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Многочисленными исследованиями [1, 2]
установлено подавление метаболизма глю-
козы у пациентов с депрессивными психи-
ческими расстройствами. Установлена поло-
жительная связь между развитием депрес-
сии, ожирением и состоянием инсулиноре-
зистентности, которые, в свою очередь, яв-
ляются факторами риска развития сахар-
ного диабета (СД) 2 типа [2]. Биологиче-
ские механизмы, лежащие в основе разви-
тия инсулинорезистентности на фоне де-
прессивного состояния, на данный момент
изучены недостаточно. Однако полагают,
что они реализуются через гипоталамо-ги-
пофизарно-надпочечниковую систему, серо-
тониновую систему и систему провоспали-
тельных цитокинов [3]. Полагают, что та-
кие провоспалительные сигнальные моле-
кулы, как интерлейнины 1β и 6 (IL-1β,
IL-6), С-реактивный протеин (СRP) и фак-
тор некроза опухолей (TNF-α), содержа-
ние которых значительно возрастает при
депрессивных расстройствах, могут инду-
цировать нарушения в звеньях сигналинга
инсулина, вовлеченных в регуляцию стиму-
лированного гормоном поглощения и мета-
болизма глюкозы в тканях-мишенях [3, 4].
Так, TNF-α в скелетной мышечной ткани
подавляет фосфорилирование белков IRS-1
по остаткам тирозина, что снижает спо-

собность IRS-1 присоединять р85-регуля-
торную субъединицу фосфатидилинозитол-
3-киназы (ФИ3К) и ингибирует активацию
протеинкиназы В/Akt через р38 MAPK-за-
висимый сигнальный путь [4]. Некоторые
ученые считают, что трициклические анти-
депрессанты, такие как имипрамин (мели-
прамин, дезипрамин) и амитриптилин, явля-
ются эффективными модуляторами продук-
ции цитокинов и инсулин-индуцированного
поглощения глюкозы на фоне депрессивного
психического расстройства [5].

Недавними исследованиями было пока-
зано, что характерным признаком депрес-
сивных состояний, ожирения, СД 2 типа
и ряда других возрастных патологий яв-
ляется значительное повышение активно-
сти кислой сфингомиелиназы (кСФМазы).
Так, J. Kornhuber и соавт. [6] обнаружили
повышение активности кСФМазы в моно-
нуклеарных клетках периферической кро-
ви пациентов с депрессивными психически-
ми расстройствами, а F. Samad [7] показал
чрезмерную экспрессию генов кСФМазы
в адипозных тканях ob/ob мышей.

кСФМаза — фермент, катализирую-
щий гидролиз мембранного сфингомиели-
на (СФМ) с образованием церамида. Следу-
ет отметить, что сфинголипиды (СФЛ) —
СФМ и его метаболит церамид являются
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не только структурообразующими липида-
ми мембран, но и важными медиаторами
клеточных сигналов в процессах пролифера-
ции, дифференциации и роста клеток, воспа-
ления, онкогенеза и старения. Полагают, что
смещение баланса в обмене СФЛ в сторону
накопления церамида, вследствие сверхак-
тивации кСФМазы, может приводить к раз-
витию инсулинорезистентности и СД 2 ти-
па. Установлено, что экзогенный С2- и С6-
церамид индуцируют развитие инсулиноре-
зистентности в С2С12 и L6 миотрубочках [8].
Прединкубация диафрагмы молодых 3-ме-
сячных крыс в присутствии С2-церамида
или предшественника синтеза церамидов —
пальмитиновой кислоты приводила к увели-
чению в ткани уровня эндогенного церами-
да и существенному подавлению индукции
инсулином транспорта глюкозы и синтеза
гликогена [9]. Полагают, что накопление це-
рамида в клетках приводит к нарушению
сигналинга инсулина через ингибирование
ФИ3К, протеинкиназы В/Akt и активацию
протеинфосфатазы 2А [8].

R.W. Jenkins и соавторы [10] на клетках
MCF7 продемонстрировали дозозависимое
подавление активности кСФМазы имипра-
мином в экспериментах как in vivo, так и in
vitro. Установлено также, что длительное
введение старым 24-месячным крысам ме-
липрамина сопровождается существенным
повышением в печени, сердце, неокортексе
и гиппокампе содержания СФМ и сниже-
нием соотношения церамид/СФМ по срав-
нению с контрольными животными [11].
Учитывая вышесказанное, можно предпо-
ложить возможность коррекции при помо-
щи данного препарата возрастных наруше-
ний обмена СФЛ, а также улучшения ре-
цепции и реализации инсулиновых сигна-
лов в скелетной мускулатуре. Ввиду этого
целью нашего исследования было изучение
возможности коррекции нарушения инсу-
лин-индуцированного поглощения глюкозы
скелетной мышечной тканью старых крыс
путем ингибирования кислой сфингомиели-
назы при помощи имипрамина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проведены на семи самцах
крыс линии Вистар 3-месячного возраста ве-
сом около 200 г (группа 1) и на 17 крысах
24-месячного возраста весом около 480 г, со-
держащихся в стандартных условиях вива-
рия НИИ биологии ХНУ.

Животные 24-месячного возраста были
разделены на следующие группы:

группа 2 — крысы, не подвергавшиеся
воздействию;

группа 3 — крысы, получавшие в/м инъ-
екцию 0,9% NaCl — контрольные животные;

группа 4 — крысы, получавшие в/м
инъекцию мелипрамина (имипрамин, EGIS,
Венгрия; 10 мг/кг веса животного, 14 су-
ток) — подопытные животные.

Животных декапитировали под диэти-
ловым эфирным наркозом. С задних ко-
нечностей извлекали длинный разгибатель
пальцев (ДРП), с которого удаляли ви-
димый жир. После этого в эксперимен-
те in vivo ткани замораживали в жидком
азоте и гомогенизировали. В эксперимен-
те in vitro также был использован ДРП

24-месячных крыс. В среду инкубации ДРП
(Кребс/бикарбонатный буфер; 37 °C, pH 7,5)
добавляли H2O (группа 5) или имипрамин
(Sigma-Aldrich, Германия) в концентрациях
50 мкМ (группа 6) и 100 мкM (группа 7).

По истечении 2 ч инкубации одну из
мышц каждой пары стимулировали инсу-
лином (100 нМ), а другую — 0,9% NaCl.
Через 30 минут инкубации добавляли
[3Н]-D-глюкозу (0,5 мкКи/мл; 10 мин).
После включения метки ткань отмыва-
ли 0,9% NaCl и лизировали в 1NNaOH
(10 мин; 80 °C). Радиоактивность мечен-
ной [3Н]-D-глюкозы определяли с помощью
счетчика радиоактивности БЕТА. Экстрак-
цию липидов из тканей выполняли методом
E.G. Bligh и W. J. Dyer [12]. Фракциониро-
вание индивидуальных представителей ли-
пидов проводили методом одномерной вос-
ходящей хроматографии в тонком слое си-
ликагеля (пластины Sorbfil, АО «Сорбпо-
лимер», Россия) в системе растворителей:
диэтиловый эфир — система 1 и хлоро-
форм :метанол : вода (40:10:1, об/об) — си-
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стема 2. Пятна липидов проявляли в па-
рах йода и идентифицировали, сравнивая
со стандартами [13]. Количественное опре-
деление содержания липидов в пробах про-
водили по методу, описанному нами ра-
нее [14]. Содержание белка определяли ме-
тодом О.Н. Lowry и соавт. [15].

Вследствие проверки распределения дат
на соответствие нормальному закону, для
сравнения данных содержания липидов кон-

трольной и подопытной групп были ис-
пользованы параметрический однофактор-
ный дисперсионный анализ one-way Anova
и t-критерий Стьюдента. Данные представ-
лены как среднее арифметическое и ста-
тистическая ошибка среднего арифметиче-
ского (X ± SX) Различия между группа-
ми считали статистически значимыми при
р6 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что инсулин оказывает су-
щественное стимулирующее влияние на по-
глощение [3H]-D-глюкозы мышечной тка-
нью ДРП молодых 3-месячных животных
и в гораздо меньшей степени — тканью
24-месячных крыс (см. табл.).

Учитывая то, что накопление церами-
да в клетках-мишенях приводит к сни-
жению аутофосфорилирования рецептор-
ных β-субъединиц, нарушению активации
ФИ3К, фосфолипазы Д и протеинкиназы
В/Akt инсулином и ингибированию транс-
локации инсулин-чувствительных транспор-
теров глюкозы ГЛЮТ-4 в плазматическую
мембрану [8], можно предположить, что на-
копление церамида в тканях в старости яв-
ляется одной из причин нарушения сигна-
линга гормона.

Настоящим исследованием установлено,
что в процессе физиологического старения
происходит накопление эндогенного церами-
да в ДРП крыс (рис., А). Снижение ба-

зального уровня СФМ в скелетной мышеч-
ной ткани старых крыс (на 48% по сравне-
нию с молодыми 3-месячными животными)
(рис., Б) может свидетельствовать о том,
что активация СФМаз в старости являет-
ся важной причиной накопления церамида
в мышечной ткани.

В пользу данного предположения свиде-
тельствуют установленное нами повышение
соотношения церамид/СФМ в ДРП крыс
24-месячного возраста (на 224% в сравнении
с молодыми животными) (рис., В), а также
результаты исследований, проведенных на
различных органах и тканях и показавших
существенную активацию кСФМазы в про-
цессе старения [11, 16]. Высказано предполо-
жение, что кСФМазе принадлежит важная
роль в развитии ассоциированного с возрас-
том нарушения баланса СФЛ.

Нарушение нормального соотношения
церамид/СФМ в клетках мышечной ткани
на фоне повышенной активности СФМазы

Т а б л и ц а
Влияние имипрамина на регуляцию инсулином поглощения [3H]-D-глюкозы

скелетной мышечной тканью

Возраст, воздействие Поглощение [3H]-D-глюкозы,
% от базального поглощения

3-месячные 215± 12,8*

24-месячные 111± 5,87

24-месячные (H2O in vitro) 112± 3,32

24-месячные, имипрамин (50 мкМ in vitro) 141± 12,2

24-месячные, имипрамин (100 мкМ in vitro) 301± 9,31*

П р и м е ч а н и е. * — р<0,05 в сравнении с базальным поглощением [3H]-D-глюкозы.
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может приводить к развитию таких мета-
болических расстройств, как инсулинорези-
стентность и СД 2 типа. F. Samad и со-
авт. [7] обнаружили, что повышение актив-
ности кСФМазы индуцируется про-воспа-
лительными цитокинами, например TNF-α,
в адипозной ткани кроликов, страдающих
ожирением. Интересен тот факт, что у лю-
дей с синдромом Нимана-Пика 1 типа, при
котором значительно снижается активность
кСФМазы, и у кСФМаза-knockout мышей,
содержащихся на обогащенной жирами дие-
те, не наблюдается развитие инсулинорези-
стентности [17]. Кроме того, было показа-
но, что инкубация клеток гепатомы (Fao)
c экзогенными кСФМазой или церамидом
сопровождается фосфорилированием и, та-
ким образом, негативной модуляцией IRS-1,
что приводит к ингибированию сигналинга
инсулина [18]

С целью коррекции содержания СФЛ
и соотношения церамид/СФМ нами был
использован специфический ингибитор

кСФМазы, трициклический антидепрес-
сант — имипрамин [6, 11]. Продолжитель-
ное введение имипрамина старым крысам
в условиях in vivo индуцировало снижение
содержания церамида на 46% (рис. 1.А)
и повышение базального уровня СФМ на
92% (рис. 1.Б) в ДРП 24-месячных крыс
по сравнению с контрольной группой. Та-
ким образом, снижение соотношения це-
рамид/СФМ на 71% в ДРП старых крыс
по сравнению с контролем (рис., В) может
свидетельствовать о подавлении СФМазной
активности.

Существует предположение, что имипра-
мин ингибирует активность кСФМазы че-
рез нарушение ее связи с отрицательно за-
ряженными липидами лизосомальных мем-
бран, после чего СФМаза подвергается про-
теолизу. Также известно, что введение здо-
ровым животным имипрамина и аналогич-
ных ему антидепрессантов — блокаторов
кСФМазы может имитировать эффекты, ко-
торые наблюдаются у животных с генети-

Рис. Влияние имипрамина на содержание церамида (А), СФМ (Б)
и соотношение церамид/СФМ (В) в мышечной ткани.

На оси абсцисс: 1 — 3-месячные крысы; 2 — 24-месячные крысы; 3 — 24-месячные крысы, контроль
(0,9% NaCl in vivo); 4 — 24-месячные крысы, имипрамин in vivo; 5 — 24-месячные
крысы, контроль (H2O in vitro); 6 — 24-месячные крысы, 50 мкМ имипрамин in vitro;
7 — 24-месячные крысы, 100 мкМ имипрамин in vitro.

* — р<0,05 по сравнению с 3-месячными крысами;
** — р<0,05 по сравнению с контролем.
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чески обусловленным ее отсутствием [10].
Кроме того, настоящим исследованием было
показано, что в результате инкубации ДРП
24-месячных крыс с имипрамином в кон-
центрации 50 мкМ в условиях in vitro не
происходят значимые изменения в содержа-
нии СФЛ (см. рис.) по отношению к кон-
тролю. В то же время инкубация скелет-
ной мышцы старых крыс с имипрамином
в концентрации 100 мкМ индуцировала из-
менение баланса церамид/СФМ в сторо-
ну снижения массы церамида (на 21% по
сравнению с контролем), что может свиде-
тельствовать об эффективности имипрами-
на как модулятора содержания СФЛ в мы-
шечной ткани в условиях in vitro. Сниже-
ние уровня церамида относительно СФМ
может свидетельствовать о том, что как дли-
тельное введение имипрамина, так и крат-
ковременное воздействие препарата на мы-
шечную ткань успешно ингибировало актив-
ность кСФМазы в ДРП старых крыс.

Учитывая то, что ингибитор кСФМазы
имипрамин снижает соотношение цера-
мид/СФМ в ДРП старых крыс до уров-
ня, наблюдающегося у молодых животных,
можно предположить, что возрастные изме-
нения содержания СФЛ являются обрати-
мыми и во многом определяются сверхакти-
вацией кСФМазы.

Нами установлено, что после прединку-
бации ДРП старых крыс с 50 мкМ ими-
прамином наблюдается тенденция к уве-
личению индуцированного инсулином по-
глощения глюкозы мышечной тканью (см.
табл.). В то же время, введение инсу-
лина в Кребс/бикарбонатный буфер по-
сле инкубации ДРП с 100 мкМ имипра-
мином индуцировало повышение поглоще-
ния [3H]-D-глюкозы мышечной тканью на
169% по сравнению с контролем. Вероят-
но, что стимулированное инсулином погло-
щение глюкозы коррелирует с ингибирую-
щим действием имипрамина на активность
кСФМазы и, как результат, с восстановле-
нием сфинголипидного баланса в скелетной
мышечной ткани старых животных. Учи-
тывая то, что кСФМаза играет важную
роль в реализации эффектов провоспали-
тельных цитокинов [7, 19, 20], продукция ко-
торых увеличивается в клетках в процессе
старения и развития резистентности к вли-
янию инсулина, можно полагать, что инду-
цированное цитокинами нарушение баланса
между СФМ и церамидом опосредовано ак-
тивацией кСФМазы и может являться важ-
ной причиной развития инсулинорезистент-
ности в старости.

ВЫВОДЫ

1. В скелетной мышечной ткани крыс
24-месячного возраста наблюдается на-
копление церамида, снижение базаль-
ного уровня сфингомиелина и рост со-
отношения церамид/сфингомиелин по
сравнении с молодыми 3-месячными
животными.

2. Имипрамин является эффективным
регулятором содержания сфинголипи-
дов в мышечной ткани старых живот-
ных как в условиях in vivo, так и in
vitro. Действие препарата может быть

связано с его способностью подавлять
активность кислой сфингомиелиназы
и является дозозависимым.

3. Имипрамин усиливает индукцию ин-
сулином поглощения глюкозы в длин-
ном разгибателе пальцев старых жи-
вотных, что свидетельствует об увели-
чении чувствительности скелетной мы-
шечной ткани крыс к действию инсу-
лина, вероятно, путем специфического
ингибирования кислой сфингомиели-
назы.
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РОЛЬ КИСЛОЇ СФIНГОМIЄЛIНАЗИ У ПОРУШЕННI IНСУЛIН-IНДУКОВАНОГО
ПОГЛИНАННЯ ГЛЮКОЗИ М’ЯЗОВОЮ ТКАНИНОЮ У СТАРОСТI

Бабенко Н.О., Тимофiйчук О.О.

НДI бiологiї Харкiвського нацiонального унiверситету iм. В.Н. Каразiна
babenko@univer.kharkov.ua

Дослiджено можливiсть корекцiї порушення iнсулiн-iндукованого поглинання глюкози
м’язовою тканиною старих щурiв шляхом iнгiбування кислої сфiнгомiєлiнази (кСФМази) за
допомогою iмiпрамiну. Встановлено, що в м’язовiй тканинi 24-мiсячних щурiв вiдбувається
накопичення церамiду, зниження маси сфiнгомiєлiну (СФМ) та зростання спiввiдношення
церамiд/СФМ у порiвняннi з 3-мiсячними щурами. Уведення iмiпрамiну старим тваринам,
як i додавання препарату до iнкубацiйного середовища довгого розгинача пальцiв, iндукує
зниження рiвня церамiду, накопичення СФМ та зниження спiввiдношення церамiд/СФМ у порiв-
няннi з контролем, що може бути обумовленим здатнiстю препарату пригнiчувати активнiсть
кСФМази. Дiя iмiпрамiну в умовах in vitro супроводжується покращенням iнсулiн-iндукова-
ного поглинання глюкози м’язовою тканиною старих щурiв. Висловлюється припущення, що
кСФМазi належить важлива роль у модуляцiї iнсулiнового сигнального каскаду у тканинах-
мiшенях у старостi через продукцiю церамiду.

К л ю ч о в i с л о в а: церамiд, кисла сфiнгомiєлiназа, iмiпрамiн, iнсулiнорезистентнiсть,
старiння.
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РОЛЬ КИСЛОЙ СФИНГОМИЕЛИНАЗЫ В НАРУШЕНИИ ИНСУЛИН-
ИНДУЦИРОВАННОГО ПОГЛОЩЕНИЯ ГЛЮКОЗЫ МЫШЕЧНОЙ ТКАНЬЮ

В СТАРОСТИ

Бабенко Н.О., Тимофийчук О.А.

НИИ биологии Харьковского национального университета им. В.Н. Каразина
babenko@univer.kharkov.ua

Изучена возможность коррекции нарушения инсулин-индуцированного поглощения глюко-
зы мышечной тканью старых крыс путем ингибирования кислой сфингомиелиназы (кСФМазы)
при помощи имипрамина. Установлено, что в мышечной ткани 24-месячных крыс происходит на-
копление церамида, снижение массы сфингомиелина (СФМ) и рост соотношения церамид/СФМ
по сравнению с 3-месячными крысами. Введение имипрамина старым животным, как и внесение
препарата в среду инкубации длинного разгибателя пальцев, индуцирует снижение уровня цера-
мида, накопление СФМ и падение соотношения церамид/СФМ по сравнению с контролем, что
может быть обусловлено способностью препарата подавлять активность кСФМазы. Действие
имипрамина in vitro сопровождается улучшением инсулин-индуцированного поглощения глюко-
зы мышечной тканью старых крыс. Высказывается предположение, что кСФМазе принадлежит
важная роль в модуляции сигналинга инсулина в тканях-мишенях в старости через продукцию
церамида.

К л ю ч е в ы е с л о в а: церамид, кислая сфингомиелиназа, имипрамин, инсулинорези-
стентность, старение.

THE ROLE OF ACID SPHINGOMYELINASE IN INSULIN-INDUCED GLUCOSE
UPTAKE VIOLATIONS BY MUSCLE TISSUE IN OLD AGE

N.A. Babenko, O.A. Timofiychuk

Institute of Biology, V. Karazin Kharkiv National University
babenko@univer.kharkov.ua

It was study the possibility of correction of violations of the insulin-induced glucose uptake by
muscle tissue of older rats by inhibiting acid sphingomyelinase (aSMase) with imipramine. Found
that in muscle tissue 24-month-old rats, there are an accumulation of ceramide, weight sphingomyelin
(SM) and the growth of the ratio of ceramide/SM compared to 3-month-old rats. The introduction
of imipramine old animal, like the introduction of the drug in the incubation medium of the extensor
digitorum longus, induces a decrease in the level of ceramide accumulation of SM and drops of the
ratio of ceramide/SM compared with the control, which may be due to the ability of the drug to
inhibit the activity of aSMase. Effect of imipramine in vitro accompanied by improved insulin-induced
glucose uptake by muscle tissue of old rats. It is suggested that aSMase does an important role in the
modulation of insulin signaling in target tissues in old age through the production of ceramide.

K e y w o r d s: ceramide, acid sphingomyelinase, imipramine, insulin resistance, aging.
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