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Установлено, что в адипоцитах крыс с аллоксановым диабетом увеличивается спонтанный липолиз, инги�
бируется стимулированный изопротеренолом гидролиз триацилглицеролов на фоне окислительного стрес�
са и снижения редокс�статуса клеток. Выявлено снижение способности инсулина ингибировать стимули�
рованный изопротеренолом гидролиз триацилглицеролов в адипоцитах, изолированных из жировой ткани
крыс с экспериментальным сахарным диабетом, что свидетельствует о нарушении регуляции гормоном ли�
полиза в жировых клетках при аллоксановом диабете. На основании полученных данных сделан вывод о
влиянии активных форм кислорода, в частности супероксидного анион�радикала, и редокс�потенциала
системы глутатиона на молекулярные механизмы изменения интенсивности липолиза в адипоцитах крыс в
условиях окислительного стресса, индуцированного аллоксаном. Активация спонтанного липолиза в усло�
виях окислительного стресса может являться одной из причин повышенного содержания свободных жир�
ных кислот в плазме крови при экспериментальном диабете, что может играть важную роль в развитии ин�
сулинорезистентности и возникновении осложнений сахарного диабета.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сахарный диабет, адипоциты, окислительный стресс, липолиз, система глутатиона,
марганец�тетра (N�метил�4�пиридил) порфирин, N�этилмалеимид.

Развитие различных патологий, в частности
сахарного диабета (СД), сопровождается нару�
шением процессов редокс�регуляции в клетках
и формированием окислительного стресса [1].
Активные формы кислорода (АФК) оказывают
регулирующее влияние на клетки посредством
их участия в качестве вторичных мессенджеров
в передаче сигналов, опосредованных лиганд�

рецепторными взаимодействиями, в т.ч. в
трансдукции инсулинового сигнала [2]. В то же
время нарушение баланса между про� и антиок�
сидантами, гипергликемия и высокий уровень
свободных жирных кислот при СД приводят к
повышению уровня АФК, способствующих
окислительному повреждению макромолекул
(липидов, белков и нуклеиновых кислот), что
лежит в основе патогенеза СД и развития ос�
ложнений, в т.ч. инсулинорезистентности [3–5].
Согласно современным представлениям важ�
ную роль в механизмах формирования инсули�
норезистентности при СД играет жировая ткань
[6]. В регуляции метаболических процессов в
клетках, в т.ч. в адипоцитах, важную роль играет
глутатион, который в комплексе с глутатионпе�
роксидазой и глутатионредуктазой образует сис�
тему, обладающую антиоксидантной актив�
ностью. Эпидидимальная жировая ткань харак�
теризуется высоким содержанием общего глута�
тиона, но низким редокс�статусом и повышен�
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ной чувствительностью системы глутатиона к
окислительному стрессу [7].

Известно, что диабетогенное действие ал�
локсана опосредовано продукцией АФК преи�
мущественно в β�клетках островков Лангерган�
са, обладающих низкой активностью ферментов
антиоксидантной защиты. При этом аллоксан,
восстанавливаясь в диалуровую кислоту, способ�
ствует продукции АФК, в частности суперок�
сидного (О2

�) и гидроксильного (ОН�) анион�
радикалов [8, 9]. Это позволяет использовать ал�
локсан в качестве прооксиданта для моделиро�
вания окислительного стресса в изолированных
клетках.

Целью настоящего исследования являлось
изучение активности спонтанного и стимулиро�
ванного липолиза, эффектов инсулина в адипо�
цитах крыс с аллоксановым диабетом, а также
установление роли супероксидного анион�ра�
дикала в модуляции липолиза в изолированных
адипоцитах крыс при окислительном стрессе,
индуцированном аллоксаном.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проводили на 42 крысах�сам�
цах Wistar массой 310 ± 50 г, полученных из ви�
вария НИИ фармакологии имени Е.Д. Гольд�
берга г. Томска. Животных содержали в стандарт�
ных условиях вивария на обычном рационе
кормления при свободном доступе к воде и пи�
ще. Исследования проводились согласно «Пра�
вилам проведения работ с использованием экс�
периментальных животных» (приказ МЗ СССР
№ 755 от 12.08.1987 г.) и Федеральному закону
«О защите животных от жестокого обращения»
от 01.09.1997 г., а также с соблюдением конвен�
ции по защите позвоночных животных, исполь�
зуемых для экспериментальных и других науч�
ных целей, принятой Европейским союзом в
1986 г., и директивы 86/609 ЕЭС.

Методом случайной выборки животные бы�
ли распределены на группы: контрольную груп�
пу (12 крыс), опытную группу (10 крыс) и груп�
пу для экспериментов in vitro (20 крыс). На пер�
вом этапе работы в опытной группе экспери�
ментальный диабет у крыс вызывали четырех�
кратной инъекцией аллоксана (90 мг/кг), жи�
вотным контрольной группы с той же частотой
и в том же объеме вводили физиологический
раствор. Через две недели после введения ал�
локсана и физиологического раствора живот�
ных усыпляли СО2�асфиксией, получали эпиди�
димальную жировую ткань, из которой выделя�
ли адипоциты с использованием коллагеназы
(«Sigma Aldrich», США) по методу Родбелл [10].

Концентрацию адипоцитов в суспензии доводи�
ли до 1 × 106 клеток в 1 мл с помощью разведе�
ния буфером, содержавшим 10 мМ Hepes («Sigma
Aldrich», США), раствор Кребса–Рингера [10],
2% (m/V) БСА V фракции («ПанЭко», Россия) и
5 мМ глюкозы. Жизнеспособность выделенных
клеток оценивали по окрашиванию трипано�
вым синим («Serva», США). Доля живых клеток
составляла не менее 95%.

Интенсивность липолиза оценивали по кон�
центрации в среде инкубации адипоцитов гли�
церола, определяемого ферментативным мето�
дом Виланда [11], и свободных жирных кислот,
содержание которых регистрировали с по�
мощью набора фирмы «RANDOX» (Великобри�
тания) согласно протоколу производителя.

Для оценки интенсивности стимулирован�
ного липолиза и ингибирующего действия на
него инсулина содержание глицерола определя�
ли в инкубационной среде после трех часов ин�
кубации адипоцитов в присутствии изопротери�
нола (агонист β2�адренорецепторов, «Sigma»,
США; 1 мкМ) [12] и инсулина («Sigma», США;
10 нМ) [13].

Об активности перекисного окисления в
адипоцитах судили по содержанию гидропере�
кисей липидов, концентрацию которых регист�
рировали FOX�2 методом [14], и продуктов, реа�
гирующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБК�
активных продуктов) – флуоресцентным мето�
дом Яги с соавт. [15].

Состояние антиоксидантной системы защи�
ты в адипоцитах оценивали по содержанию об�
щего, восстановленного и окисленного глутати�
она, определяемого циклическим методом Ан�
дерсона [16], а также исследовали концентра�
цию белково�связанного глутатиона после
осаждения белков 5%�ной (m/V) сульфосалици�
ловой кислотой. Активность глутатионперокси�
дазы оценивали по интенсивности окисления
NADPH [17]. 

На втором этапе исследований проводили
эксперименты in vitro на изолированных адипо�
цитах из эпидидимальной жировой ткани крыс.
Окислительный стресс в адипоцитах индуциро�
вали добавлением 5,0 мМ аллоксана («Sigma»,
США) [5]. Клетки инкубировали 3 ч при 37° в
СО2�инкубаторе («Sanyo», Япония). Интенсив�
ность спонтанного липолиза, а также стимули�
рованного изопротеренолом (1 мкМ, «Sigma»,
США) [12] и аналогом сАМР – N(6)�2'�дибути�
рил�сАМР (Db�cAMP) (0,5 мМ, «Sigma», США)
[18] липолиза оценивали по содержанию глице�
рола в среде инкубации адипоцитов, определяе�
мого ферментативным методом [11].

Для выявления влияния продуцируемого ал�
локсаном О2

� на липолиз в адипоцитах клетки
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инкубировали с ловушкой супероксидного ани�
он�радикала – марганец�тетра (N�метил�4�пи�
ридил) порфирином (Mn�TMPyP) («Sigma»,
США) в конечной концентрации 100 мкМ [19].
Для оценки участия глутатиона в модуляции ли�
полиза в адипоцитах в условиях окислительного
стресса, индуцированного аллоксаном, клетки ин�
кубировали с блокатором SH�групп – N�этил�
малеимидом (NEM) («Sigma», США) в конеч�
ных концентрациях 0,2 и 0,8 мМ [20]. После ин�
кубации адипоцитов с NEM в клетках определя�
ли содержание восстановленной и окисленной
форм глутатиона циклическим методом Андер�
сона [16], а также концентрацию белково�свя�
занного глутатиона после осаждения белков
5%�ной (m/V) сульфосалициловой кислотой.
Оценивали интенсивность спонтанного и сти�
мулированного изопротеренолом липолиза по
выходу глицерола в среду инкубации адипоци�
тов [11].

При анализе полученных данных использо�
вали методы статистического описания и про�
верки статистических гипотез с использованием
программы SPSS 11.0 для Windows. Проверка на
соответствие выборок нормальному закону
распределения проводилась критерием Шапи�
ро–Уилка. В связи с отсутствием соответствия
данных нормальному закону распределения на
уровне значимости p < 0,01 и р < 0,05 вычисляли
средневыборочные характеристики: медиана
(Ме), первый и третий квартили (Q1–Q3). Дос�
товерность различий выборок оценивали с по�

мощью непараметрических критериев Ман�
на–Уитни и Краскала–Уолиса для малых групп.
Различия считались достоверными при достиг�
нутом уровне значимости р < 0,05 или р < 0,01.
Межгрупповой анализ проводили с использова�
нием непараметрического критерия Манна–
Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В ходе экспериментальных исследований в
адипоцитах эпидидимальной жировой ткани
крыс с аллоксановым диабетом нами было заре�
гистрировано увеличение концентрации гидро�
перекисей липидов в 1,6 раза (р < 0,01) (табл. 1).
Деградация первичных метаболитов перекисно�
го окисления липидов (ПОЛ) приводила к на�
коплению вторичных и конечных продуктов
свободнорадикального процесса. Установлено
возрастание содержания в 5,9 раза (р < 0,01)
ТБК�активных продуктов в адипоцитах крыс с
экспериментальным диабетом (табл. 1). Повы�
шение содержания гидроперекисей липидов и
ТБК�активных продуктов может быть следстви�
ем окисления ненасыщенных жирных кислот в
липидных каплях адипоцитов крыс с аллокса�
новым диабетом.

Активация ПОЛ в жировой ткани крыс с ал�
локсановым диабетом приводила к снижению
(р < 0,01) концентрации общего глутатиона в
1,2 раза и восстановленной формы трипептида в

8   БИОХИМИЯ  том  80  вып.  1  2015

113

Аллоксановый диабет, 
n = 10

8,93 (8,87–9,38) р < 0,01

5,76 (4,70–5,93) р < 0,01

15,75 (14,68–15,89) р < 0,01

13,28 (12,10–13,66) р < 0,01

2,55 (2,54–2,71)

5,20 (4,75–5,30) р < 0,01

2,22 (2,05–2,42) р < 0,05

131,8 (85,7–187,6) р < 0,01

Таблица 1. Содержание гидроперекисей липидов, ТБК�активных продуктов, общего, восстановленного, окисленного
и белково�связанного глутатиона; активности глутатионпероксидазы в адипоцитах крыс с аллоксановым диабетом,
(Ме (Q1–Q3), р)

Контроль (введение
физиологического раствора), n = 12

5,64 (5,12–5,86)

0,98 (0,92–1,05)

19,61 (19,02–19,86)

17,01 (16,42–17,33)

2,43 (2,31–2,53)

7,30 (6,90–7,60)

1,68 (1,45–1,93)

241,1 (219,6–284,1)

Исследуемые показатели

Гидроперекиси липидов, нмоль/мг белка

ТБК�активные продукты, нмоль/мг белка

GSH + GSSG, нмоль/мг белка

GSH, нмоль/мг белка

GSSG, нмоль/мг белка

GSH/GSSG

Белок�SSG, нмоль/мг белка

ГПО, нмоль NADPH/(мин · мг белка)

Примечание. р – Уровень значимости различий, рассчитанный относительно контрольных величин; GSH + GSSG – об�
щий глутатион; GSH – восстановленный глутатион; GSSG – окисленный глутатион; белок�SSG – белково�связанный
глутатион; ГПО – глутатионпероксидаза.
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1,3 раза. В наших исследованиях увеличение со�
держания окисленного глутатиона не наблюда�
лось (табл. 1). В адипоцитах крыс с аллоксано�
вым диабетом возрастала концентрация белко�
во�связанного глутатиона в 1,3 раза (р < 0,05)
(табл. 1). Можно предполагать, что образующа�
яся окисленная форма глутатиона не накапли�
вается, а взаимодействует с SH�группами бел�
ков.

У крыс с аллоксановым диабетом снижалась
в 1,8 раза (р < 0,01) активность глутатионперок�
сидазы (ГПО, КФ 1.11.1.9) (табл. 1), использую�
щей восстановительный потенциал глутатиона,
что может быть связано с уменьшением содер�
жания GSH при чрезмерной продукции АФК
при экспериментальном диабете. 

Таким образом, развитие аллоксанового диа�
бета у крыс сопровождалось окислительным
стрессом, характеризующимся увеличением со�
держания в адипоцитах продуктов липидной пе�
роксидации и снижением антиоксидантного
потенциала системы глутатиона.

В условиях активации окислительного
стресса в адипоцитах крыс с аллоксановым диа�
бетом увеличивается спонтанный липолиз, о
чем свидетельствует накопление свободных
жирных кислот и глицерола в среде инкубации
жировых клеток. Так, концентрация свободных
жирных кислот в среде инкубации адипоцитов
крыс с аллоксановым диабетом увеличивалась в
2,8 раза (р < 0,01) по сравнению с аналогичным
показателем в среде инкубации жировых клеток
крыс контрольной группы, составившим 0,12
(0,08–0,17) мкмоль/106 клеток. Выход глицеро�
ла в среду при инкубации изолированных ади�
поцитов, полученных от животных с аллоксано�
вым диабетом, составил 0,48 (0,45–0,50) мкмоль/106

клеток, что в 1,6 раза (р < 0,01) выше такового в
клетках, изолированных из эпидидимальной
жировой ткани животных контрольной группы.

Известно, что свободные жирные кислоты,
образовавшиеся в адипоцитах в процессе липо�
лиза, подвергаются частичной реэтерификации
и используются для синтеза молекул триацил�
глицеролов (ТАГ) в жировых клетках [21]. В то же
время глицерол из�за низкой активности глице�
ролкиназы (КФ 2.7.1.30) адипоцитов в этих про�
цессах не используется, и измерение его концент�
рации в инкубационной среде более адекватно
отражает интенсивность липолиза. Поэтому в
дальнейших исследованиях in vitro оценка ин�
тенсивности липолиза в адипоцитах осуществля�
лась по выходу глицерола в среду инкубации.

Липолиз регулируется гормонами, такими
как адреналин, глюкагон, инсулин, а также ади�
покинами, продуцируемыми жировыми клетка�
ми [22–24]. Нами была исследована интенсив�

ность стимулированного агонистом β2�адрено�
рецепторов изопротеренолом липолиза в изоли�
рованных адипоцитах крыс с аллоксановым ди�
абетом в сравнении с жировыми клетками жи�
вотных контрольной группы.

Изопротеренол в концентрации 1 мкМ уси�
ливает в 3,6 раза (р < 0,01) липолиз в адипоцитах
крыс контрольной группы по сравнению со
спонтанным уровнем (табл. 2). Введение аго�
ниста β2�адренорецепторов в среду инкубации
адипоцитов, полученных от животных с аллок�
сановым диабетом, увеличивало выход глицеро�
ла в среду в 1,9 раза (р < 0,01) (табл. 2).

Таким образом, полученные результаты сви�
детельствуют о том, что изопротеренол в мень�
шей степени стимулирует липолиз в адипоци�
тах, изолированных из эпидидимальной жиро�
вой ткани животных с аллоксановым диабетом,
чем в жировых клетках крыс контрольной груп�
пы. Активация окислительного стресса в жиро�
вой ткани крыс с экспериментальным аллокса�
новым диабетом приводит к изменению регуля�
ции липидного обмена в адипоцитах и может
явиться одной из причин снижения ответа на
стимуляцию агонистом β2�адренорецепторов
липолиза.

Известно, что инсулин in vitro (10 нМ) инги�
бирует стимулированный липолитическими
гормонами гидролиз ТАГ в адипоцитах [13]. До�
бавление в среду инкубации адипоцитов инсу�
лина не влияло на интенсивность спонтанного
липолиза в интактных адипоцитах и клетках,
изолированных из жировой ткани животных с
аллоксановым диабетом (табл. 2). Это свиде�
тельствует о том, что увеличение выхода глице�
рола из адипоцитов животных с эксперимен�
тальным диабетом обусловлено активацией
именно спонтанного липолиза.

Нами было установлено, что в адипоцитах,
изолированных из жировой ткани крыс с аллок�
сановым диабетом, снижается способность ин�
сулина ингибировать стимулированный изопро�
теренолом липолиз (табл. 2). Это позволяет го�
ворить о нарушении регуляции инсулином мо�
билизации ТАГ в жировых клетках при экспери�
ментальном аллоксановом диабете.

Для доказательства участия АФК в модули�
ровании липолиза аллоксаном адипоциты пред�
варительно инкубировали с проникающим в
клетки миметиком супероксиддисмутазы – Mn�
TMPyP. В исследованиях, проведенных нами
ранее, было установлено, что значения показа�
телей прооксидантной и антиоксидантной сис�
тем в опытах in vitro при действии аллоксана на
адипоциты в концентрации 5,0 мМ соответству�
ют таковым в экспериментах in vivo на крысах
[5]. Поэтому для проведения исследований,
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направленных на идентификацию молекуляр�
ных механизмов изменения активности спон�
танного и стимулированного липолиза в адипо�
цитах, мы использовали концентрацию аллок�
сана 5,0 мМ как наиболее адекватную для восп�
роизведения окислительного стресса in vitro,
сравнимого с опытами in vivo.

Нами было установлено, что Mn�TMPyP су�
щественно не влиял на спонтанный липолиз в
адипоцитах, но полностью предотвращал его
активацию под действием аллоксана (рис. 1).
Также было обнаружено, что наряду с активаци�
ей спонтанного гидролиза ТАГ аллоксан in vitro
ингибирует стимулированный изопротерено�
лом липолиз (рис. 1). 

Генерация О2
� под действием аллоксана игра�

ет важную роль и в ингибировании диабетоге�
ном стимулированного изопротеренолом липо�
лиза. Mn�TMPyP достоверно повышает сни�
женный под действием аллоксана стимулиро�
ванный β�агонистом гидролиз ТАГ. Эти данные
свидетельствуют о том, что в механизмах инги�
бирующего эффекта аллоксана на стимулиро�
ванный липолиз важную роль играет О2

�.
Для уточнения механизма ингибирующего

эффекта аллоксана на стимулированный β�аго�
нистом липолиз нами было исследовано влия�
ние Mn�TMPyP на гидролиз ТАГ, стимулиро�
ванный проникающим в клетку аналогом сАМР
Db�cAMP, не гидролизуемым внутриклеточными
эстеразами. Инкубация адипоцитов с Db�cAMP
приводила к стимуляции липолиза (рис. 1). Ал�

локсан снижал активированный при действии
Db�cAMP гидролиз ТАГ в адипоцитах (рис. 1).
Ловушка О2

� Mn�TMPyP полностью предотвра�
щала ингибирование аллоксаном стимулирован�
ного Db�cAMP липолиза в адипоцитах (рис. 1).

Таким образом, ловушка О2
� Mn�TMPyP пре�

дотвращает вызванную аллоксаном активацию
спонтанного гидролиза ТАГ и частично снимает
ингибирующее действие диабетогена на стиму�
лированный изопротеренолом липолиз и пол�
ностью – на Db�cAMP индуцированный липо�
лиз. 

Мы предположили, что ингибирование сти�
мулированного липолиза в адипоцитах обуслов�
лено изменением тиолдисульфидного обмена в
жировых клетках, поэтому в следующей серии
экспериментов нами было исследовано влияние
блокатора SH�групп NEM на гидролиз ТАГ и
тиолдисульфидную систему адипоцитов.

В результате экспериментов было установле�
но, что блокирование функциональных SH�
групп глутатиона в адипоцитах приводило к уве�
личению концентрации GSSG, снижению со�
держания общего глутатиона и GSН (рис. 2).
Отмечалась тенденция к увеличению концент�
рации белково�связанного глутатиона в адипо�
цитах при блокировании функциональных SH�
групп белков (рис. 2). Полученные данные сви�
детельствуют о том, что при окислительном
стрессе, вызванном блокатором SH�групп NEM,
часть GSН может расходоваться для защиты
SH�групп белковых молекул путем обратимого
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Без добавок

Инсулин (10 нМ)

Изопротеренол (1 мкМ)

Инсулин (10 нМ) 

и изопротеренол (1 мкМ)

Глицерол, мкмоль/106 клеток

0,35 (0,32–0,37)

0,45 (0,43–0,47) р2–1 < 0,05

0,36 (0,35–0,38)

0,48 (0,47–0,50) р4–3 < 0,05

1,27 (1,15–1,36) р5–1 < 0,01

0,86 (0,84–0,89) р6–5 < 0,05, р6–2 < 0,01

0,93 (0,90–0,96) р7–5 < 0,05

0,75 (0,72–0,78) р8–7 < 0,05, р8–6 < 0,05

Таблица 2. Влияние инсулина и изопротеренола на содержание глицерола в среде инкубации изолированных адипоцитов
крыс с аллоксановым диабетом, (Ме (Q1–Q3), р)

1

2

3

4

5

6

7

8

контроль, n = 12

аллоксановый диабет, n = 10

контроль, n = 12

аллоксановый диабет, n = 10

контроль, n = 12

аллоксановый диабет, n = 10

контроль, n = 12

аллоксановый диабет, n = 10

Группы исследования

Примечание. Контроль – введение физиологического раствора; р2–1, р4–3, р6–5, р8–7 – уровень значимости различий, рас�
считанный относительно контрольных величин в соответствующих группах исследования; р5–1 – уровень значимости раз�
личий по сравнению с контрольными адипоцитами (без добавок); р6–2 – уровень значимости различий по сравнению с
адипоцитами крыс с аллоксановым диабетом (без добавок); р7–5 – уровень значимости различий по сравнению с конт�
рольными адипоцитами, инкубированными с 1 мкМ изопротеренола; р8–6 – уровень значимости различий по сравнению
с адипоцитами крыс с аллоксановым диабетом, инкубированными с 1 мкМ изопротеренола.
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Рис. 2. Параметры системы глутатиона адипоцитов при добавлении блокатора SH�групп N�этилмалеимида в концентра�
ции 0,2 и 0,8 мМ. *р < 0,05 – уровень значимости различий по сравнению с интактными адипоцитами; NEM – N�этил�
малеимид, GSH + GSSG – общий глутатион; GSH – восстановленный глутатион; GSSG – окисленный глутатион; бе�
лок�SSG – белково�связанный глутатион
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Рис. 1. Влияние стимулятора β2�адренорецепторов изопротеренола, аналога сАМР – N(6)�2'�дибутирил�сАМР (Db�
cAMP), ловушки супероксидного анион�радикала – марганец�тетра(N�метил�4�пиридил)порфирина(Mn�TMPyP) и ал�
локсана на липолиз в адипоцитах интактных крыс. *р < 0,01 – уровень значимости различий по сравнению с адипоцита�
ми соответствующей группы
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связывания с ними. Однако это способствует
уменьшению восстановительного потенциала
системы глутатиона. Так, в адипоцитах отноше�
ние восстановленной формы трипептида к
окисленной снижалось с увеличением концент�
рации NEM в среде инкубации клеток (рис. 2).

Таким образом, с возрастанием концентра�
ции NEM в среде инкубации клеток происходит
увеличение содержания GSSG и белково�свя�
занного глутатиона, а также снижение концент�
рации GSН и величины отношения GSH/GSSG
в адипоцитах.

Инкубация адипоцитов с 0,2 мМ NEM соп�
ровождалась увеличением концентрации глице�
рола в среде инкубации клеток в 1,3 раза (р < 0,05)
по сравнению с контрольными значениями
(рис. 3). Возрастание концентрации блокатора
SH�групп NEM до 0,8 мМ приводило к проти�
воположному эффекту – концентрация глице�
рола в инкубационной среде снижалась в 1,3 ра�
за (р < 0,05) по сравнению с контрольными зна�
чениями (рис. 3). Это может быть следствием
токсического влияния высоких концентраций
NEM на адипоциты.

Инкубация адипоцитов с 0,2 мМ NEM и
1 мкМ изопротеренола способствовала сниже�
нию содержания глицерола в среде инкубации
клеток в 1,3 раза (р < 0,01) по сравнению с ана�

логичным показателем в адипоцитах, инкубиро�
ванных с 1 мкМ изопротеренола без NEM
(рис. 3).

Действие 0,8 мМ NEM на стимулированный
изопротеренолом (1 мкМ) липолиз еще в боль�
шей степени (в 6,7 раза, р < 0,01) вызывало сни�
жение концентрации глицерола в среде инкуба�
ции адипоцитов по сравнению с аналогичным
показателем в адипоцитах, инкубированных с
1 мкМ изопротеренола без NEM (рис. 3).

Таким образом, блокатор SH�групп NEM в
адипоцитах, так же как и аллоксан, способству�
ет активации спонтанного и ингибированию
стимулированного изопротеренолом липолиза.
Это свидетельствует об участии АФК и системы
глутатиона в регуляции липолиза в адипоцитах
при окислительном стрессе.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В своих исследованиях мы установили, что в
жировой ткани крыс с аллоксановым диабетом
активируются процессы свободнорадикального
окисления, сопровождающиеся накоплением в
адипоцитах продуктов ПОЛ и снижением кон�
центрации общего и восстановленного глутати�
она. Известно, что начальной стадией ответа

Рис. 3. Влияние агониста β2�адренорецепторов изопротеренола и блокатора SH�групп N�этилмалеимида (NEM) на липо�
лиз в адипоцитах. *р < 0,05, #р < 0,01 – уровни значимости различий по сравнению с адипоцитами соответствующей группы
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клеток на окислительный стресс является сни�
жение уровня GSH – главного низкомолекуляр�
ного антиоксиданта клеток – и, соответственно,
повышение содержания GSSG [25]. Наиболее
показательной с точки зрения антиоксидантно�
го потенциала глутатиона является величина от�
ношения восстановленной формы трипептида к
окисленной, которое в настоящее время рас�
сматривается как один из маркеров окислитель�
ного стресса [4]. Обнаруженное нами снижение
величины отношения восстановленного глута�
тиона к окисленному свидетельствует о сокра�
щении емкости редокс�потенциала глутатион�
зависимой системы в адипоцитах крыс с аллок�
сановым диабетом (табл. 1).

При снижении величины отношения
GSH/GSSG в условиях окислительного стресса
тиоловые группы белков могут модифициро�
ваться обратимо с образованием смешанных ди�
сульфидов между белковыми SН�группами и
SН�группами молекул с низкой молекулярной
массой, такими как глутатион, и этот процесс
называется S�глутатионилирование [26]. При
активации ПОЛ образующиеся гидроперекиси
липидов, окисляя SH�группы мембранных бел�
ков, вносят свой вклад в инактивацию мембра�
но�ассоциированных ферментов. Свободные
радикалы липидов в результате неферментатив�
ной реакции с SH�группами белков и пептидов
образуют сульфгидрильные радикалы, которые
затем взаимодействуют с образованием дисуль�
фидов либо окисляются кислородом с образова�
нием производных сульфоновой кислоты. Воз�
растание концентрации белково�связанного
глутатиона в адипоцитах крыс с аллоксановым
диабетом дает возможность предполагать, что
расходование GSH в окислительных реакциях
сопровождается генерацией окисленной формы
трипептида, взаимодействующей с SH�группа�
ми белков. 

Активация процессов свободнорадикально�
го окисления в жировой ткани приводила к за�
пуску механизмов антиоксидантной защиты
адипоцитов. Основной антиоксидантный фонд
мобильных сульфгидрильных групп клетки
представляет собой GSH, который является так�
же кофактором ГПО и других антиоксидантных
ферментов [4, 27]. Снижение активности ГПО
при аллоксановом диабете может быть обуслов�
лено низкой экспрессией генов ферментов,
участвующих в метаболизме глутатиона – ГПО,
глутатионредуктазы (КФ 1.8.1.7) и глутатион�S�
трансферазы (КФ 2.5.1.18) [28]. Ингибирование
ГПО, возможно, является следствием высокой
чувствительности энзима к повышенным кон�
центрациям гидроперекисей липидов, перокси�
да водорода и может быть одной из причин сни�

жения количества GSН, который расходуется в
глутатионпероксидазной реакции. 

Известно, что липолиз в жировых клетках
характеризуется гормончувствительной и гор�
моннечувствительной активностью. Гидролиз
триацилглицеролов, протекающий без участия
гормонального сигнала, получил название
спонтанного липолиза [13]. В наших экспери�
ментах установлено, что активация окислитель�
ного стресса в жировой ткани крыс при аллокса�
новом диабете, сопровождающаяся нарушени�
ем тиолдисульфидного обмена, способствует
стимуляции спонтанного липолиза в изолиро�
ванных адипоцитах, что приводит к выделению
большого количества свободных жирных кис�
лот, которые транспортируются преимущест�
венно в печень и обусловливают развитие инсу�
линорезистентности на уровне печени [29]. Ин�
сулин, не связавшийся с гепатоцитами, способ�
ствует формированию системной гиперинсули�
немии. При нарушенной ауторегуляции инсу�
линовых рецепторов гиперинсулинемия усили�
вает инсулинорезистентность периферических
органов. Свободные жирные кислоты также по�
давляют тормозящее действие инсулина на глю�
конеогенез, приводя к увеличению продукции
глюкозы печенью. Попадая в системный крово�
ток, жирные кислоты нарушают поглощение
глюкозы и ее утилизацию в мышечной ткани,
что способствует усилению периферической ин�
сулинорезистентности [29]. Наряду с этим вы�
сокие концентрации глюкозы и свободных жир�
ных кислот нарушают секрецию инсулина, воз�
действуя на важнейшие этапы синтеза и секре�
ции гормона, начиная от экспрессии гена инсу�
лина и заканчивая поступлением гормона в
кровь [30]. Глюкозотоксичность и липотоксич�
ность проявляются угнетением процессов
трансляции молекулы инсулина, подавлением
экспрессии гена глюкокиназы, снижением ми�
тохондриальной функции и наработки АТР, на�
рушением механизмов экзоцитоза гормона и
усилением апоптоза β�клеток [31–33]. 

В своих исследованиях мы обнаружили, что
агонист β2�адренорецепторов изопротеренол в
меньшей степени стимулирует липолиз в адипо�
цитах, изолированных из эпидидимальной жи�
ровой ткани крыс с аллоксановым диабетом
(табл. 2). Таким образом, активация окисли�
тельного стресса в адипоцитах крыс с экспери�
ментальным аллоксановым диабетом приводит
к стимуляции спонтанного липолиза и ингиби�
рованию стимулированного агонистом β2�адре�
норецепторов липолиза.

Механизмы регуляции липолиза в жировых
клетках в настоящее время интенсивно изуча�
ются. Гормончувствительная липаза (КФ 3.1.1.3)
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и перилипин – основные факторы в адипоци�
тах, которые регулируют липолиз. В нестимули�
руемых эффекторами клетках гормончувстви�
тельная липаза диффузно распределена в цито�
золе, в то время как перилипин покрывает поверх�
ность липидных капель. Это препятствует гид�
ролизу молекул ТАГ гормончувствительной ли�
пазой. При стимуляции гормонами повышается
концентрация внутриклеточного сАМР и акти�
вируется протеинкиназа А (КФ 2.7.11.1), кото�
рая фосфорилирует гормончувствительную ли�
пазу и облегчает ее транслокацию на поверхнос�
ти жировых капель [13, 34]. Одновременно про�
теинкиназа А фосфорилирует перилипин, что
изменяет поверхностную структуру жировых ка�
пель и облегчает связывание гормончувстви�
тельной липазы [34].

B исследованиях Тсуита с соавт. [35] было
показано, что активность гормончувствитель�
ной липазы проявляется даже в отсутствие ли�
политических гормонов, при этом ее действие
ограничивается фосфатидилхолином на поверх�
ности эндогенных липидных капель в адипоци�
тах. Можно предполагать, что активация ПОЛ
приводит к дезинтеграции фосфолипидного мо�
нослоя на поверхности жировой капли. Это по�
вышает доступность ТАГ для действия липазы и
вызывает активацию спонтанного липолиза.

Повышение содержания АФК приводит к
активации спонтанного липолиза и, по�видимо�
му, является одним из факторов нарушения спо�
собности инсулина блокировать стимулирован�
ный гидролиз ТАГ. Действительно, АФК участ�
вуют в положительном и отрицательном регули�
ровании действия инсулина. Они, с одной сто�
роны, облегчают трансдукцию инсулинового
сигнала, а с другой – участвуют в механизмах
развития инсулинорезистентности [23]. 

Одним из механизмов ингибирующего
действия окислительного стресса на активиро�
ванный изопротеренолом липолиз может быть
изменение концентрации сАМР в ответ на сти�
муляцию агонистом. Снижение содержания
сАМР, возможно, связано с уменьшением обра�
зования АТР в условиях окислительного стрес�
са. Наряду с этим АТР служит источником энер�
гии, необходимой для перемещения гормончув�
ствительной липазы на поверхности жировой
капли адипоцита [34], что может быть еще од�
ной причиной ингибирования стимулирован�
ного липолиза на этапах трансдукции гормо�
нального сигнала после аденилатциклазы. Роль
АФК не исчерпывается влиянием на синтез АТР
в митохондриях. В частности, пероксид водоро�
да может непосредственно ингибировать стиму�
лированный агонистами липолиз [36]. Высокие
концентрации глюкозы также активируют спон�

танный и ингибируют стимулированный липо�
лиз. Грин с соавт. [37] предполагают, что гипер�
гликемия повышает в адипоцитах продукцию
фактора некроза опухоли и других провоспали�
тельных цитокинов, которые стимулируют в них
липолиз. 

Помимо митохондрий источником наработ�
ки АФК в адипоцитах при увеличении содержа�
ния свободных жирных кислот является актива�
ция ими мембрано�связанной NADPH�оксида�
зы, генерирующей О2

�. Было показано, что
окислительный стресс в жировой ткани при СД
сопровождается ее инфильтрацией макрофага�
ми, которые также могут быть источником АФК
[38].

Таким образом, данные механизмы могут спо�
собствовать развитию окислительного стресса и
ингибированию стимулированного липолиза в
жировой ткани животных при аллоксановом ди�
абете.

Для подтверждения участия АФК в модули�
ровании липолиза аллоксаном адипоциты инку�
бировали с проникающим в клетки миметиком
супероксиддисмутазы Mn�TMPyP (100 мкМ).
Нами было установлено, что Mn�TMPyP не вли�
ял существенно на спонтанный липолиз в ади�
поцитах, но полностью предотвращал его акти�
вацию под влиянием аллоксана (рис. 1). Полу�
ченные данные свидетельствуют о важной роли
О2

�, образующегося при восстановлении аллок�
сана в диалуровую кислоту, и стимулирующем
эффекте диабетогена на спонтанный липолиз в
адипоцитах. Генерация О2

� и высвобождение ио�
нов железа из ферритина под действием аллок�
сана способствуют образованию ОН� в реакции
Фентона, активации ПОЛ и окислительной мо�
дификации фосфолипидов, покрывающих жи�
ровую каплю в адипоцитах [39].

Нами было обнаружено, что наряду с акти�
вацией спонтанного липолиза аллоксан in vitro
ингибирует стимулированный изопротерено�
лом (1 мкМ) гидролиз ТАГ (рис. 1). Эффект ин�
гибирования стимулированного β�агонистом
липолиза в изолированных адипоцитах при до�
бавлении аллоксана in vitro согласуется с полу�
ченными данными о снижении интенсивности
стимулированного липолиза в адипоцитах крыс
с экспериментальным аллоксановым диабетом
(табл. 2). Увеличение стимулированного гидро�
лиза ТАГ при действии ловушки О2

� – Mn�
TMPyP (100 мкМ), уровень которого был сни�
жен в присутствии аллоксана, – свидетельствует
о том, что в механизмах ингибирующего эффек�
та аллоксана на индуцируемый изопротерено�
лом липолиз важную роль играет О2

�. В то же
время уровень глицерола в среде инкубации ос�
тавался ниже, чем в экспериментах с адипоци�
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тами, инкубированными без аллоксана (рис. 1).
Это может быть обусловлено тем, что в реакции
восстановления аллоксана в адипоцитах наряду
с продукцией АФК образуются радикалы диабе�
тогена [8, 9], которые не инактивируются ло�
вушкой О2

� Mn�TMPyP и могут повреждать ли�
пиды и белки, участвующие в трансдукции гор�
монального сигнала. 

Дальнейшее исследование механизмов ин�
гибирующего эффекта аллоксана на стимулиро�
ванный липолиз при участии аналога сАМР –
Db�cAMP и ловушки О2

� показало, что Mn�
TMPyP способен частично снимать ингибирую�
щее действие аллоксана на стимулированный
изопротеренолом липолиз и полностью – на Db�
cAMP индуцированный липолиз. Эти данные
позволяют предполагать, что в механизме инги�
бирующего эффекта аллоксана на стимулиро�
ванный гидролиз ТАГ важную роль играет гене�
рируемый в ходе превращения аллоксана в диа�
луровую кислоту О2

�. Тот факт, что ингибирую�
щее действие аллоксана на стимулированный
липолиз предотвращается ловушкой О2

� Mn�
TMPyP при стимуляции как изопротеренолом,
так и Db�cAMP, позволяет предполагать, что
мишенью для О2

� является главным образом не
аденилатциклаза, а другие компоненты адени�
латциклазного пути трансдукции гормонально�
го сигнала. Так, показано, что протеинкиназа А
чувствительна к микромолярным концентраци�
ям пероксида водорода, в т.ч. образующимся в
адипоцитах под действием супероксиддисмутазы
из О2

�, генерируемого при активации NADPH�
оксидазы инсулином [40]. Пероксид водорода
окисляет SH�группы цистеина в составе катали�
тических и регуляторных субъединиц протеин�
киназы А, что препятствует взаимодействию это�
го фермента с сАМР и ее дальнейшей активации.

Известно, что при развитии свободноради�
кального окисления, сопровождающего СД, в
клетках окислительным изменениям подверга�
ются в первую очередь редокс�чувствительные
элементы, особенно функциональные SH�груп�
пы белков и пептидов. Изменение тиолдисуль�
фидного обмена в адипоцитах может приводить
к ингибированию стимулированного липолиза,
поэтому в следующей серии экспериментов нами
было исследовано влияние блокатора SH�групп
NEM на липолиз и систему глутатиона адипо�
цитов.

NEM способен проникать в клетку и связы�
вать свободные SH�группы пептидов и белков,
причем при взаимодействии с глутатионом он об�
разует стабильные комплексы глутатион–NEM
без перевода GSH в окисленное дисульфидное
состояние [41]. SH�группы, связанные с NEM,
теряют способность взаимодействовать с АФК и

препятствовать развитию окислительного
стресса. Известно, что GSH расходуется в ходе
ряда окислительно�восстановительных реакций
как поставщик SH�групп, защищающих макро�
молекулы клетки от ОН� и других АФК. SH�груп�
па глутатиона окисляется гораздо легче, чем SH�
группы в белковых молекулах, и за счет этого
реализуется защита макромолекул от необрати�
мой окислительной модификации [27, 42].
Можно предполагать, что при окислительном
стрессе в адипоцитах, вызванном блокатором
SH�групп NEM, часть GSH может расходовать�
ся для защиты SH�групп белковых молекул пу�
тем обратимого связывания с ними. Однако это
способствует уменьшению восстановительного
потенциала системы глутатиона. Подтвержде�
нием этого предположения является обнару�
женное нами в адипоцитах достоверное сниже�
ние величины отношения GSH/GSSG с увели�
чением концентрации NEM в среде инкубации
клеток (рис. 2). 

В условиях сниженного восстановительного
потенциала системы глутатиона в адипоцитах
возрастает интенсивность спонтанного липоли�
за и ингибируется стимулированный изопроте�
ренолом (1 мкМ) липолиз (рис. 3). Таким обра�
зом, блокатор SH�групп NEM в адипоцитах, так
же как и аллоксан, способствует активации
спонтанного и ингибированию стимулирован�
ного изоротеренолом гидролиза ТАГ. Это свиде�
тельствует об участии АФК и системы глутатио�
на в регуляции липолиза в адипоцитах при ал�
локсановом диабете, сопровождающемся окис�
лительным стрессом.

Снижение антиоксидантного потенциала и
активация свободнорадикального окисления
приводят к повышенной окислительной моди�
фикации липидов и белков в адипоцитах. Воз�
никающая при активации ПОЛ дезинтеграция
фосфолипидного монослоя на поверхности жи�
ровой капли в условиях окислительного стресса
в адипоцитах повышает доступность триацил�
глицеролов действию липаз и активирует спон�
танный липолиз. Увеличение активности спон�
танного липолиза в условиях окислительного
стресса, вызванного аллоксаном, может являть�
ся одной из причин повышенного содержания
свободных жирных кислот в плазме крови при
экспериментальном диабете, что может играть
важную роль в развитии инсулинорезистентнос�
ти и возникновении осложнений СД.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Министерства образования и науки в
рамках гранта Президента Российской Федерации
для государственной поддержки ведущих науч�
ных школ (соглашение НШ�4184.2014.7).
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It was found that spontaneous lipolysis increases in adipocytes of rats with alloxan diabetes; besides, isoproterenol�
stimulated hydrolysis of triacylglycerols is inhibited against the background of oxidative stress and decrease redox�sta�
tus of cells. A decrease in the ability of insulin to inhibit isoproterenol�stimulated lipolysis in adipocytes that were iso�
lated from adipose tissue of rats with experimental diabetes was detected, which shows a disorder in regulation of lipol�
ysis in adipocytes by the hormone in alloxan diabetes. Based on these findings, it was concluded that there is an influ�
ence of reactive oxygen species, superoxide anion radical, in particular, and redox�potential of the glutathione system
on molecular mechanisms of change of lipolysis intensity in rat adipocytes in alloxan�induced oxidative stress.
Activation of spontaneous lipolysis in conditions of oxidative stress may be one of the reasons for the high concentra�
tion of free fatty acids in blood plasma in experimental diabetes, and this may play a significant role in development
of insulin resistance and appearance of complications of diabetes.

Key words: diabetes mellitus, adipocyte, oxidative stress, lipolysis, glutathione system, Mn�tetra (N�methyl�4�pyridyl)
porphyrin, N�ethylmaleimide


