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Изучена способность инсулина и ганглиозидов при их раздельном и совместном
применении повышать жизнеспособность нейронов в культуре в условиях окис-
лительного стресса и нормализовать нарушения метаболизма в коре мозга крыс,
вызванные активацией свободнорадикальных реакций, при ишемии переднего
мозга и последующей реперфузии. Найдено, что преинкубация нейронов коры
мозга крыс с инсулином и ганглиозидом GM1 значительно повышает жизнеспо-
собность этих клеток, подвергнутых воздействию перекиси водорода. Показано,
что при двухсосудистой ишемии переднего мозга крыс и реперфузии в коре моз-
га происходит достоверное увеличение ряда продуктов перекисного окисления
липидов и окислительная инактивация Na+,K+-АТФазы. Найдено, что введение
инсулина (0.25 МЕ/крысу, интраназально) или ганглиозидов мозга (15 мг/кг
массы тела, внутривенно) предотвращает накопление Шиффовых оснований и
повышает активность Na+,K+-АТФазы в коре мозга крыс с ишемией/реперфу-
зией мозга. При совместном введении инсулина и ганглиозидов в указанных от-
носительно низких дозах не выявлено достоверного усиления эффектов друг
друга этими нейропротекторами. Эффект интраназального введения инсулина в
дозе 0.5 МЕ/крысу более выражен, чем эффект его введения в дозе 0.25 МЕ/крысу.
Введение 0.5 МЕ инсулина нормализует уровень конъюгированных диенов и
триенов, Шиффовых оснований и активность Na+,K+-АТФазы в коре мозга
крыс с ишемией/реперфузией мозга. Таким образом, показана способность ин-
сулина и ганглиозидов мозга частично или полностью предотвращать снижение
числа выживших нейронов в культуре в условиях окислительного стресса и нару-
шения метаболизма в коре мозга, вызванные активацией свободнорадикальных
реакций, при ишемии/реперфузии переднего мозга. При этом аддитивность эф-
фектов инсулина и ганглиозидов отсутствовала.
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Одной из основных причин гибели нервных клеток мозга при нейродегенера-
тивных, ишемических, диабетических и травматических поражениях мозга является
чрезмерная активация свободнорадикальных реакций и, как следствие, развитие
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окислительного стресса. Инсулин и основные ганглиозиды мозга (GM1, GD1a,
GD1b и GT1b) обладают защитным и антиоксидантным эффектами при действии
на нейроны мозга и клетки нейрональных линий [1–6]. Однако их способность
нормализовать нарушения метаболизма, связанные с активацией свободноради-
кальных реакций, при ишемии и последующей реперфузии мозга в настоящее время
слабо изучена.

Исследования последних лет убедительно доказали, что инсулин является од-
ним из наиболее перспективных нейропротекторов. В многочисленных опытах по-
казано, что инсулин, вводимый интраназально животным с нейродегенеративны-
ми или диабетическими поражениями мозга, оказывает отчетливо выраженный
нейропротекторный эффект [7–9]. Нейропротекторное действие интраназально
вводимого инсулина подтверждено также в клинических испытаниях инсулина
при лечении пациентов с болезнями Альцгеймера и Паркинсона [10–14]. Это обу-
словлено тем, что при нейродегенеративных заболеваниях инсулиновая сигнализа-
ция в мозге ослабевает в результате активации негативных регуляторов инсулино-
вого сигналинга; при этом повышение уровня инсулина, вызванное его интрана-
зальным введением, по крайней мере частично восстанавливает инсулиновый
сигналинг в нейронах [15]. В свою очередь, при сахарном диабете 2-го типа и мета-
болическом синдроме, особенностью которых является развитие периферической
инсулиновой резистентности, нарушается транспорт инсулина в мозг через гема-
тоэнцефалический барьер и, как следствие, содержание инсулина в мозге падает
[16, 17]. Интраназально вводимый инсулин в этом случае компенсирует дефицит
гормона в ЦНС. Необходимо отметить, что ослабление инсулинового сигналинга в
мозге ведет не только к нарушению метаболизма и функций мозга, но и к ослабле-
нию центральной регуляции физиологических и биохимических процессов в пери-
ферических органах и тканях [18, 19]. При интраназальном введении инсулин по-
падает непосредственно в мозг при участии клеток обонятельного и тройничного
нервов, минуя гематоэнцефалический барьер [20–22], что приводит к быстрому
повышению уровня инсулина и нормализации инсулинового сигналинга в гиппо-
кампе и других районах мозга.

При системном введении инсулина его защитный эффект на нейроны мозга при
поступлении через гематоэнцефалический барьер может в значительной мере ни-
велироваться его гипогликемическим эффектом, который способен оказывать
опосредованное негативное влияние на жизнеспособность и метаболизм нервных
клеток мозга. Крайним выражением отрицательного влияния системного введения
инсулина на мозг является инсулиновая кома. При интраназальном же введении
инсулина он попадает непосредственно в мозг [20–22] и не способен оказывать
выраженного влияния на уровень глюкозы в крови. Более того, при сахарном диа-
бете 2-го типа и метаболическом синдроме системное введение инсулина только
усугубляет инсулиновую резистентность и при этом не восполняет дефицит инсу-
лина в мозге из-за вызванных его воздействием нарушений в работе гематоэнцефа-
лического барьера, т.к. его образующие клетки становятся резистентными к инсу-
лину [16, 17]. При интраназальном же введении инсулина его поступление в мозг,
как уже указывалось, не зависит от работы барьера между кровью и мозгом [21, 22].

Важно отметить, что в литературе нам не встретилось работ, посвященных изу-
чению эффектов интраназального введения инсулина животным с ишемией мозга
и его последующей реперфузией. Исключение составляют лишь отдельные работы
нашей лаборатории, в которых, в частности, изучались различия в развитии пора-
жения мозга и в эффектах интраназально вводимого инсулина у старых и молодых
крыс с ишемией и реперфузией мозга [23, 24]. Дело в том, что при ишемии мозга (в
отличие от нейродегенеративных и диабетических патологий) исследователи со-
средоточились в основном на изучении эффектов интраназально вводимого инсу-
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линоподобного фактора роста (IGF-1), а не инсулина. Показано, что вводимый
интраназально IGF-1 обладает нейропротекторным эффектом при разных формах
ишемии и реперфузии мозга (см., например, [25, 26]). Однако IGF-1 характеризу-
ется высоким онкогенным потенциалом и последствия от его применения в кли-
нике мало изучены. Поэтому инсулин, вводимый интраназально, является более
перспективным нейропротектором для применения в клинике, чем IGF-1 [27].
Тем самым, изучение защитных и антиоксидантных эффектов инсулина при его
интраназальном введении животным с ишемическим и реперфузионным пораже-
нием мозга является актуальным. Следует отметить, что в литературе имеются от-
дельные данные о нейропротекторном эффекте инсулина при его системном [28,
29] или интрацеребровентрикулярном [30] введении животным с ишемией и ре-
перфузией мозга. В рамках этих исследований делались попытки изучить причины
усиления ишемического поражения мозга у животных с диабетом 2-го типа [29].
Однако в клинике такие подходы могут оказаться либо малоэффективными (си-
стемное введение), либо малопригодными для широкого применения (введение в
спинномозговую жидкость).

Ганглиозиды также обладают нейропротекторным эффектом. Это показано не
только в опытах in vitro [1–4], но и в опытах in vivo [31–33]. Так, введение ганглио-
зидов животным при нейродегенеративных, ишемических и других неблагоприят-
ных воздействиях на мозг повышает жизнеспособность нейронов мозга, предот-
вращает их гибель и улучшает состояние животных [31–33]. Несмотря на то, что
это показано преимущественно на примере введения животным наиболее стабиль-
ного ганглиозида GM1, другие основные ганглиозиды мозга также обладают хоро-
шо выраженным защитным эффектом на нейроны мозга в опытах in vitro и in vivo
(см., например, [3, 34]).

Мы судили об эффектах инсулина и ганглиозидов мозга в опытах in vivo по их
способности предотвращать накопление продуктов перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) и окислительную инактивацию Na+,K+-АТФазы при введении крысам,
подвергнутым двухсосудистой ишемии переднего мозга в сочетании с гипотензией
и последующей реперфузией. В связи с тем, что развитие окислительного стресса
при этой патологии является одним из основных факторов, приводящих к гибели
нервных клеток, полученные данные позволяют судить о наличии не только анти-
оксидантного, но и защитного эффекта инсулина и ганглиозидов мозга. В отноше-
нии вводимого интраназально инсулина такого рода исследования других авторов
на животных с ишемическим поражением мозга в литературе нам не встретились.
В отношении ганглиозидов мозга, ранее было показано [35, 36], что введение ган-
глиозида GM1 крысам с поражением мозга вследствие ишемии/реперфузии при-
водит к снижению накопления таких продуктов ПОЛ, как малоновый диальдегид
(МДА) и 4-гидроксиноненаль (4-HNE). При этом проведенное нами исследование
дополняет эти данные. Так, нами показано снижение в коре мозга крыс с ишеми-
ей/реперфузией мозга при введении им ганглиозидов уровня других продуктов
ПОЛ – Шиффовых оснований, а также конъюгированных диенов и триенов.

Большой интерес для будущих клинических испытаний представляет выявление
нейропротекторов, усиливающих защитное и антиоксидантное действие друг дру-
га на нервные клетки. Экспериментальная проверка того, способны ли инсулин и
основные ганглиозиды мозга усиливать (аддитивно или синергически) нейропро-
текторный эффект друг друга, ранее не проводилась. Между тем показано, что ган-
глиозид GM1 и фактор роста нервов NGF синергически усиливают протекторный
эффект друг друга на нейроны спинного мозга в условиях эксайтотоксичности [2].
Нами поставлена задача изучить, способны ли инсулин и ганглиозиды мозга уси-
ливать защитные и антиоксидантные эффекты друг друга на нейроны коры мозга в
культуре, находящиеся в состоянии окислительного стресса, и при введении жи-
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вотным с поражением мозга, вызванным его ишемией и реперфузией. Совместное
использование нейропротекторов, обладающих способностью аддитивно или си-
нергически усиливать эффекты друг друга благодаря модуляции сигнальных путей,
может быть одним из подходов для повышения их потенциала противостоять раз-
витию нейропатий при нейродегенеративных, ишемических или диабетических
поражениях мозга.

Целью работы было сравнительное изучение способности инсулина и ганглио-
зидов мозга предотвращать или уменьшать гибель нейронов, находящихся в состо-
янии окислительного стресса, а также при раздельном и совместном введении этих
протекторов крысам с двухсосудистой ишемией переднего мозга и последующей
реперфузией восстанавливать нарушения метаболизма в коре мозга крыс, вызван-
ные активацией свободнорадикальных реакций. Нами показано, что инсулин и
ганглиозиды мозга обладают нейропротекторным и антиоксидантным эффектами
при действии на нейроны коры мозга крыс в опытах in vitro и in vivo, но при этом не
выявлено их способности достоверно усиливать эффекты друг друга.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования на животных проведены в соответствии с принципами междуна-
родных норм по биоэтике, рекомендациям комиссии по биоэтике Института эволю-
ционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова, заседание 10 от 29.10.2020,
протокол #10/2020.

Реактивы. Перекись водорода, 3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2H-
тетразолия бромида (МТТ), додецилсульфат натрия, NADH, хлоралгидрат, поли-
d-лизин и инсулин приобретены у фирмы Sigma (США). Диметилформамид (х. ч.)
приобретен у фирмы Вектон (Россия). Среда инкубации Neurobasal medium и ро-
стовые добавки B-27 и B-27 без инсулина произведены фирмой Gibco (Великобри-
тания).

Первичные культура нейронов коры мозга. Нервные клетки выделяли из коры моз-
га эмбрионов крыс линии Вистар на 17–18-й дни развития, как это описано ранее [37].
При работе с животными соблюдали все международные нормы по биоэтике. Сус-
пензию клеток высеивали по 5 × 105 в каждую лунку в 24-луночные планшеты, по-
крытые поли-d-лизином, в среде Neurobasal medium с 2% ростовой добавкой B-27.
Опыты in vitro начинали на 6–7-й дни культивирования клеток в этой среде. Клет-
ки промывали дважды фосфатным буфером Dulbecco, переводили в среду Neuro-
basal medium, содержащую 1% ростовой добавки B-27 без инсулина, за 18 ч до начала
эксперимента. Преинкубацию нейронов коры мозга с 1 мкМ инсулином или
10 мкМ ганглиозидом GM1 или с обоими нейропротекторами одновременно про-
водили в течение 1 ч. После этого нейроны коры мозга подвергали действию
100 мкМ перекиси водорода в течение 6 ч.

Определение жизнеспособности нейронов коры мозга в культуре. Оценку жизне-
способности нейронов коры мозга проводили, используя колориметрический ме-
тод, который базируется на способности митохондрий жизнеспособных клеток
восстанавливать 3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2H-тетразолий бромид
(МТТ) в окрашенный МТТ-формазан [38]. В разных опытах нейроны коры мозга
были выделены из мозга эмбрионов крыс, полученных от разных самок. Обычно
брали эмбрионы от двух или трех самок (в зависимости от числа эмбрионов у каж-
дой из них).

МТТ добавляли к пробам в конечной концентрации 0.05% на 2 ч. Образовав-
шийся нерастворимый МТТ-формазан растворяли в лизирующем растворе (его до-
бавляли в количестве 167 мкл на лунку планшета) и проводили измерение экстинк-
ций проб при 595 нм. Для приготовления лизирующего раствора использовали 36 г
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додецилсульфата натрия, 90 мл диметилформамида и 90 мл 0.1 М соляной кисло-
ты. Экстинкцию контрольных проб принимали за 100%, экстинкции других проб
выражали в процентах от контроля. В каждом опыте проводили по 3 параллельных
определения.

Двухсосудистая ишемия переднего мозга крыс. Двухсосудистую ишемию переднего
мозга вызывали у самцов крыс линии Вистар массой 270–330 г, наркотизирован-
ных хлоралгидратом в дозе 400 мг на 1 кг массы тела крыс, путем пережатия каро-
тидных артерий на 20 мин в сочетании с гипотензией (снижением артериального
давления до 40 мм рт. ст.) [39]. Реперфузию мозга проводили в течение 1 ч, разжи-
мая каротидные артерии и возвращая в кровяное русло кровь с гепарином, ото-
бранную шприцом на стадии ишемии, как описано ранее [39]. Ложнооперирован-
ных крыс использовали в качестве контрольных животных. При работе с животными
соблюдали все международные нормы по биоэтике. Сразу же по окончании перио-
да реперфузии наркотизированных крыс декапитировали, извлекали мозг, промы-
вали его охлажденным физиологическим раствором и помещали на лед для отделе-
ния коры от других структур мозга. Для анализа всех показателей использовалась
кора мозга целиком, без специального разделения на зоны. Анализ активности
Na+,K+-АТФазы проводили в тот же день. В опытах по определению содержания
продуктов ПОЛ получение из суммарной навески коры мозга крыс липидного хло-
роформ-метанолового экстракта проводилось по методу Фолча и соавт. [40] в тот
же день. Взятие аликвот этого экстракта и анализ содержания в них (после упари-
вания хлороформа и метанола) разных продуктов ПОЛ в соответствии с рекомен-
дуемыми процедурами также осуществляли в день ишемического и реперфузион-
ного воздействия на мозг крыс.

Инсулин в дозе 0.25 и 0.5 МЕ на крысу вводили интраназально за 1 ч до окклю-
зии – в каждую ноздрю по 10 мкл раствора, содержащего 0.5 или 1 мг инсулина в
1 мл цитратного буфера соответственно. Цитратный буфер готовили как смесь рав-
ных объемов 100 мМ лимонной кислоты и 100 мМ цитрата натрия, pH 4.4.

Ганглиозиды выделяли из серого вещества мозга быка по методу Фолча и соавт.
[40], верхний водно-метанольный слой после расслоения очищали от возможных
примесей, оставшихся в верхнем слое липидов, промывкой равным объемом ниж-
него хлороформ-метанольного слоя. Для избавления от низкомолекулярных при-
месей препарат очищали диализом в дистиллированной воде (в течение 5–6 дней
со сменой воды 1 раз в сутки). Затем раствор, содержащий ганглиозиды, лиофили-
зировали. Препарат (для освобождения от оставшихся белковых и других приме-
сей) растворяли в смеси хлороформ–метанол (1 : 1) с последующей фильтрацией
через обезжиренный бумажный фильтр. Затем его подвергали очистке на колонках
Сефадекс-25 (fine), используя в качестве элюента смесь хлороформ–метанол–вода
(60 : 30 : 4.5). 15 мг ганглиозидов на кг массы тела вводили крысам внутривенно за
20 мин до ишемического воздействия.

Определение содержания продуктов ПОЛ и активности Na+,K+-АТФ-азы в коре
мозга крыс с ишемией и реперфузией мозга и ложнооперированных животных. Содер-
жание продуктов ПОЛ в коре мозга на мг общих липидов определяли, как это опи-
сано ранее для конъюгированных диенов и триенов [41] и для Шиффовых оснований
[42]. В опытах по определению содержания продуктов ПОЛ в коре мозга у разных
групп крыс, которым вводили 0.25 МЕ инсулина на крысу или 15 мг ганглиозидов
на кг массы тела или оба протектора, использовали 57 крыс. Кроме того, опыты по
определению влияния на эти показатели 0.5 МЕ инсулина на крысу были постав-
лены на 19 крысах. В один опыт в каждой группе животных брали по одной крысе.
В каждом опыте делали по 3 параллельных определения.
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Определение активности Na+,K+-АТФ-азы проводили во фракции неочищен-
ных синаптосом (P2 фракции), выделенной из коры мозга крыс методом диффе-
ренциального центрифугирования в 0.32 М сахарозе, приготовленной на 40 мМ
Трис-НСl (pH 7.4), 135 мМ NaCl, как это было описано ранее [43]. Активность
фермента измеряли по убыли NADH при длине волны 340 нм, используя сопря-
женную реакцию в присутствии избытка пируваткиназы, лактатдегидрогеназы и
фосфоэнолпирувата [39, 43]. Активность Mg2+-АТФазы определяли в присутствии
строфантина G, как это описано ранее [39, 43]. Активность Na+,K+-АТФ-азы вы-
числяли по разнице между суммарной ферментативной активностью и активно-
стью Mg2+-АТФазы [39, 43]. Активность Na+,K+-АТФ-азы выражали в мкмолях
неорганического фосфата (Фн) на 1 мг белка за 1 ч. Всего для определения актив-
ности Na+,K+-АТФ-азы у разных групп животных использовали 67 крыс. В один
опыт в каждой группе животных брали по одной крысе. В каждом опыте кинетику
убыли NADH прописывали дважды.

Статистическая обработка данных. Данные представлены как среднее ± SEM.
Статистическую достоверность различий, если речь идет о трех и более группах
данных, определяли методом однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с
использованием Tukey’s теста для множественных сравнений, а сравнении двух
групп данных проводили по t-критерию Стьюдента, используя Prizm 7.0. Достовер-
ными различия считали при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нейропротекторный эффект инсулина и ганглиозида GM1 на нейроны коры мозга в
культуре. Нами изучен защитный эффект инсулина и ганглиозидов мозга (на при-
мере наиболее стабильного основного ганглиозида мозга GM1) на нейроны коры
мозга в культуре, подвергнутые действию перекиси водорода. Показано, что 1 мкМ
инсулина и 10 мкМ ганглиозида достоверно повышают жизнеспособность культи-
вируемых нейронов коры мозга в условиях окислительного стресса. При совмест-
ном действии инсулина и ганглиозида GM1 достоверного увеличения жизнеспо-
собности нейронов по сравнению с эффектом каждого из этих нейропротекторов
не выявлено (рис. 1).

Увеличение содержания продуктов ПОЛ и окислительная инактивация Na+,K+-АТФазы
в коре мозга крыс при двухсосудистой ишемии и последующей реперфузии переднего
мозга. Исследовалась способность интраназально введенного инсулина и внутри-
венно введенных ганглиозидов мозга нормализовать нарушения метаболизма, вы-
званные активацией свободнорадикальных реакций, в коре мозга крыс c двухсосу-
дистой ишемией переднего мозга в сочетании с гипотензией и последующей ре-
перфузией. Найдено, что содержание таких продуктов ПОЛ, как Шиффовы
основания, конъюгированные диены и триены, значительно и достоверно увеличива-
ется (рис. 2, табл. 1), а Na+,K+-АТФаза подвергается окислительной инактивации
(рис. 3).

Нормализация уровня продуктов ПОЛ в коре мозга крыс с двухсосудистой ишемией
переднего мозга и последующей реперфузией при введении инсулина или ганглиозидов.
Нами показано, что введение инсулина (интраназально, 0.25 МЕ/крысу) или ган-
глизидов мозга (внутривенно, 15 мг/кг массы тела крыс) приводит к достоверному
снижению уровня одного из конечных продуктов ПОЛ – Шиффовых оснований в
коре мозга крыс до значений, наблюдаемых у ложнооперированных животных
(рис. 2).

При совместном применении инсулина и ганглизидов мозга уровень Шиффо-
вых оснований в коре мозга крыс с ишемией/реперфузией мозга не отличался от
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значений, наблюдаемых при введении одного из этих нейропротекторов (рис. 2).
Не выявлено способности этих соединений достоверно усиливать действие друг
друга.

Для выявления аддитивности или синергизма в защитном эффекте инсулина и
ганглиозидов мозга в их способности нормализовать нарушения метаболизма, вы-
званные активацией свободнорадикальных реакций, мы вводили эти нейропро-
текторы крысам в относительно низких дозах – инсулин интраназально в дозе
0.25 МЕ/крысу и ганглиозиды внутривенно в дозе 15 мг/кг массы тела крыс. Обыч-
но при исследовании протекторного эффекта этих соединений на крысах приме-
няют их в существенно более высоких дозах. Нами показано, что даже применение
таких относительно низких доз этих соединений приводит к достоверному сниже-
нию в коре мозга крыс с ишемией и реперфузией переднего мозга такого конечно-
го продукта ПОЛ, как Шиффовы основания (рис. 2). При совместном их введении
в указанных дозах также происходило снижение уровня Шиффовых оснований в
коре мозга ишемических крыс, но оно достоверно не превышало снижение этого
продукта ПОЛ, вызванное инсулином или ганглиозидами.

Рис. 1. Влияние 1 мкМ инсулина, 10 мкМ ганглиозида GM1 и обоих нейропротекторов на жизнеспособ-
ность нейронов коры мозга крыс в культуре при действии перекиси водорода. Данные получены с помо-
щью МТТ-метода. Они приведены как процент от контроля. Данные представлены как среднее ± SEM из
результатов поставленных опытов. На рисунке показаны данные для: контрольных клеток (n = 7); кон-
трольных клеток + инсулин (n = 5); контрольных клеток + GM1 (n = 7); для клеток при действии одной
перекиси водорода (n = 7); для клеток при действии перекиси водорода + инсулин или + GM1 или
+ инсулин + GM1 (n = 6 в каждом случае). Различия достоверны согласно однофакторному анализу ANOVA
с использованием теста Tukey’s для множественных сравнений по сравнению: * – с контролем, x – с
действием одной перекиси водорода, p < 0.05.

*
x*

*

x

*
x80

70

60

110

120

100

90

50

40

30

Control

V
ia

b
il

it
y

 o
f 

n
e
u

ro
n

s,
 %

 o
f 

c
o

n
tr

o
l

– –

Action of hydrogen peroxide

In
su

li
n

In
su

li
n

G
M

1

G
M

1

In
su

li
n

 +
 G

M
1



269ИНСУЛИН И ГАНГЛИОЗИДЫ МОЗГА

Что касается ди- и триеновых конъюгатов, то их накопление в коре мозга крыс
при ишемии и репеперфузии было также достоверным (табл. 1). При введении
крысам 0.25 МЕ инсулина/крысу интраназально или 15 мг ганглиозидов на кг массы
тела крыс, внутривенно, наблюдалась тенденция к снижению этих продуктов ПОЛ,
однако их содержание продолжало оставаться повышенным по сравнению с их со-
держанием в коре мозга контрольных ложнооперированных крыс (табл. 1). Сов-
местное введение обоих нейропротекторов в указанных дозах также не предотвра-
щало накопление этих продуктов ПОЛ в коре мозга крыс. Оно не было более эф-
фективным, чем применение одного из этих нейропротекторов (табл. 1). Таким
образом, аддитивности в эффекте инсулина и ганглизидов мозга не отмечалось и
при анализе данных по их влиянию на содержание ди- и триеновых конъюгатов в
коре мозга крыс после ишемии и реперфузии (табл. 1).

В то же время, нами показано, что более высокие дозы этих нейропротекторов
могут быть более эффективными. Так, интраназальное введение 0.5 МЕ/инсули-
на/крысу, то есть в дозе, обычно применяемой при изучении его защитных эффек-
тов, предотвращало накопление ди- и триеновых конъюгатов в коре мозга крыс,
подвергнутых ишемии и реперфузии, снижая их содержание практически до уров-
ня ложнооперированных крыс (табл. 1).

Рис. 2. Влияние введения инсулина (0.25 МЕ/крысу, интраназально), ганглиозидов (15 мг на кг массы
тела крыс, внутривенно) или обоих нейропротекторов на содержание Шиффовых оснований в коре
мозга крыс при двухсосудистой ишемии переднего мозга и реперфузии. Данные выражены в условных
единицах на мг липидов и представляют собой среднее ± SEM из результатов поставленных опытов. Со-
кращения: gangl. – gangliosides. На рисунке представлены данные для ложнооперированных крыс – ЛО
(n = 12); для ЛО + инсулин (n = 6); для ЛО + ганглиозиды (n = 7); для ЛО + инсулин + ганглиозиды (n = 6);
для крыс с ишемией и реперфузией мозга – И/Р (n = 7); И/Р + инсулин (n = 6); И/Р + ганглиозиды (n = 7);
И/Р + инсулин + ганглиозиды (n = 6). Различия достоверны согласно однофакторному анализу ANOVA
с использованием теста Tukey’s для множественных сравнений по сравнению: * – с данными по ложно-
оперированным крысам, x – с данными по крысам с ишемией и реперфузией, которым не вводили про-
текторы, p < 0.01 во всех случаях.
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Нормализация или повышение активности Na+,K+-АТФазы в коре мозга крыс, сни-
женной при ишемии и реперфузии мозга, под влиянием введения инсулина или ганглио-
зидов. Мы изучали также влияние ишемии и реперфузии переднего мозга на актив-
ность Na+,K+-АТФазы (рис. 3). На рис. 3 видно достоверное и хорошо выраженное
снижение активности фермента Na+,K+-АТФазы при ишемии и реперфузии мозга
крыс (c 24.6 ± 1.3 до 15.9 ± 0.8 мкмоль Фн/мг белка/ч), что связано с активацией
свободнорадикальных реакций в мозге крыс. Введение ганглиозидов крысам даже
в относительно низких дозах (15 мг/кг, внутривенно) полностью нормализовало ак-
тивность фермента, повышая ее до 22.5 ± 1.1 мкмоль Фн/мг белка/ч (p < 0.01), т.е. до
контрольных величин (рис. 3). Инсулин же в дозе 0.25 МЕ/крысу также достоверно
увеличивал активность фермента – до 18.5 ± 0.8 мкмоль Фн/мг белка/ч (p < 0.05),
но при этом она продолжала оставаться существенно ниже контрольных величин
(p < 0.01).

Следует отметить, что в более высоких дозах, а именно в дозе 0.5 МЕ/крысу, ин-
сулин повышал активность Na+,K+-АТФазы до 22.6 ± 2.8 мкмоль Фн/мг белка/ч,
то есть до величин, примерно равных контрольным, наблюдаемым у ложноопери-
рованных крыс (p < 0.01) (табл. 2).

Таким образом, в работе показана высокая эффективность инсулина и ганглио-
зидов как нейропротекторов, повышающих жизнеспособность нейронов в услови-
ях окислительного стресса и нормализующих нарушения метаболизма в тканях
мозга, связанные с активацией свободнорадикальных реакций при двухсосудистой
ишемии и реперфузии мозга. При этом аддитивности или синергизма в защитном
воздействии инсулина и ганглиозидов при их совместном применении выявлено
не было ни в одной из серий проведенных опытов.

Таблица 1. Влияние двухсосудистой ишемии и реперфузии переднего мозга, введения инсу-
лина (0.25 и 0.5 МЕ/крысу, интраназально) или ганглиозидов (15 мг на кг внутривенно) или
обоих нейропротекторов на содержание конъюгированных диенов и триенов в коре мозга
крыс (условные единицы, на мг липидов)

Примечание. Содержание конъюгированных диенов и триенов выражали в условных единицах в расчете
на мг липидов. Данные представлены как среднее ± SEM из результатов поставленных опытов. Число
опытов для разных групп животных показано в отдельной графе таблицы. Различия достоверны по срав-
нению: * и ** – с контролем (ложнооперированными крысами), * – p < 0.05, ** – p < 0.001; x – с данными
по крысам с ишемией и реперфузией мозга, p < 0.05.

Группы крыс Число 
опытов

Содержание диеновых 
конъюгатов

Содержание триеновых 
конъюгатов

Ложнооперированные крысы# n = 12 55.6 ± 1.36 13.7 ± 0.4

Крысы c ишемией и реперфузией мозга n = 7 76.1 ± 6.1** 18.7 ± 1.6**

Крысы с ишемией и реперфузией мозга + 
+ 0.25 МЕ/крысу инсулина

n = 5 67.4 ± 5.36* 16.2 ± 1.4*

Крысы с ишемией и реперфузией мозга + 
+ 15 мг ганглиозидов на кг массы тела

n = 5 61.8 ± 2.13* 16.1 ± 1.2*

Крысы с ишемией и реперфузией мозга + 
+ 0.25 МЕ/крысу инсулина + 15 мг ган-
глиозидов на кг массы тела

n = 5 66.2 ± 2.29* 16.35 ± 0.7*

Ложнооперированные крысы n = 7 58.0 ± 2.7 14.1 ± 0.5

Крысы с ишемией и реперфузией мозга n = 6 76.0 ± 6.2** 17.9 ± 1.5**

Крысы с ишемией и реперфузией мозга + 
+ 0.5 МЕ/крысу инсулина

n = 6 59.8 ± 5.5 13.6 ± 1.1x
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Неконтролируемое увеличение образования активных форм кислорода является
одной из основных причин гибели нервных клеток мозга при разных видах патоло-
гии – при нейродегенеративном, ишемическом, эксайтотоксическом или травма-
тическом поражении мозга. Как указывалось во введении, существует явно выра-
женный пробел в изучении защитных и антиоксидантных эффектов инсулина при
его интраназальном введении животным с поражением мозга, вызванным ишеми-
ческим и последующим реперфузионным воздействием на него. Это объясняется
тем, что основное внимание исследователей было до последнего времени сосредо-
точено на изучении защитного действия IGF-1 при этой патологии [25, 26]. Анти-
оксидантные эффекты ганглиозидов при их введении животным с ишемическим
повреждением мозга также пока изучены недостаточно и ограничены отдельными
публикациями [35–38]. Настоящая работа во многом восполняет этот пробел.

В работе показано, что двухсосудистая ишемия мозга крыс в сочетании с гипо-
тензией и последующей реперфузией приводит к достоверному повышению в коре

Рис. 3. Влияние введения инсулина (0.25 МЕ/крысу, интраназально), ганглиозидов (15 мг на кг массы

тела крыс, внутривенно) и обоих нейропротекторов на активность Na+,K+-АТФазы в коре мозга крыс
при двухсосудистой ишемии переднего мозга и реперфузии (мкмоль Фн /мг белка/ч). Данные представ-
ляют собой среднее ± SEM из результатов поставленных опытов. Сокращения: gangl. – gangliosides. На
рисунке представлены данные для ложнооперированных крыс – ЛО (n = 11); ЛО + инсулин, (n = 6);
ЛО + GM1 (n = 7); ЛО + инсулин + ганглиозиды (n = 6); для крыс с ишемией и реперфузией переднего
мозга – И/Р (n = 6); И/Р + инсулин (n = 7); И/Р + ганглиозиды (n = 6); И/Р + инсулин + ганглиозиды
(n = 6). Различия достоверны по t-критерию Стьюдента по сравнению: * – с контролем (ложноопериро-
ванными крысами), p < 0.01; x, хх– c крысами, подвергнутыми ишемии и реперфузии и не получавши-
ми протекторов, х – p < 0.05, хх – p < 0.01.
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мозга таких продуктов ПОЛ как ди- и триеновые конъюгаты и Шиффовы основа-
ния, а также вызывает окислительную инактивацию Na+, K+-АТФазы. Эти резуль-
таты согласуются с данными других авторов о накоплении в ткани мозга крыс,
подвергнутых ишемии и реперфузии, различных продуктов ПОЛ [35, 36].

В качестве протекторов мы использовали инсулин и ганглиозиды мозга быка.
Основными ганглиозидами мозга млекопитающих являются GM1, GD1a, GD1b и
GT1b. Все они обладают сходным нейропротекторным эффектом и сходной струк-
турой углеводной цепи, различаясь лишь по числу (от одного до трех) и местополо-
жению остатков сиаловой кислоты [3, 34].

Согласно полученным нами данным, интраназальное введение инсулина или
системное введение ганглиозидов мозга крысам перед двухсосудистой ишемией и
последующей реперфузией мозга способно нормализовать нарушения метаболиз-
ма в коре мозга крыс, обусловленные чрезмерной активацией свободнорадикаль-
ных реакций при этой патологии. Так, содержание в коре мозга Шиффовых осно-
ваний, относящихся к конечным продуктам ПОЛ, достоверно снижалось при
внутривенном введении крысам 15 мг ганглиозидов на кг массы тела крыс за
20 мин до двухсосудистой ишемии и последующей реперфузии мозга (рис. 2). Эти
данные согласуются с данными других авторов [35, 36], изучавших влияние введе-
ния крысам GM1 (наиболее стабильного из основных ганглиозидов мозга) на со-
держание других продуктов ПОЛ. Они показали, что под влиянием введения ган-
глиозида GM1 происходит снижение в ткани мозга крыс с ишемией и реперфузией
мозга малонового диальдегида (МДА) и 4-гидроксиноненаля (4-HNE).

В настоящей работе нами было применено введение крысам двух разных доз ин-
сулина – 0.25 и 0.5 МЕ гормона на крысу. При введении 0.25 МЕ инсулина он до-
стоверно снижал и полностью нормализовал содержание в коре мозга крыс с ише-
мией/реперфузией мозга такого продукта ПОЛ, как Шиффовы основания (рис. 2).
При этом существенного изменения уровня конъюгированных ди- и триенов под
влиянием введения 0.25 МЕ инсулина не происходило. В то же время по нашим
данным введение 0.5 МЕ инсулина крысам с ишемией/реперфузией мозга снижало
содержание и этих продуктов ПОЛ практически до контрольного уровня (табл. 1).
У нас нет возможности сравнить эти результаты с данными других авторов, так как
работы по изучению влияния введения интраназального инсулина на накопление
каких-либо продуктов ПОЛ в ткани мозга при ишемии и реперфузии в литературе
нам не встретились.

В настоящей работе мы изучили также влияние двухсосудистой ишемии и ре-
перфузии и введения инсулина и ганглиозидов на активность Na+,K+-АТФазы.
Этот фермент является важным компонентом различных клеток организма живот-

Таблица 2. Влияние 0.25 и 0.5 МЕ инсулина на крысу на активность Na+,K+-АТФазы в коре
мозга крыс с двухсосудистой ишемией переднего мозга и реперфузией (мкмоль Фн/мг белка/ч)

Примечание. Данные представлены как среднее ± SEM из результатов поставленных опытов. Число
опытов приведено в отдельных графах справа от значений активности фермента. Различия достоверны
по t-критерию Стьюдента по сравнению: * и ** – с контролем (ложнооперированными крысами), * –
p < 0.05, ** – p < 0.01; x – с крысами, подвергнутыми ишемии и реперфузии мозга, x – p < 0.05.

Дозы введенного
инсулина

Ложнооперированные 
крысы

Число
опытов

Крысы с ишемией
и реперфузией мозга

Число
опытов

Без введения инсулина# 24.6 ± 1.3 n =11 15.9 ± 0.8** n = 6

Введение 0.25 МЕ
инсулина на крысу

22.7 ± 0.6 n = 6 18.5 ± 0.8*х n = 7

Введение 0.5 МЕ
инсулина на крысу

22.8 ± 2.29 n = 6 22.6 ± 2.8х n = 6
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ных. Основной функцией Na+,K+-АТФазы является поддержание потенциала по-
коя клеток и регуляция их объема. Различия в концентрации ионов натрия и калия
в нейронах и в межклеточном пространстве, которые создаются прежде всего бла-
годаря активности Na+,K+-АТФазы, используются для распространения нервных
импульсов [44, 45]. Активность этого фермента можно рассматривать как инте-
гральный показатель, отражающий степень поражения мозга при патологических
состояниях. Резкое снижение активности Na+,K+-АТФазы свидетельствует о раз-
витии окислительного стресса и нарушении обмена ионов, тогда как увеличение
активности Na+,K+-АТФазы под влиянием протекторов может свидетельствовать
о нормализации обменных процессов в клетках и их функций.

Уменьшение активности Na+,K+-АТФазы в мозге при ишемии и последующей
реперфузии может быть результатом инактивации фермента из-за токсического
действие некоторых продуктов ПОЛ, содержащих альдегидные группы в своем со-
ставе, прежде всего из-за действия 4-HNE [46–48]. При действии нейропротекто-
ров, обладающих антиоксидантными свойствами, активность фермента может
возрастать или даже полностью нормализоваться.

Мы наблюдали практически полную нормализацию активности Na+,K+-АТФазы
при введении крысам с ишемией и реперфузией переднего мозга 15 мг ганглиози-
дов на кг массы тела крыс. Активность фермента увеличивалась при таком воз-
действии с 15.9 ± 0.8 до 22.5 ± 1.1 мкмоль Фн/мг белка/ч (p < 0.01) и не отличалась
от величин, характерных для мозга ложнооперированных крыс (рис. 3). Такое
воздействие относительно низких доз ганглиозидов связано, очевидно, преиму-
щественно с их антиоксидантным эффектом [3] и способностью стабилизировать
нейрональные мембраны [2, 3]. При введении 0.25 МЕ инсулина на крысу на-
блюдалось также достоверное увеличение активности фермента – с 15.9 ± 0.8 до
18.5 ± 0.8 мкмоль Фн/мг белка/ч (p < 0.05). Но при этом активность фермента оста-
валось достоверно ниже контрольных величин, характерных для ложноопериро-
ванных животных (рис. 3). Очевидно, это связано с тем, что мы использовали от-
носительно низкие дозы инсулина (0.25 МЕ/крысу) в наших основных опытах,
рассчитывая, что таким образом будет легче уловить аддитивный или синергический
эффект в действии инсулина и ганглиозидов, если он существует. При введении жи-
вотным 0.5 МЕ инсулина на крысу наблюдалась полная нормализация активности
фермента, которая увеличивалась в коре мозга до 22.6 ± 2.8 мкмоль Фн/мг белка/ч у
крыс с ишемией и реперфузией переднего мозга и достоверно не отличалась от ве-
личин, наблюдаемых у ложнооперированных животных. Данные в отношении
влияния инсулина на активность Na+,K+-АТФазы в мозгу крыс с ишемией и ре-
перфузией мозга были получены нами впервые.

Одной из целей нашей работы была оценка способности инсулина и ганглиози-
дов усиливать эффекты друг друга. Выявление нейропротекторов, усиливающих
эффекты друг друга, и их совместное использование может способствовать более
эффективному лечению различных нейропатий, возникающих при нейродегене-
ративных, диабетических и ишемических поражениях мозга. Это особенно важно в
случае таких соединений, как инсулин, поскольку при длительном применении
его в высоких концентрациях развивается резистентность клеток-мишеней к его
воздействию, что характерно для сахарного диабета 2-го типа и метаболического
синдрома, а также для клеток при болезнях Альцгеймера и Паркинсона [9, 49]. Так,
показано, что препарат инсулина Detemir с пролонгированным действием при его
относительно коротком применении (21 день) улучшает состояние пациентов с бо-
лезнью Альцгеймера [10], но не эффективен при использовании в течение несколь-
ких месяцев [11]. Мы не выявили способности инсулина и ганглиозидов усиливать
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защитный эффект друг друга при действии на нейроны коры мозга в культуре
(рис. 1). Не выявлено нами и способности этих нейропротекторов усиливать анти-
оксидантный эффект (и, как следствие, защитный эффект) друг друга при введе-
нии крысам, подвергнутым ишемии и последующей реперфузии переднего мозга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты показали, что интраназальное введение инсулина и си-
стемное введение ганглиозидов мозга способны нормализовать метаболические
нарушения в коре мозга, возникающие в результате чрезмерной активации свобод-
норадикальных реакций при двухсосудистой ишемии и реперфузии мозга. В опы-
тах на нейронах коры мозга в культуре показано, что инсулин и ганглиозид GM1
(наиболее устойчивый из основных ганглиозидов мозга) значительно повышают
жизнеспособность этих клеток в условиях окислительного стресса. Полученные
данные свидетельствуют о том, что антиоксидантные эффекты инсулина и гангли-
озидов мозга вносят, очевидно, весомый вклад в их нейропротекторный эффект
при ишемии и реперфузии мозга. При этом предположение о способности инсули-
на и ганглиозидов усиливать защитный эффект друг друга при действии на нейро-
ны коры мозга в культуре в условиях окислительного стресса и взаимно усиливать
антиоксидантный эффект при введении крысам с ишемией и реперфузией мозга
нами не было подтверждено.
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Insulin and Brain Gangliosides Prevent the Metabolic Disturbances Caused by Free Radical 
Reaction Activation in Rats with Two-Vessel Forebrain Ischemia/Reperfusion Injury

I. O. Zakharovaa, L. V. Bayunovaa, I. I. Zorinaa, A. O. Shpakova, and N. F. Avrovaa, *
aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of Russian Academy of Sciences,

St.-Petersburg, Russia
*e-mail: avrova@iephb.ru

The ability of insulin and gangliosides at their combined and separate use to increase
the viability of brain cortical neurons in culture in conditions of oxidative stress and to
normalize the metabolic disturbances in rat brain cortex caused by activation of free
radical reactions in forebrain ischemia and subsequent reperfusion were studied. Pre-
incubation of brain cortical neurons with insulin or GM1 ganglioside or with both pro-
tectors was found to result in pronounced and significant increase of viability of these
cells exposed to hydrogen peroxide. The significant elevation of a number of lipid per-
oxidation products and oxidative inactivation of Na+,K+-ATPase were shown to take
place in two-vessel forebrain ischemia and reperfusion. It was found that administra-
tion of insulin (0.25 IU of per rat, intranasally) or brain gangliosides (15 mg per kg of
bogy weight, intravenously) or both protectors prevented the accumulation of Schiff
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bases and significantly increased the activity of Na+,K+-ATPase in brain cortex of rats
with forebrain ischemia/reperfusion. The combined use of insulin and ganglioside in
the above-mentioned relatively low doses did not result in the enhancement of the
each other’s effect by these neuroprotectors. At the same time the effect of intranasal
administration of 0.5 IU insulin per rat was more pronounced than the effect of ad-
ministration of 0.25 IU insulin. The administration of 0.5 IU insulin per rat resulted in
the normalization of the levels of conjugated dienes and trienes, Schiff bases and
Na+,K+-ATPase activity in brain cortex of rats with ischemia/reperfusion injury.
Thus, the ability of insulin and brain gangliosides to prevent or diminish the decrease
of the number of living neurons in culture in conditions of oxidative stress and the
metabolic disturbances in brain cortex caused by activation of free radical reactions in
ischemic and reperfused forebrain was shown, at the same time the additivity of insu-
lin and ganglioside effects was not revealed.

Keywords: insulin, gangliosides, neuroprotection, brain cortical neurons, oxidative stress,
ischemia/reperfusion of forebrain
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