
132

БИОХИМИЯ,  2015,  том  80,  вып.  1,  с.  132  –  141

УДК 577.115.4;577.175.72;612.67

Харьковский национальный университет 
им. В.Н. Каразина, НИИ биологии, 61022 Харьков, 
пл. Свободы, 4, Украина; факс: +38(057)335&2923, 

электронная почта: babenko@univer.kharkov.ua

Поступила в редакцию 06.06.14
После доработки 06.08.14

Сфинголипиды играют важную роль в развитии резистентности клеток�мишеней к действию инсулина. На�
иболее активными ингибиторами сигнальной трансдукции инсулина являются церамиды, уровень которых
существенно повышается в клетках под действием стресса и в процессе старения. В настоящей работе изу�
чена роль различных звеньев метаболизма сфинголипидов в развитии инсулинорезистентности клеток пе�
чени в старости. Ингибирование одного из ключевых ферментов синтеза (серинпальмитоилтрансферазы
или церамидсинтазы) или деградации сфинголипидов (кислой или нейтральной сфингомиелиназы –
СФМазы) с помощью специфических ингибиторов (мириоцина, фумонизина В1, имипрамина и GW4869)
сопровождалось снижением содержания церамида и частичным улучшением ответа клеток на действие ин�
сулина в гепатоцитах старых животных. Имипрамин и GW4869 снижали активность кислой и нейтральной
СФМазы соответственно в клетках печени старых крыс. Синтез церамида и СФМ снижался при действии
мириоцина или фумонизина В1 в «старых» гепатоцитах. При совместном действии ингибиторов происхо�
дило восстановление содержания церамида и СФМ и регуляции инсулином метаболизма глюкозы в инсу�
лин�резистентных клетках. Полученные данные свидетельствует о важной роли как вновь синтезированных
церамида и СФМ, так и церамида, образующегося в результате деградации СФМ, в развитии резистентнос�
ти гепатоцитов к действию инсулина в старости.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гепатоциты, инсулинорезистентность, старение, мириоцин, фумонизин В1, имип�
рамин, GW4869.

Сфинголипиды представляют собой класс
биологически активных молекул, вовлеченных в
регуляцию физиологических процессов, таких
как рост клеток, апоптоз, аутофагия, ангиоге�
нез, воспаление и нейродегенерация. Сфинго�
липиды играют важную роль в развитии резис�
тентности клеток�мишеней к действию инсули�
на. Модуляция содержания сфинголипидов в
тканях�мишенях действия инсулина в условиях
in vivo и в экспериментах на культивируемых
клетках, как правило, сопровождается измене�

нием их чувствительности к действию гормона.
Наиболее активными ингибиторами различных
звеньев сигнальной трансдукции инсулина яв�
ляются церамиды и ганглиозиды. Инсулиноре�
зистентность, индуцированная высококалорий�
ной диетой или инфузией липидов, сопровож�
дается накоплением в мышечной ткани и пече�
ни не только предшественника синтеза сфинго�
липидов de novo – пальмитиновой кислоты, но и
церамида [1, 2], в то время как ингибиторы клю�
чевого фермента синтеза сфинголипидов (СПТ) –
мириоцин и циклосерин – препятствуют накоп�
лению церамида и нормализуют гомеостаз глю�
козы в организме. С помощью легко проникаю�
щих в клетки аналогов церамида показано, что в
мышечной ткани церамиды ингибируют важное
звено сигналинга инсулина, а именно протеин�
киназу Akt/PKB (ЕС 2.7.11.1) посредством по�
давления транслокации фермента в плазмати�
ческие мембраны и/или дефосфорилирования
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протеинкиназы под действием протеинфосфа�
тазы Р2 (ЕС 3.1.3.16), являющейся мишенью це�
рамида в различных клетках [3, 4]. Установлена
важная роль церамидов в нарушении ФЛД�за�
висимого сигналинга инсулина в клетках пече�
ни старых крыс [5]. Подавление синтеза сфин�
голипидов de novo с помощью мириоцина ниве�
лирует возрастное нарушение регуляции инсу�
лином активности ФЛД (ЕС 3.1.4.4), но не вос�
станавливает до уровня молодых животных уро�
вень церамидов и индукцию обмена глюкозы
инсулином в клетках печени старых крыс [5].

Экзогенные ганглиозиды GM3 ингибируют
фосфорилирование тирозина инсулинового ре�
цептора и субстрата 1 инсулинового рецептора
(IRS�1) в адипоцитах 3T3 L1 [6]. Различные ин�
гибиторы синтеза глюкозилцерамидов [7, 8], так
же как и нокаут ферментов [9] в клетках мышеч�
ной ткани и печени, усиливают стимуляцию ин�
сулином фосфорилирования инсулинового ре�
цептора, протеинкиназы Akt/PKB и mTOR. В то
же время нарушение синтеза и снижение содер�
жания СФМ, но не ганглиозидов GM3 в печени,
мышечной и жировой тканях и плазматических
мембранах клеток печени мышей, характеризую�
щихся дефицитом СФМсинтазы 2 (ЕС 2.7.8.27)
или 2�й субъединицы СПТ (ЕС 2.3.1.50), являет�
ся важной причиной увеличения чувствитель�
ности тканей к действию инсулина [10]. Важ�
ным представляется то, что содержание церами�
да повышается в печени и мышечной ткани, не
изменяется в плазматических мембранах клеток
печени СФМсинтаза�дефицитных животных и
существенно снижается в мембранах СПТ нока�
утных мышей. Учитывая эти данные и результа�
ты других исследований [11, 12], можно предпо�
ложить, что церамиды и ганглиозиды не явля�
ются единственными медиаторами в развитии
инсулинорезистентности в тканях�мишенях.

Повышение содержания СФМ в плазмати�
ческих мембранах адипоцитов и эритроцитов
предшествует развитию резистентности к
действию инсулина и гиперинсулемии у паци�
ентов с ожирением [13]. Дефицит СФМсинтазы 2
и нарушение синтеза СФМ у нокаутных живот�
ных предотвращают индукцию под действием
высокожировой диеты ожирения и инсулиноре�
зистентности [14]. Подавление экспрессии
СФМсинтазы с помощью siRNA также снижает
в клетках HepG2 содержание больших липид�
ных капель и триацилглицерина в печени леп�
тин�дефицитных мышей ob/ob. СФМсинтаза 2
локализована в липидных микродоменах и час�
тично ассоциирована с транспортером жирных
кислот – CD36/FAT и кавеолином 1. Поскольку
СФМсинтаза 2 модулирует содержание СФМ в
липидных платформах, авторы приходят к зак�

лючению, что именно конформационные изме�
нения мембран опосредуют участие фермента в
регуляции процесса ожирения и диабета 2 типа.
Учитывая то, что СФМ является компонентом
липидных рафтов, играющих важную роль в
компартментализации инсулинового сигналин�
га, можно полагать, что изменение содержания
СФМ и упорядоченности липидного бислоя
плазматических мембран является важной при�
чиной нарушения сигнальной трансдукции ин�
сулина.

В настоящее время остаются нерешенными
вопросы, какие именно сфинголипиды и нару�
шение каких звеньев метаболизма сфинголипи�
дов играют ключевую роль в развитии инсули�
норезистентности в клетках печени в старости.
Ввиду этого целью настоящей работы явилось
изучение действия специфических ингибиторов
ферментов синтеза и деградации СФМ и цера�
мида на способность старых клеток печени
адекватно отвечать на действие инсулина.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проводили на молодых (3�ме�
сячных) и старых (24�месячных) крысах�сам�
цах линии Вистар. Гепатоциты выделяли по ме�
тоду Петренко с соавт. [15]. Нативность клеток
оценивали с помощью трипанового синего.
Выживаемость клеток составила 90–96%. Све�
жевыделенные гепатоциты ресуспендировали в
среде Игла (Институт полиомиелита и вирус�
ных энцефалитов, Россия), содержавшей 10%�ную
эмбриональную сыворотку (ООО «БиолоТ»,
Россия), 20 мМ Hepes, пенициллин (61 мг/л),
стрептомицин (100 мг/л), до 4 · 107 клеток/мл,
и инкубировали в течение 3 ч при 37°. После
инкубации гепатоциты отмывали буфером
Кребс–Хенселейт с 0,1% БСА («Sigma», США) и
разводили перед началом эксперимента в том же
буфере. Для ингибирования синтеза церамида
de novo гепатоциты 24�месячных крыс инку�
бировали в течение 2 ч при 37° в присутствии
5 мкМ мириоцина или 1 мкМ фумонизина В1
(«Sigma», США). Синтез церамидов изучали
в присутствии [14С]пальмитиновой кислоты
(1 мкКи/мл, 56 мКи/мМ, «Amersham», «GE
Health Care», Великобритания). Для ингибиро�
вания кислой и нейтральной СФМзы гепатоци�
ты 24�месячных крыс инкубировали в течение
2 ч при 37° в присутствии 50 мкМ имипрамина
(«Sigma», США) или 5 мкМ GW4869 («Sigma�
Aldrich», Германия) соответственно. В отдель�
ных случаях клетки инкубировали в присут�
ствии ингибиторов как синтеза, так и деграда�
ции сфинголипидов.
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Для определения активности СФМаз (ЕС 3.1.4.12)
гепатоциты лизировали в буфере, содержавшем
50 мМ Tris�HCl (pH 7,4), 1 мМ ЭДТА, 10 мМ
MgCl2, 0,65%�ного тритона Х�100 (для последу�
ющего определения активности нейтральной
СФМазы), или в буфере, содержавшем 50 мМ
CH3COONa (pH 5,0), 0,65%�ного тритона Х�100
(для последующего определения активности
кислой СФМазы). Реакционная смесь содержала
1,5 мг белка и 0,74 нмоль СФМ [метил�14С�хо�
лин]сфингомиелина (52 мКи/мМ, «PerkinElmer»,
США) в конечном объеме 200 мкл. Пробы инку�
бировали в течение 1 ч, реакцию останавливали
добавлением 1,5 мл смеси CHCl3 : CH3OH (1 : 2 v/v)
с последующим добавлением 1 мл CHCl3 и 1 мл
Н2О. Смесь центрифугировали в течение 5 мин
при 3000 об/мин. После разделения фаз аликвоты
верхней и нижней фаз, содержавшие [14С]фос�
форилхолин и [14С]СФМ соответственно, ис�
пользовали для определения радиоактивности.
Активность фермента выражали в нмолях про�
дукта или субстрата на 1 мг белка за 1 ч.

Немеченые 14С�гепатоциты использовали для
изучения индуцированного инсулином (инсулин
свиной монокомпонентный, «Индар», Украина)
поглощения 2�D�[3H]�глюкозы (0,5 мкКи/мл) и
включения D�[U14C]�глюкозы (0,1 мкКи/мл) в
гликоген по методу, описаному Брутман�Бара�
зани с соавт. [16]. Гепатоциты предварительно
инкубировали в присутствии ингибиторов об�
мена сфинголипидов или без них в течение 2 ч.
Затем отмывали от добавок буфером НBS
(HEPES�buffered saline), содержавшим 20 мМ
HEPES, и инкубировали в том же буфере в тече�
ние 30 мин в присутствии 10 нМ инсулина (или
0,9%�ным NaCl в качестве контроля к инсули�
ну), затем отмывали буфером НBS, разводили в
нем же, добавляли 0,5 мкКи/мл 2�D�[3H]�глю�
козы и инкубировали еще 10 мин при 37°. Для
определения синтеза гликогена клетки отмыва�
ли от добавок буфером НBS и инкубировали в
буфере НBS с 5 мМ глюкозой, отдельно вносили
10 нМ инсулин (или 0,9%�ным NaCl в качестве
контроля к инсулину) и 0,1 мкКи/мл D�[U14C]�
глюкозу, гепатоциты инкубировали 2 ч при 37°.
Реакцию останавливали ледяным 0,9%�ным
NaCl и отмывали тем же раствором 3 раза. Клет�
ки лизировали 50 мМ NaOH. Радиоактивность
меченых [3Н]глюкозы и [14С]гликогена определя�
ли с помощью счетчика радиоактивности БЕТА.

Экстракцию липидов проводили по методу
Блай и Дайер [17]. Разделение отдельных липи�
дов проводили методом ТСХ на пластинках
Sorbfil (АО «Сорбполимер», Россия) в системах
растворителей: CH3CH2OCH2CH3 (система 1) и
CHCl3 : CH3OH : Н2О (40 : 10 : 1 v/v/v) (система 2).
Пятна липидов проявляли в парах йода и иден�

тифицировали, сравнивая со стандартами. Радио�
активность 14С�липидов определяли с помощью
счетчика радиоактивности БЕТА. Данные
представлены в виде: среднее значение ± стан�
дартная ошибка среднего. Для сравнения двух
групп использовали t�критерий Стьюдента; для
сравнения данных, полученных в результате
множественного воздействия, использовали
многофакторный дисперсионный анализ.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Установлено, что в клетках печени крыс в
старости существенно повышался уровень вновь
синтезированного в присутствии [14С]пальми�
тиновой кислоты церамида и СФМ (рис. 1). 

С целью выяснения возможного механизма
возрастных изменений в содержании церамида
и СФМ в клетках печени изучали действие ин�
гибиторов синтеза и деградации сфинголипидов
на гепатоциты старых крыс. Применяемые в ра�
боте ингибиторы обмена сфинголипидов не
оказывали существенного влияния на жизне�
способность клеток печени (рис. 2) и вызывали
значительные изменения в содержании СФМ и
церамида в гепатоцитах старых 24�месячных
крыс. Так, добавление в культуральную среду
специфического ингибитора ключевого фер�
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Рис. 1. Влияние мириоцина и фумонизина В1 на синтез
церамида и сфингомиелина в изолированных гепатоцитах
24�месячных крыс, n = 7 (* – статистически значимо по
сравнению с 3�месячными крысами, р < 0,05; ** – статис�
тически значимо по сравнению с контролем – 24�месяч�
ными крысами, р < 0,05)
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мента синтеза сфинголипидов мириоцина [18]
или ингибитора синтеза церамида фумонизина
В1 [19] подавляло синтез церамида и СФМ в
присутствии [14С]пальмитиновой кислоты (рис. 1).
В то же время исследованиями, ранее проведен�
ными в нашей лаборатории, было показано, что
ингибиторы синтеза сфинголипидов мириоцин
и фумонизин В1 снижали содержание церамида
в гепатоцитах старых животных [20], однако эти
изменения не достигали уровня сфинголипида у
молодых крыс.

Для выяснения роли СФМаз в изменении
содержания СФМ и церамида в клетках печени
в старости изучали действие функционального
ингибитора кислой СФМазы имипрамина [21] и
неконкурентного ингибитора нейтральной
СФМазы GW4869 [22]. Установлено, что ими�
прамин подавляет активность кислой СФМазы,
но не влияет на нейтральную СФМазу в гепато�
цитах (рис. 3, а). Внесение в среду культивиро�
вания клеток имипрамина снижает уровень це�
рамидов в гепатоцитах старых крыс [20], но не
до уровня молодых животных. Полученные ре�
зультаты свидетельствуют о том, что имипрамин
оказывает специфическое действие на актив�
ность кислой СФМазы и образование церамида
в результате активации кислой СФМазы в клет�
ках печени старых крыс. 

Инкубация гепатоцитов, выделенных из пе�
чени 24�месячных животных, в присутствии
GW4869 сопровождалась подавлением актив�
ности нейтральной СФМазы, но не кислого
фермента (рис. 3, б). Содержание [14С]церамида
в клетках 3� и 24�месячных крыс и «старых» ге�
патоцитах, предварительно инкубированных в
присутствии [14С]пальмитиновой кислоты и
смеси всех применяемых в работе ингибиторов
обмена сфинголипидов, составляет 1312 ± 98,
3654 ± 181 (Р < 0,05) и 1787 ± 103 имп/мин × 107

клеток. 
Следующая серия экспериментов была пос�

вящена изучению роли ингибиторов синтеза и
деградации сфинголипидов в коррекции возраст�
ного нарушения регуляции инсулином метабо�
лизма глюкозы в клетках печени. Установлено
резкое снижение способности старых клеток от�
вечать на действие инсулина, что выражалось в
подавлении индуцированного инсулином пог�
лощения глюкозы клетками (рис. 4) и синтеза
гликогена (рис. 5) в гепатоцитах 24�месячных
крыс по сравнению с 3�месячными.

Прединкубация гепатоцитов старых крыс в
присутствии ингибиторов синтеза сфинголипи�
дов (мириоцина) или СФМаз (имипрамина и
GW4869) не оказывала значительного влияния
на базальный уровень поглощения глюкозы
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Рис. 2. Влияние ингибиторов метаболизма сфинголипидов на жизнеспособность гепатоцитов крыс 24�месячного возраста
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(рис. 4) и синтеза гликогена (рис. 5). Мириоцин
увеличивал индуцированное инсулином погло�
щение глюкозы на 32% (рис. 4) и синтез глико�
гена на 14% (рис. 5) по сравнению с контролем.
Эти результаты согласуются с ранее полученны�
ми данными о незначительном усилении мирио�
цином инсулин�индуцированного метаболизма
глюкозы гепатоцитами старых крыс [5]. Следует

отметить, что ингибитор синтеза церамида фу�
монизин В1 незначительно (на 12%) усиливал
индукцию инсулином синтеза гликогена в клет�
ках старых крыс. Имипрамин усиливал индук�
цию инсулином поглощения глюкозы (рис. 4) и
синтеза гликогена (рис. 5) на 15 и 26% по срав�
нению с контролем соответственно. GW4869
усиливал индуцированное гормоном поглоще�
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Рис. 3. Влияние имипрамина и GW4869 на активность кислой и нейтральной сфингомиелиназ в изолированных гепато�
цитах 24�месячных крыс. а – Кислая сфингомиелиназа, n = 7; б – нейтральная сфингмиелиназа, n = 7 (* – статистичес�
ки значимо по сравнению с 3�месячными крысами, р < 0,05; ** – статистически значимо по сравнению с контролем –
24�месячными крысами, р < 0,05)

*

120

100

Кислая СФМаза

А
к

ти
в

н
о

с
ть

, 
%

 о
т 

3
�м

е
с

я
ч

н
ы

х
 к

р
ы

с

200

180

160

140

**
*

*

3�месячные крысы

24�месячные крысы

20

0

80

60

40

Нейтральная СФМаза

24�месячные крысы + GW4869

24�месячные крысы + имипрамин

* *
120

100

140

20

0

80

60

40

а                                                                        б

**

Рис. 4. Влияние ингибиторов метаболизма сфинголипидов
на индукцию инсулином поглощения глюкозы гепатоци�
тами 24�месячных крыс, n = 7–10. Белые столбцы – конт�
роль (0,9%�ный NaCl), серые столбцы – инсулин (* – ста�
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крысы: 2 – интактные клетки, 3 – контроль, 4 – клетки +
+ мириоцин, 5 –клетки + имипрамин, 6 – клетки + GW4869,
7 – клетки + сумма ингибиторов
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ние глюкозы на 10% (рис. 4) и синтез гликогена
(рис. 5) на 21% соответственно. Следует отме�
тить, что ни один из применяемых ингибиторов
не приводил к коррекции регуляции инсулином
метаболизма глюкозы в клетках старых живот�
ных до уровня взрослых крыс. В то же время
смесь ингибиторов обмена сфинголипидов спо�
собствовала усилению индуцированного инсу�
лином поглощения старыми клетками глюкозы
до уровня у 3�месячных крыс (рис. 4) и сущест�
венно усиливала гормон�индуцированный син�
тез гликогена в старых клетках (рис. 5). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Печень является одной из мишеней действия
инсулина. Инсулинорезистентность клеток пе�
чени – важная черта метаболического синдро�
ма, прогрессия которого приводит к развитию
таких заболеваний, как диабет 2 типа, атеро�
склероз, и жировому перерождению печени.
Развитие инсулинорезистентности в гепатоци�
тах происходит, как правило, на фоне гипергли�
кемии, гиперинсулинемии, увеличения уровня
свободных жирных кислот и их метаболитов и
оксидативного стресса [23]. Инсулинорезистент�
ность клеток печени сопровождается наруше�
нием контроля метаболизма глюкозы, усилени�
ем синтеза жирных кислот и развитием стеатоза.
Подавление сигналинга инсулина исключитель�
но в печени у мышей, нокаутных по рецептору
инсулина, приводит к развитию инсулинорезис�
тентности, неспособности инсулина супресси�
ровать продукцию глюкозы в печени и регули�
ровать экспрессию генов в гепатоцитах [24]. Эти
изменения происходят параллельно развитию
гиперинсулинемии в результате комбинирован�
ного увеличения секреции инсулина и сниже�
ния клиренса гормона. С увеличением возраста
нокаутных животных до 12 мес. происходят су�
щественные морфологические изменения пече�
ни и ее функциональной активности. В большей
части гепатоцитов полностью отсутствуют гра�
нулы гликогена и обнаруживаются гигантские
митохондрии, что характерно для действия ок�
сидативного стресса при алкогольном повреж�
дении печени. Эти данные свидетельствуют о
том, что инсулиновый сигналинг играет крити�
ческую роль в регуляции гомеостаза глюкозы и
поддержании нормальной функции печени.

Известно, что в старости существенно сни�
жается способность печени запасать глюкозу на
фоне усиления гликолиза и снижения глюконео�
генеза [25]. В процессе старения усиливается
частота возникновения инсулинорезистентности.
В печени возникновение инсулинорезистент�

ности связывают с изменениями фосфорилиро�
вания рецептора инсулина и/или нарушениями
начальных этапов сигнальной трансдукции. В
изолированных гепатоцитах старых крыс суще�
ственно снижается способность инсулина инду�
цировать поглощение глюкозы и синтезировать
гликоген по сравнению с молодыми животными
[5] (рис. 4, 5). Учитывая то, что в клетках печени
инсулин активирует поглощение глюкозы преи�
мущественно непрямым путем, изменяя баланс
между фосфорилированием/дефосфорилирова�
нием внутриклеточной глюкозы, можно пред�
положить, что нарушение этого процесса в ста�
рости является важной причиной возрастной
резистентности гепатоцитов к регулирующему
действию инсулина. Однако установлено, что
гепатоциты экспрессируют наряду с ГЛЮТ�2
регулируемый инсулином ГЛЮТ�4 [16]. Ввиду
этого не исключено, что нарушение в старости
экспрессии и/или транслокации инсулин�
чувствительного транспортера глюкозы в клет�
ках печени является одной из причин наруше�
ния регуляции инсулином метаболизма глюко�
зы. В старости происходит существенное увели�
чение содержания в печени известного индукто�
ра инсулинорезистентности – церамида
[25–27]. Одним из механизмов, с помощью ко�
торого церамид может подавлять индуцирован�
ный инсулином транспорт глюкозы в клетках�
мишенях, является изменение жидкостности
мембран и транслокации ГЛЮТ�4 в плазмати�
ческие мембраны [28]. В то же время роль цера�
мида в развитии инсулинорезистентности в
клетках печени остается под вопросом [29]. Ос�
тается невыясненным, нарушение каких сфин�
голипидных метаболических путей приводит к
развитию резистентности старых клеток печени
к действию инсулина.

Церамиды занимают центральное место в
синтезе всех сложных сфинголипидов, локали�
зованы в мембранах клеток и накапливаются в
клетках в ответ на действие стресса и в старости
[25–27]. Существует три основных пути продук�
ции церамидов в клетках. Наиболее изученным
является путь синтеза церамида de novo, кото�
рый начинается реакцией конденсации серина
и пальмитоил�СоА и образованием 3�кетосфин�
ганина. Эта реакция катализируется скорость�ли�
митирующим ферментом – СПТ. Последующая
активация 3�кетосфинганинредуктазы (ЕС 1.1.1.102),
(дигидро)церамидсинтазы (ЕС 2.3.1.24) и (ди�
гидро)церамиддесатуразы (ЕС 3.4.24.81) приво�
дит к превращению этих промежуточных про�
дуктов в церамид. Гидролиз СФМ – следующий
путь образования церамида. Различные СФМа�
зы, различающиеся по оптимуму рН и локализа�
ции в клетке, гидролизуют СФМ, что приводит

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  1  2015

137



БАБЕНКО,  ХАРЧЕНКО

к высвобождению фосфорилхолина и накопле�
нию церамида. Учитывая то, что СФМ является
наиболее распространенным сфинголипидом в
клетках млекопитающих, можно полагать, что
СФМаза�зависимый путь играет важную роль в
накоплении церамида. Однако и другие слож�
ные сфинголипиды могут являться источником
церамида в клетках. Концентрация церамида в
клетках может увеличиваться в результате дегра�
дации глюкозилцерамида и церамид�1�фосфата
или в процессе реацилирования сфингозина.

В настоящей работе установлено, что при
культивировании клеток печени старых живот�
ных в присутствии одного из ингибиторов син�
теза или деградации сфинголипидов происходит
снижение уровня церамида, однако его содер�
жание не восстанавливается до уровня, наблю�
даемого в гепатоцитах взрослых крыс, в то вре�
мя как в условиях сочетанного действия мирио�
цина, фумонизина В1, имипрамина и GW4869
происходила коррекция содержания церамида в
старых клетках до уровня, детектируемого в ге�
патоцитах молодых крыс. Полученные данные
согласуются с ранее полученными результатами
об изменении различных путей обмена сфинго�
липидов в старых клетках [20, 27] и свидетель�
ствуют о важной роли кислой и нейтральной
СФМаз и синтеза сфинголипидов de novo в на�
коплении церамида в гепатоцитах в старости. В
то же время активация в старых клетках синтеза
СФМ может происходить в ответ на снижение
массы СФМ и накопления предшественника –
церамида и является адаптационным процес�
сом. Остается, однако, невыясненным вопрос:
активация каких путей обмена сфинголипидов в
старости приводит к нарушению чувствитель�
ности клеток печени к действию инсулина.

Резистентность тканей к действию инсулина,
индуцированная глюкокортикоидами, насыщен�
ными липидами или ожирением, ассоциирова�
на с повышением синтеза церамида de novo [30,
31]. Длительное введение мириоцина ob/ob мы�
шам или животным с индуцированным высоко�
калорийной диетой ожирением предотвращало
накопление церамида в плазме крови, скелет�
ной мускулатуре и печени и улучшало гомеостаз
глюкозы у диабетических крыс линии Zuker [32,
33]. Мириоцин или циклосерин отменяли инду�
цированное пальмитатом накопление церамида,
ингибирование ПКВ и фосфорилирование ки�
назы 3 β�гликогенсинтазы (ЕС 2.7.11.26) в мио�
бластах С2С12 и миотрубочках L6 in vitro
[34–36]. При этом мириоцин существенно по�
давлял активность СПТ и не влиял на экспрес�
сию фермента. Известно, что мириоцин являет�
ся специфическим ингибитором СПТ [18], ши�
роко используемым для выяснения роли СПТ в

накоплении церамидов в жировой и мышечной
тканях и печени при избыточном поступлении
жиров в организм и развитии ожирения. Насто�
ящими исследованиями установлено, что инку�
бация изолированных гепатоцитов 24�месячных
крыс в присутствии мириоцина сопровождалось
снижением содержания вновь синтезированных
из [14С]пальмитиновой кислоты церамидов и
СФМ и улучшала индуцированное инсулином
поглощение глюкозы и синтез гликогена в клет�
ках. Следует отметить, что мириоцин не изме�
нял уровень сфинголипидов и чувствительность
старых клеток до уровня молодых животных,
что может быть связано с тем, что в процессе
старения происходит активация и других путей
обмена сфинголипидов. Так, установлено, что в
старости в клетках печени активируется цера�
мидсинтаза, кислая и нейтральная СФМазы [18,
27]. Действительно, специфический ингибитор
церамидсинтазы – фумонизин В1 снижал син�
тез церамида и СФМ в старых клетках. Приме�
няемые в настоящей работе функциональный
ингибитор кислой СФМазы имипрамин и спе�
цифический ингибитор нейтральной СФМазы
GW4869 существенно снижали активность кис�
лой и нейтральной СФМаз соответственно и по�
вышенный в старости уровень церамида в клет�
ках печени [20]. Полученные данные о том, что
ингибитор кислой СФМазы имипрамин не
блокировал активность нейтральной СФМазы,
а GW4869, подавляя активность нейтральной
СФМазы, не влиял на активность кислого фер�
мента, свидетельствуют о специфичности действия
применяемых ингибиторов на клетки старых
животных.

Тот факт, что под действием ингибиторов
СФМаз усиливалась индукция инсулином мета�
болизма глюкозы на фоне сниженного содержа�
ния церамида, свидетельствует о вкладе СФМа�
за�зависимой продукции церамида в развитие
резистентности клеток к действию инсулина в
старости. В пользу данного предположения сви�
детельствуют данные о том, что одним из меха�
низмов, с помощью которого церамид, образо�
ванный в мембранах клеток в результате актива�
ции СФМазы, ингибирует сигналинг инсулина,
связан с активацией ФНО�α серинтреониновых
киназ [37]. Внесение в среду инкубации клеток�
мишеней действия инсулина (адипоцитов, гепа�
тоцитов и мышечных клеток) экзогенной
СФМазы имитирует действие ФНО�α, подавля�
ет сигнальную трансдукцию инсулина и стиму�
ляцию гормоном транспорта и метаболизма
глюкозы [38–40]. Инкубация гепатоцитов крыс
в присутствии СФМазы Bacillus cereus приводит к
ингибированию гликогенсинтазы (ЕС 2.4.1.11)
[41]. Установлено, что сама экзогенная СФМаза
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оказывает подавляющее действие на синтез гли�
когена в клетках печени, а не продукты СФМаз�
ной активности – церамиды. Как в процессе
старения [42], так и при развитии ожирения [41]
наблюдается процесс хронического воспаления,
в результате которого усиливается продукция
воспалительных медиаторов, таких как ФНО�α
и ИЛ, вовлеченных в развитие инсулинорезис�
тентности. Содержание циркулирующего ФНО�α
[42] и ИЛ�1β в печени [43] увеличивается в про�
цессе старения. Изменение с возрастом продук�
ции ФНО�α ассоциировано с развитием гипер�
гликемии и гиперинсулинемии [44]. ФНО�α вы�
зывает быструю активацию СФМазы и накопле�
ние церамида [45–49], однако в последующем
активирует синтез церамида de novo и индуциру�
ет существенное накопление вновь синтезиро�
ванного церамида в клетках.

Сверхэкспрессия нейтральной мембраносвя�
занной СФМазы во многом определяет сверх�
чувствительность старых гепатоцитов к действию
ИЛ�1β [42]. Ингибирование нейтральной СФМазы
в гепатоцитах, полученных из печени старых крыс,
с помощью психостатина или siRNA восстанав�
ливает способность старых клеток адекватно от�
вечать на действие цитокина. Установлено, что
ИЛ�1β, непосредственно воздействуя на клетки
печени (клетки гепатомы FAO, HepG2 и изоли�
рованные гепатоциты), снижает индуцирован�
ное инсулином фосфорилирование рецептора
инсулина, субстрата инсулинового рецептора,
ПКВ, киназы 3 β�гликогенсинтазы и, таким об�
разом, вызывает развитие резистентности кле�
ток к действию инсулина [50]. Учитывая эти
данные и то, что церамиды имитируют эффекты
ИЛ�1β на гепатоциты [51, 52], можно полагать,
что опосредованное нейтральной СФМазой на�
копление церамидов в клетках старых крыс яв�
ляется одной из причин развития их резистент�
ности к действию инсулина. В то же время толь�
ко в условиях восстановления процессов синте�

за и деградации СФМ и массы церамида и СФМ
в старых клетках до уровня молодых животных
происходит коррекция индуцированного в ста�
рости состояния резистентности гепатоцитов к
действию инсулина. 

Таким образом, установлена важная роль как
процесса деградации, так и синтеза сфинголи�
пидов de novo в изменении в старости содержа�
ния СФМ и церамида в гепатоцитах. Нарушение
регуляции инсулином поглощения и метаболиз�
ма глюкозы в гепатоцитах в старости происхо�
дит на фоне активации синтеза сфинголипидов
и увеличения содержания вновь синтезирован�
ного церамида и СФМ в клетках печени. Инги�
бирование одного из ключевых ферментов син�
теза (СПТ или церамидсинтазы) или деградации
сфинголипидов (кислой или нейтральной
СФМазы) с помощью специфических ингиби�
торов сопровождается частичным снижением
содержания церамида и СФМ и улучшением от�
вета клеток на действие инсулина в гепатоцитах
старых животных. При одновременном подав�
лении активности СПТ, церамидсинтазы и
СФМаз уровень церамидов и способность «ста�
рых» клеток адекватно отвечать на действие ин�
сулина восстанавливается до уровня молодых
животных. Полученные данные свидетельству�
ют о том, что в старости не только вновь синте�
зированные церамид и СФМ, но и церамид, об�
разующийся в результате деградации СФМ, иг�
рают важную роль в развитии резистентности
гепатоцитов к действию инсулина.

Работа выполнена при финансовой поддержке
научно�исследовательской программы «Роль
метаболитов сфингомиелинового цикла в раз�
витии резистентности клеток к действию физио�
логических стимулов в процессе старения» (го�
сударственная регистрация № 0111U010555). 
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Sphingolipids play an important role in the development of insulin resistance. Ceramides are the most potent
inhibitors of insulin signal transduction. Ceramides are generated in response to stress stimuli and in old age. In this
work, we studied the possible contribution of different pathways of sphingolipid metabolism in age�dependent insulin
resistance development in liver cells. Inhibition of key enzymes of sphingolipid synthesis (serine palmitoyl transferase,
ceramide synthase) and degradation (neutral and acid SMases) by means of specific inhibitors, myriocin, fumonisin
B1, imipramine, and GW4869 followed with the reduction of ceramide level partly improved insulin regulation of glu�
cose metabolism in «old» hepatocytes. Imipramine and GW4869 decreased significantly the acid and neutral SMase
activities, respectively. Treatment of «old» cells with myriocin or fumonisin B1 reduced the elevated at old age
ceramide and SM synthesis. Ceramide and SM levels and glucose metabolism regulation by insulin could be improved
with concerted action of all tested inhibitors of sphingolipid turnover on hepatocytes. The data demonstrate that not
only newly synthesized ceramide and SM, but also neutral and acid SMase�dependent ceramide accumulation plays
an important role in age�induced insulin resistance development.
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