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К ак известно, конечный метаболический 
эффект (КМЭ) гормона зависит от состоя­
ния мембран клеток-мишеней, на которых 

расположены рецепторы. Действие инсулина в клет­
ке модулируется на уровне инсулиновых рецепторов 
(ИР) за счет изменения их количества или сродства 
к гормону: инсулин + ИР -» ИРК (инсулинрецеп-
торный комплекс) -> КМЭ (пострецепторные влия­
ния). 

Ранее нами показано, что связывающие параме­
тры ИР зависят от степени пероксидации фосфоли-
пидов в липидном бислое мембран эритроцитов при 
сахарном диабете (СД) 1 типа [6] и при аллоксано-
вом диабете у крыс [7]. 

Целью настоящего исследования явилось изуче­
ние состояния цитоплазматических мембран клеток 
при экспериментальном СД путем определения свя­
зывающих параметров ИР эритроцитов (Эр), гепа-
тоцитов (Г), почечной ткани (ИТ), скелетных мышц 
(СМ) и легочной ткани (ЛТ), а также структурных 
свойств их плазматических мембран (ПМ) с приме­
нением электронно-парамагнитно-резонансной 
(ЭПР) спектроскопии. 

М а т е р и а л ы и м е т о д ы 

Эксперименты поставлены на 180 крысах — самцах линии 
«Вистар». СД вызывали однократным внутрибрюшинным введе­
нием аллоксана из расчета 17 мг на 100 г массы тела после 30-48-
часового голодания. Исследования проводились на 3-й, 7-е и 14-
е сутки после введения аллоксана при гликемии не ниже 16 
ммоль/л. Концентрацию инсулина определяли с помощью ра­
диоиммунных наборов, количество ИР в ПМ определяли по ра­
нее описанному методу [5|. Связывание l25J инсулина с рецепто­
рами ПМ клеток исследовали с использованием метода вытесне­
ния |!М-инсулина из комплекса с рецепторами возрастающими 
концентрациями немеченого гормона в условиях равновесия ин­
сулина [10, 11|. Общее количество инсулинсвязывающих мест и 
сродство рецепторов к гормону определяли по стандартным ме­
тодикам |10-12|. Структурно-функциональные свойства мембран 
оценивали по,результатам измерения микровязкости и гидрофоб­
ное™ методом ЭПР-спектроскопии; исполозовали метод спино­
вых зондов, позволяющий количественно оценить поверхност­
ный потенциал липидно-белковых комплексов [8]. Перекисное 

окисление липидов (ПОЛ) определяли по концентрации малоно­
вого диальдегида (МДА) [13]. 

В ПТ определяли также активность Na+, Кн— АТФазы [15[ 
по приросту неорганического фосфора. Белок в пробах определя­
ли по методу Лоури. Статистическую обработку полученных дан­
ных осуществляли с использованием t-критерия Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е н и е 

Данные, полученные по усредненным сатураци-
онным кривым насыщения, показатели количества 
и сродства свободных и занятых ИР (Ro, Ке, Kf со­
ответственно), а также средние величины макси­
мального специфического связывания | 2М-инсулина 
в ПМ гематоцитов свидетельствуют о том, что через 
3 сут. после введения аллоксана количество ИР до­
стоверно возрастает, через 7 сут. до 24,8+0,9% по 
сравнению с контролем (табл. 1). 

Анализ данных [14] показал, что количество ре­
цепторов на 1 мг белка на 3-й сутки составляло 4 
пг/мг и 7 пг/мг для контрольных и диабетических 
животных соответственно. Параллельный ход кри­
вых связывания инсулина у опытных и контрольных 
животных указывает на то, что сродство гормона к 
рецептору аналогично; различия заключаются в уве­
личении в 2 раза числа ИР при СД за счет увеличе­
ния рецепторной емкости и количества ИР с высо­
ким сродством. Введение инсулина нормализовало 
состояние ИРК и КМЭ. 

На 7-е сутки наблюдалось увеличение количест­
ва ИР в ПМ печени без изменения их аффинитета. 
Через 3 сут. после введения аллоксана имели место 
аналогичные изменения. Степень отрицательной 
кооперативности рецепторов, характеризуемая ве­
личиной a=Kf/Ke, не изменилась; максимальное 
уменьшение этой величины при «кратковременном» 
диабете для мембран печеночных клеток было в 
пределах 30%. 

Повышенное связывание инсулина с рецептора­
ми при аллоксановом диабете имеет место также и 
в ПМ СМ. Этот эффект наблюдался при всех иссле­
дованных концентрациях инсулина, но особенно 
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Таблица 1 
Показатели инсулин-рецепторного взаимодействия ПМ клеток печени в контроле и при СД 

Группа животных п Максимальное специфическое 
связывание '^-инсулина, 

% (М ± т) 

Ro, нмоль/мг белка Ке 
107М 

Kf Kf/Ke 
(а) 

Контроль 15 14,3±0,7 0,021 14,8 4,3 0,288 
СД 
3-й сутки 10 21,5±2,3 0,033 16,3 3,1 0,206 
7-е сутки 12 24,8±0,9 0,035 16,9 4,2 0,244 

значительно при высоких (табл. 2)*. Увеличение 
связывания инсулина с рецепторами обусловлено 
увеличением количества ИР (р<0,05). Количество 
рецепторов на 1 мг белка ПМ составляло 2,8 и 3,3 
пг/мг для контрольных и опытных животных соот­
ветственно. Сродство гормона к рецептору не изме­
нялось . Количество рецепторов на 1 мг белка ПМ 
составляло 2,8 и 3,3 пг/мг для контрольных и опыт­
ных животных соответственно. Сродство гормона к 
рецептору не изменялось [4, 9]. 

Преинкубация мембран клеток печени и СМ с 
АТФ подавляла связывание инсулина с рецептора-

Ингибирование связывания инсулина в мышечной 
ткани происходило при концентрациях АТФ значи­
тельно ниже физиологических (10-12 М). В печени 
эти концентрации АТФ давали дополнительный угне­
тающий эффект, хотя торможение связывания гормо­
на наблюдалось и при физиологических концентра­
циях АТФ(10' М). Различие концентраций АТФ, по­
давляющих связывание гормона в печеночной и мы­
шечной тканях, свидетельствует также о наличии не­
скольких АТФ-зависимых ступеней, обусловливаю­
щих это связывание. Поскольку способность рецепто­
ров связывать инсулин регулируется фосфорилирова-

Таблица 2 
Специфическое связывание "М-инсулина с цитоплазматическими мембранами скелетных мышц (М+т) 

Группа животных Концентрации инсулина (F), нг/мл Связанный инсулин (В), нг/мл B/F 10 2 на 1 мг белка мембран 
Контроль 10 0,81 ±0,08 8,1 

50 3,40±0,29 6,8 
100 5,20±0,49 5,2 
1000 14,0±1,5 1,4 

сд 10 0,95±0,08 0,5 
50 3,70±0,29 7,5 
100 6,00±0,59 6,0 
1000 18,0±0,20 1,80 

ми и не влияла на этот процесс в контроле, что 
свидетельствует о модулирующем влиянии АТФ на 
действие инсулина. То обстоятельство, что АТФ не 
влияет на связыывание инсулина с мембранами 
клеток здоровых животных, может быть связано с 
наличием гетерогенных рецепторов в этих тканях, 
а также с тем, что при СД происходит более ин­
тенсивное фосфорилирование некоторых мемб­
ранных белков и групп рецепторов, обусловливаю­
щих угнетение связывания гормона с частью ре­
цепторов. 

* In vitro использовались следующие концентрации инсулина: 10, 
50, 100, 1000 нг/мл. 

нием мембранных белков, возможно даже самих ре­
цепторов, есть основание допустить, что АТФ может 
оказывать существенное влияние на процесс связыва­
ния инсулина с его рецепторами при состояниях ин-
сулинрезистентности, а не только при СД. 

Инкубирование Эр в среде с оптимальным со­
держанием глюкозы (10 ммоль) и неорганического 
фосфора (14 ммоль) позволило выявить снижение 
скорости утилизации глюкозы после введения ал­
локсана на 40% и уровня АТФ на 13%. 

Известно, что при диабете значительно ускоря­
ются процессы ПОЛ [3] в мембранах клеток, в част­
ности, Эр [1, 2). Результаты наших исследований 
показали значительное увеличение концентрации 
МДА в Эр и почечной ткани крыс по сравнению с 
контрольной группой (табл. 3) При «хронической» 
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Таблица 3 
Концентрация МДА в эритроцитах и почечной ткани при аллоксановом диабете (М ± т ) 

Группа животных 
Концентрация МДА 

Группа животных в эритроцитах, нмоль/ кл В мозговом веществе почечной ткани, 
нмоль/мг белка 

В корковом веществе почечной 
ткани, нмоль/мг белка 

Контроль 0,687+0,045 2,4325+0,435 2,3014+0,11 
Диабет 0,86510,047 

0,01 
3,7329±0,3047 
0,05 

3,4019±0,279 
0,001 

Примечание: п - число животных; р - достоверность результатов опытной группы по сравнению с контролем. 

стадии аллоксанового диабета отмечается повыше­
ние концентрации МДА до 0,865 ± 0,047 нмоль/мл 
(р<0,001). Концентрация МДА возрастает и в почеч­
ной ткани: в корковом веществе уровень МДА на 
62,2% выше, чем в контрольной группе, в мозговом 
веществе — на 39,9% (р<0,01 и р<0,05 соответствен­
но), по-видимому, вследствие изменения оксигена-
ции клеток и качественного состава фосфолипидов, 
составляющих основу бислоя мембран. В почечной 
ткани имеет место значительное снижение активно­
сти Na+, К+-АТФазы при диабете (табл. 4). Суще­
ствует тесная корреляционная связь между концен­
трацией МДА в почечной ткани и активностью 
Na+, К+-АТФазы (г= -0,73). 

Изучение инсулинрецепторного взаимодействия в 
мембранах Эр показало снижение процесса связыва­
ния инсулина с собственными рецепторами во всех 
группах крыс, что зависело от тяжести диабета; в 
группе животных с легкой степенью инсулинсвязыва-
ющая активность (ИСА) клеток уменьшается на 55% 
(р<0,01), при тяжелой степени — в 2,7 раза (р<0,001). 

При гипергликемии в корковом и мозговом ве­
ществе ПТ снижен процент связывания '" ' -инсули­
на с собственными рецепторами. Между активнос­
тью Na+, К+-АТФазы и ИСА отмечается прямая 
корреляционная зависимость (t=0,73, р<0,05), т.е. 
снижение активности энзима сопровождается сни­
жением ИСА рецепторов, которые также обладают 
ферментативной (протеинкиназной) активностью. В 
снижении ИСА в Эр и клетках коркового и мозго­
вого вещества ПТ также имеет место параллелизм 
(t=+0,73, t=+0,75 соответственно). 

Связыывающие характеристики ИР нами сопос­
тавлялись с интегральными показателями структур­
ного свойства липидного матрикса — жидкостнос-
тью и экспонированием белков (табл. 5). 

Повышение мембранной жидкостности и экспо­
нирования белков Г и Эр после введения аллоксана 
сопровождалось значительным повышением связы­
вания гормона за счет увеличения количества до­
ступных рецепторов, т.е. выявлена достоверная за­
висимость связывания инсулина с собственными 
рецепторами от состояния липидов мембран Эр и Г. 
В мембранах ЛТ крыс большая микровязкость так­
же сочеталась с большим количеством рецепторов и 
более высокой ИСА. Изменения в липидном мат-
риксе влияют на доступность рецепторов и их аф­
финность. Возможно, что изменение спектра липи­
дов в микроокружении рецептора влияет на его кон-
формацию и доступность для регуляторых белков, в 
частности, для инсулина. 

Утилизация глюкозы Эр при аллоксановом диа­
бете у крыс прямо зависиот от степени тяжести бо­
лезни: снижено базальное и стимулируемое инсули­
ном потребление глюкозы в большей степени. Даже 
при легкой степени СД утилизация глюкозы снижа­
ется на 33,2% (р<0,05), что дает основание предпо­
ложить развитие инсулинрезистентности. При ин­
кубации гомогенатов коркового и мозгового вещест­
ва ПТ с инсулином получены аналогичные данные: 
при тяжелой степени СД в корковом веществе ба­
зальное потребление глюкозы снижается на 76% 
(р<0,001), стимулируемое инсулином — на 81,3% 
(р<0,001); в мозговом веществе — на 91,3% и 96,8% 

Таблица 4 
Изменение ИСА эритроцитов и клеток коркового и мозгового вещества и ферментативная активность Na+, 

К+-АТФазы почечной ткани (М ± т ) 

Группа животных ИСА, % Активность Na+, К+-АТФазы, мкмоль р 
н/мг белка в час 

Эритроциты Мозговое вещество Корковое вещество Мозговое вещество Корковое вещество 
Контроль 
Диабет 

18,38±1,32 
10,72±1,08* 

14,36±0,744 
10,34±0,994* 

14,56±0,689 
10,22±0,913* 

8,426±0,59 
4,543±0,86* 

4,839+0,5 
3,3±0,27* 

* Различия с контролем достоверны (р<0,05). 
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Таблица 5 
Показатели структурных свойств и количество ИР эритроцитов, гепатоцитов и легочной ткани контрольных и 

диабетических крыс 

Группа животных Ro, нмоль на 1 мг белка Параметр упорядоченности (S), Коэффициент Экспонирование 
отн. Ед. корреляции, (t) белков (а/б), отн. Ед. 

Эритроциты 
Контроль 0,015 0,5 - 0,15 
Диабет 
3-й сутки 0,026 0,65 0,65 0,25 
7-е сутки 0,031 0,78 0,71 0,48 

Печень 
Контроль 0,021 0,35 - 0,10 
Диабет 
3-й сутки 0,033 0,74 0,53 0,35 
7-е сутки 0,035 0,81 0,59 0,64 

Легкие 
Контроль 0,32 0,4 - 0,12 
Диабет 
3-й сутки 0,41 0,48 0,42 0,14 
7-е сутки 0,45 0,53 0,48 0,15 

(р<0,001) соответственно. Следовательно, при ал­
локсановом диабете связывание '"J-инсулина собст­
венными рецепторами в Эр, корковом и мозговом 
веществе ПТ сопровождается уменьшением потреб­
ления глюкозы в данных клетках (t=0,72 и t=0,69 
соответственно). 

Таким образом, при аллоксановом диабете про­
исходит снижение ИСА в эритроцитах в клетках по­
чечной ткани, что свидетельствует об однонаправ­
ленности метаболических нарушений в этих тканях, 
в то время как в ПМ гепатоцитов, легочной ткани и 
скелетных мышц при всех исследованных концент­
рациях инсулина in vitro имеет место повышенное 
связывание инсулина с собственными рецепторами 
за счет увеличения рецепторной емкости и количе­
ства ИР с высоким сродством. 

В ы в о д ы 

Повышение активности ПОЛ при аллоксановом 
диабете приводит к увеличению «жесткости» мемб­
ранного бислоя, способствует снижению активнос­
ти Na+, К+ЧАТФазы и арушению инсулинсвязыва-
ющей активности в цитоплазмаатических мембра­
нах клеток. 

Нарушение инсулинрецепторного взаимодейст­
вия приводит к угнетению потребления глюкозы в 
тканях вследствие изменения количества инсулино-
вых рецепторов и их сродства, что является причи­
ной нарушения синтеза АТФ и угнетения активнос­
ти Na+, К+-АТФазы. 

АТФ может оказывать существенное влияние на 

процесс связывания инсулина с его рецепторами 
при экспериментальном сахарном диабете. 
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