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Методом ИОХ с использованием сульфокатионита КУ-23 из целого мозга крыс 
выделен и очищен инсулин. Полученный гормон по физико-химическим и иммунным 
свойствам имеет близкое сходство с панкреатическим инсулином. Пэ данным радио* 
иммунологического анализа, содержание инсулина мозга в 6 раз превышает уровень 
гормона в периферической крови. Препарат инсулина мозга связывается с рецептора­
ми плазматических мембран печени, нс отличаясь в этом отношении от панкреатиче­
ского инсулина.

Присутствие в ткани мозга пептидов, сходных по биологическим 
свойствам с гормонами, выделяемыми периферическими эндокринными 
железами, в настоящее время является установленным фактом. К числу 
иейропептидов инсулин отнесен сравнительно недавно, несмотря на то, 
что его физиологическая роль в организме изучена наиболее полно. Из-за 
невозможности прохождения инсулина через ГЭБ нервную ткань не от­
носили к числу объектов, регулируемых этим гормоном.

Стимулом к поискам инсулина в нервной ткани послужило обнару­
жение в ней инсулиновых рецепторов [1, 2], а позднее—их выделение и 
очистка [3]. Естественно, возник вопрос, какова функция рецепторов, 
если панкреатический гормон, циркулирующий в крови, не доступен боль­
шей части мозга.

Первая попытка идентификации инсулина мозга была предпринята 
в 1978 году [4]. В головном мозгу крыс был обнаружен белок, близкий 
по биологическим свойствам панкреатическому инсулину, в количестве, в 
25 раз превышающем уровень гормона в периферической крови. Приме­
чательным оказалось и неравномерное распределение гормона в отдельных 
областях мозга: наибольшее в гипоталамусе и в обонятельных луковицах 
и наименьшее в коре больших полушарий. В последующем инсулин мозга 
был обнаружен у других млекопитающих [5, 6], человека [7], а также 
в культурах клеток нейронов [8].

268



Для выделения инсулина из .мозговой ткани обычно используется 
экстракция кислым атанохом с последующей очисткой экстрактов гель­
фильтрацией на сефадексах или концентрированием методом гидрофобной 
адсорбции. Оценку количества инсулина в выделенном материале произ­
водят радиоиммунологическим методом. При этом результаты оказы­
ваются противоречивыми. Так, количество инсулина, приводимое авто­
рам։։ для ткани мозга крыс, различается более чем в 50 раз: от 0,2 до 
11 нг/г ткани [4 6, 9]. Следует подчеркнуть, что количественная оценка 
инсулина в мозгу принципиально важна; о синтезе гормона в нервной 
ткани мсжнс говорить только в том случае, если его уровень в ЦНС оп­
ределенно выше уровня гормона в периферической крови. Противоречия 
в оценке количества инсулина в ткани мозга можно объяснить особенно­
стями методов, применяемых для его выделения. Кислотно-этаноловые 
экстракты содержат большое количество белков, присутствие которых 
может исказить результаты определения инсулина радиоиммунным мето­
дом. Гель-фильтрация экстрактов и применяемые варианты гидрофобной 
адсорбции гормона не гарантируют освобождения от сопутствующих 
белков, что делает необходимым расширить круг методов, применяемых с 
целью идентификации инсулина в ЦНС.

Материалы и методы

Для решения вопроса о содержании инсулина в ткани мозга нами 
был применен метод ИОХ, разработанный в лаборатории для получения 
инсулина из эндокринной ткани, с использованием отечественного ка- 
тионообменника КУ-23 [10]. Основное преимущество сульфокатионита 
КУ-23 заключается в избирательно։"։ сорбции инсулина из солянокислых 
экстрактов тканей и возможности проведения последующих этапов очи­
стки гормона непосредственно на колонке.

Ткань целого мозга (крысы линии Wistar) гомогенизировали в 20-и 
объемах солянокислого этанола. Экстракцию осуществляли при комнат­
ной температуре в течение 4-х ч. Осветленные центрифугированием экстрак­
ты (3500 g. 20 мин) наносили на колонку (32X1 см), заполненную ка­
тионитом в Н+ форме. В работу брали партию смолы, не использован­
ную ранее. Последующие этапы обработки комплекса инсулнн-катионит 
состояли из обезжиривания (70%-ным этанолом), отмывки от балластных 
белков (0.5 М раствор CHjCOOH), элюции инсулина (0.2 н. аммонийным 
буфером. pH 9,4). Контроль состава элюатов осуществляли при 280 нМ. 
В тех же условиях мы выделили инсулин из поджелудочной железы крыс, 
а также поставили контроля с обработкой на КУ-23 коммерческого кри­
сталлического инсулина как стандарта. Было найдено, что при хромато­
графии кислотно-этанолопых экстрактов ткани мозга па колонке с КУ-23 
четкий белковый пик обнаруживается в той же облает. что и стандарт: 
в этой же зоне выходил белковый пик при обработке панкреатического 
экстракта. Элюаты объединяли во фракции согласно пикам на кривой. 
Далее проводили дополнительное осаждение балластных белков ступен­
чатым доведением pH полученных фракций до 2,0 и после добавления 
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аистола (20% от объема раствора) до 4,0. Через 24 ч раствор центрифу­
гировали (3500 g, 20 мин) и надссадочную жидкость лиофилизировали.

Для обессоливания полученных препаратов инсулина гель-фильтра­
цию проводили на сефадексе G-25. Колонку (52X1,6 см) уравновешива­
ли раствором 1 М уксусной кислоты, этим же раствором элюировали на­
несенные на колонку образцы фракций, полученных при хроматографии 
на сульфокатионите. Детектирование проводили в проточной кювете спек­
трофотометра СФ-26 при 280 нм, элюаты, хорошо выраженные пики в 
зоне выхода инсулина, объединяли и лиофилизировали.

Инсулин во фракциях определяли твердофазным радпоиммунологи- 
ческим методом [11] с использованием в качестве стандарта свиного 
инсулина (Ely Lilly, США, партия PJ 7214).

Результаты и обсуждение

Разбавление элюатов из ткани мозга крыс приводит к пропорцио­
нальному уменьшению в них количества определяемого инсулина 
(рис. 1, а); ход калибровочной кривой (рис. 1. б, 1) не изменяется при 
добавлении к стандартным концентрациям инсулина равных количеств 
элюата мозга (рис. 1. 6, 2); ход кривей не изменяется при добавлении к 
стандарту элюата поджелудочной железы крыс (рис. 1, б, 3). Результаты 
этих опытов свидетельствуют, во-первых, об иммунологическом сходстве 
выделенного из ткани мозга инсулина с панкреатическим гормоном крыс, 
во-вторых, указывают на правомерность тестирования его в данной ра­
диоиммунной системе. Кроме того, было показано, что полученный ма­
териал вытесняет инсулин [1251], специфически связанный с плазмати­
ческими мембранами печени крысы, не отличаясь в этом отношении от 
стандартного свиного инсулина (рис. 2). Это свидетельствует о его спо­
собности связываться с рецепторами инсулина в данной ткани, что яв­
ляется дополнительным доводом в пользу инсулиновой природы выделен­
ного из мозга гормона.

Данные о содержании инсулина, выделенного из ткани мозга и под­
желудочной железы крыс, приводятся в таблице. Для сравнения указано 
количество иммунореактивного инсулина в сыворотке крови крыс, изме­
ренное в той же радиоиммунной системе. Как видно из таблицы, содер­
жание инсулина в ткани целого мозга крыс в 6 раз превышает уровеио 
гормона в крови. Даже без учета потерь (свыше 50%), неизбежных в 
процессе экстракции ИОХ и гель-фильтрации, концентрация инсулина в 
ткани мозга значительно выше его уровня в периферической крови, что 
согласуется с данными ряда авторов [4, 5].

Как указывалось выше, метод очистки инсулина с помощью сульфо­
катионита позволил ранее выделить из островковой ткани ряда животных 
инсулин высокой чистоты, что подтверждено при расшифровке амино­
кислотной последовательности в их молекуле [12]- С большой долей веро­
ятности мы можем утверждать, что инсулин, выделенный из мозга крыс 
на смоле КУ-23 с проведением тех же стандартных процедур, является 
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высокоочищенным, и определение его количества радиоиммунным мето­
дом отражает с достаточной точностью его действительное содержание в 
мозговой ткани.

Рис. 1. Радиокммунологичсскос определение инсулина в элюатах мезга и 
поджелудочной железы: а кривая зависимости иммунной активности ин­
сулина мозга от количества препарата. По оси абсцисс—объем в мкл. по 
оси ординат—% связанного инсулина; б—1—стандартная кривая коммерче­
ского инсулина; 2 стандартная кривая коммерческого инсулина с добав­
лением элюата мозга (1:40); 3—стандартная кривая коммерческого ин­
сулина с добавлением элюата поджелудочной железы (1:32000). По осн 
абсцисс—концентрация немеченого инсулина в иг, по оси ординат—% 

связанного инсулина
Рис. 2. Связывание инсулина [1251] плазматическими мембранами печени 
крысы в присутствии возрастающих концентраций стандартного инсулина 
(1) и препарата инсулина мозга (2). По оси абсцисс—инсулин вг/мл. по 

оси ординат—^связывания инсулина [|251]

Вопрос о происхождении инсулина в ЦНС является дискуссионным. 
Некоторые авторы, не выявившие в мозгу инсулина в количествах более 
высоких, чем в плазме кровн, полагают, что ими определяется инсулин, 
находящийся в сосудистом пространстве мозга [6]. Полученные нами ре­
зультаты, как и данные ряда других исследователей [4, 5], нс позволяют 
согласиться с такой точкой зрения. В пользу того, что инсулин синтези­
руется в ЦНС, помимо количественных расчетов, свидетельствуют и та­
кие факты, как независимость уровня инсулина мозга от колебаний его 
концентраций в крови [13], цитохимическое обнаружение инсулина в 
•нейронах [4, 8], а также недавно полученные данные о том, что у 5% 
растущих Ш vitro клеток мозга имеется РНК, способная к гибридизации с 
инсулиновым геном [14].

Физиологическое значение инсулина в ЦНС нс ясно. Высказывается 
предположение, что инсулин в мозгу может выполнять функции нейро­
трансмиттера или нейромодулятора [15]. Кроме того, значительное ко­
личество гормона, обнаруживаемое в ткани растущего мозга и в культуре 
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растущих нейронов [8]. позволяет предположить, что гормон важен для 
регуляции роста ткани.

Т аб.шц,։
Содержание иммунореактивного инсулина в сыворотке 

крови, ткани мозга и поджелудочной железе крыс

Сыворотка крови (нг/.мл)
Ткань целого мозга (иг/г сырого

1,26+0,05

веса)* 7,57±1.53
Поджелудочная железа (иг/г сы-

рого веса)* 11700+2600

Примечание. •Данные приведены без учета потерь в процессе экстракции и 
очистки.

В заключение можно сказать, что полученные нами результаты ко­
личественного определения инсулина согласуются с концепцией об отно­
сительно высоком содержании гормона в головном мозгу крыс, а метод 
хроматографии на сульфокатионите КУ-23 может быть использован для 
выделения инсулина из внепанкреатических тканей.

RAT BRAIN INSULIN: ISOLATION AND BIOLOGICAL 
CHARACTERISTICS

BONDAREVA V. M.. LEIBUSH B. N., RUSAKOV Yu. I.

Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, USSR 
Academy of Sciences, Leningrad

Rat brain insulin has been isolated by means of ion-exchange chro­
matography on cation exchange resin KU—23. Its physico-chemical and' 
immunological properties are similar to those of pancreatic insulin. The 
insulin content in the brain (radioimmune assay) is 6-fold higher, than- 
in the blood. Brain insulin binds to the specific receptors in liver cell’, 
membranes, the affinity being equal to that of pancreatic insulin.
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Избранные работы по нейрохимии. 5S0 с.. 1985. Selected topics from 
neurochemistry (ed. N. N. Osborne), Pergamon Press, Oxford, G. B. 
580 p., 1985.

Книга содержит современные версии pa6oi. завоевавших популяр­
ность при первой начальной публикации их в «"Neurochemistry Interna­
tional*. Статьи эти привлекают внимание к достижениям в специфиче­
ских сферах, возможно, не слишком близких читателю тем. что связы­
вают в единое целое наблюдения из широкой области, открывающие но­
вые направления, раскрывают авторскую позицию относительно проти­
воречивых проблем или содержат критический анализ широко распрост­
раненных и ставших догматическими принципов в нейронауках. В сбор­
ник включены статьи: Н. Hillman «Некоторые фундаментальные, тео­
ретические и практические проблемы, связанные с нейрохимическими 
исследованиями на млекопитающих; A- Hardy, Р. R. Dodd «"Метабо­
лические и функциональные посмертные исследования человеческого 
мозга*; N. N. Osborne «-Связи между нейронами: современные кон­
цепции*; J. R* Coopers, Е. М. Meyer «-Возможные механизмы, во­
влекающиеся в высвобождение или модулирующие высвобождение ней­
роактивных агентов*; В. Н. Wainer et al. «"Холинергические системы 
в человеческом мозгу, идентифицированные с помощью антител к хо- 
линацетилтрансферазе*; S. R. Maxs. G. J. Markelonis «-Нейрональ­
ный контроль мь:щц>; (J. Havcmann. К. Kuschinsky «-Нейрохими­
ческие аспекты вызываемой опиоидами кататонии*; В. Е. Leonard 
«Современное состояние теории о роли биогенных аминов в возникно­
вении депрессии*; F. V. DeFeudis «ГАМК-ергические системы и по­
ведение питания*; F. V. DeFeudis «ГАМК и нейрокардиоваскулярные 
механизмы*; Г* V. DeFeudis «-Влияние физиологических агентов на 
процессы связывания Г АМК*.

Книга представляет значительный интерес для нейрохимиков, невро­
логов и невропатологов.
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