным I. Oomura и Н. Kita [66], содержание мозговою 
инсулина у крыс со сгрептозотоииновым диабетом из-за 
большой вариабельности и малого числа определений не от­
личается от такового у интактных животных. По данным 
других авторов, содержание инсулина в мозге при сахарном 
диабете не изменено [24, 37], снижено [541 или повышено (43|.

Связывание инсулина мозговой тканью у генетически туч­
ных Zucker-крыс (fa/fa) снижено в гипоталамусе и не измене­
но в коре больших полушарий уже в шестинедельном возрас­
те [60], снижено в обонятельной луковице у гетерозиготных 
(Fa/fa) и тучных (fa/fa) взрослых Zucker-крыс, а также в обо­
нятельной луковице, коре больших полушарий и гипоталаму 
се у тучных Wistar Kyoto (fa/fa) крыс [29|.

Связывание инсулина изолированными микрососудамн 
мозга значительно снижено у крыс, получавших стрептозо- 
цин (СТЗ), в сравнении с контрольными животными [31 ' 
Данные о связывании инсулина нейрональными и глиальны­
ми клетками у животных с диабетом мы не обнаружили. Од­
нако имеется указание на ухудшение киназной активности 
инсулинового рецептора у крыс со стрептозотоциновым ди­
абетом [77]. По-видимому, если не за счет продукции или со­
держания поступающего через ГЭБ инсулина в мозговой тка­
ни. то за счет сниженного связывания его рецепторами при 
сахарном диабете в ЦНС имеется инсулиновая недостаточ­
ность.

Гематоэнцефалический барьер

В настоящее время уже нет сомнений в том, что инсулин 
проникает в мозг через ГЭБ [8, 26], более того, предлагается 
использовать инсулин как транспортер специфических ле­
карстве ЦНС при заболевании СПИДом [7|. Нарушению 
функции ГЭБ отводится важная роль в патогенезе таких ос­
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