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МОДУЛЯЦИЯ ЦИРКАДИАННОГО РИТМА
ЛОКОМОТОРНОЙ АКТИВНОСТИ ИНСУЛИНОМ1
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В хронических экспериментах на крысах исследовали влияние однократ-
ного интраназального введения инсулина на циркадианный ритм произволь-
ной локомоторной активности. Выявлен опережающий фазовый сдвиг ак-
рофазы суточного ритма, выраженность которого определялась моментом
введения инсулина.
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Введение
Представления о функциях инсулина в организме млекопитающих в настоящее

время значительно расширились. Гормональные эффекты инсулина на уровне пе-
риферических тканей хорошо изучены. Вместе с тем обнаружено, что инсулино-
вые рецепторы широко представлены в головном мозге, включая обонятельную лу-
ковицу, гипоталамус, гиппокамп, мозжечок, амигдалу и кору головного мозга [1],
здесь же активно осуществляется и экспрессия их матричной РНК [2]. Это пред-
полагает наличие у данного вещества негормональных эффектов, реализующихся
на уровне различных структур ЦНС. В особенности высокая экспрессия инсулино-
вых рецепторов происходит в супрахиазматическом и паравентрикулярном ядрах
гипоталамуса [3]. В мозге инсулиновые рецепторы экспрессируются астроцитами и
нейронами [4]. Нейронные инсулиновые рецепторы концентрируются в синапсах,
особенно в компонентах постсинаптической мембраны [5]. Периферические чув-
ствительные и автономные ганглии также содержат инсулиновые рецепторы [6].
Предполагается, что на уровне центральной нервной системы инсулин может иг-
рать роль нейромодулятора и фактора роста [7]. Однако значение инсулина в
качестве времязадателя циркадианных ритмов локомоторной активности супра-
хиазматического ядра не изучено.

Методика проведения эксперимента
Эксперименты проводились в октябре 2009 г. — августе 2010 г. на 16 взрослых

крысах-самцах Вистар весом 212±17 г в начале наблюдения. В лаборатории под-
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держивали постоянную температуру (21 ± 1 ◦C), свето — и звукоизоляцию. Все
животные содержались индивидуально в одинаковых клетках, оборудованных бе-
говым колесом, и получали пищу и питьевую воду ad libitum. В течение всего
эксперимента проводили автоматический мониторинг произвольной локомоторной
активности животных, о которой судили по количеству оборотов бегового колеса.
Эпоха измерения составляла 5 с.

На 1 этапе эксперимента в течение 2 недель использовали чередование 12 ч
периодов освещения: белым светом и темноты (СТ). Во время светового периода
(С) освещенность в клетках составляла приблизительно 170 лк. В период темно-
ты (Т) использовался тусклый темно-красный свет интенсивностью менее 3 лк.
Второй этап эксперимента продолжали уже в условиях постоянной темноты (ТТ),
поскольку в этих условиях, в отсутствие основного внешнего времязадателя — све-
та, циркадианные ритмы определяются ритмическим свободнотекущим периодом
активности (frее-running activity) циркадианного осциллятора супрахиазматическо-
го ядра. Через 7–8 суток после перехода на режим ТТ производили однократное
интраназальное билатеральное введение 0,2 мкг инсулина (Актрапид НМ, Novo
Nordisk А/S, Дания, 60 мкл водного раствора) в один из четырех моментов субъек-
тивного суточного цикла: 1, 7, 13 или 19 часов (начало световой фазы при режиме
СТ в начале эксперимента соответствует 0 часов) и продолжали регистрацию в
течение 7–10 последующих суток. В контрольных экспериментах вместо инсулина
вводили интраназально 60 мкл воды для инъекций.

Для выявления эффектов инсулина сравнивали данные за 5 суток, непосред-
ственно предшествующих моменту интраназального введения, и 5 суток после вве-
дения. Определяли суммарную локомоторную активность и ее почасовое распре-
деление в пределах суточного цикла. С использованием программ обработки акто-
грамм, доступных на сайте www.circadian.org, на основе косинор-анализа строили
аппроксимирующие графики циркадианного свободнотекущего ритма локомотор-
ной активности и определяли акрофазу ритма. Полученные экспериментальные
данные подвергали статистической обработке. Для сравнения двух связанных вы-
борок использовали парный t-тест или ранговый тест Уилкоксона (в случае несо-
ответствия распределения данных в исследуемых выборках нормальному). Нор-
мальность распределения данных в выборках проверяли с помощью теста Колмо-
горова — Смирнова, однородность дисперсий — с помощью теста Левена. Все дан-
ные выборок, соответствующие нормальному распределению, представлены как
средние ± ошибки среднего. Изменения исследуемых параметров считались ста-
тистически значимыми при P 6 0, 05.

Результаты исследования

В условиях освещения CT произвольная локомоторная активность животных
значительно преобладала в субъективную ночь. При переходе на условия ТТ
(свободно текущая активность) произвольная локомоторная активность животных
вплоть до конца экспериментов продолжала соответствовать субъективной темно-
вой фазе.

Эффекты однократного интраназального введения 0,2 мкг инсулина определя-
лись субъективным временем его введения в пределах суточного цикла. Статисти-
чески значимые изменения исследуемых показателей произвольной локомоторной
активности обнаружены в тех экспериментах, в которых инсулин вводили в 7 и
13 часов, тогда как его введение в 1 и 19 часов было неэффективным.
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Наиболее выраженные реакции отмечены при введении инсулина в 13 часов,
т. е. в начале субъективного темнового периода. После введения инсулина про-
исходило смещение локомоторной активности в направлении фазового опереже-
ния, в результате чего эта активность перемещалась из субъективного темново-
го периода во вторую половину субъективного светового периода. Данные реак-
ции, однако, не сопровождались статистически значимыми изменениями суммар-
ной суточной активности. Величина этого показателя также не изменялась и при
введении инсулина в другие моменты суточного цикла. Анализ сдвига акрофазы
произвольной локомоторной активности выявил статистически значимое фазовое
опережение данного показателя на 5, 48±1, 98 часа (Р=0,039: парный t-тест) после
интраназального введения инсулина в 13 часов субъективного времени.

Однократное интраназальное введение 0,2 мг инсулина в 7 часов субъектив-
ного времени приводило к аналогичным, но в целом менее выраженным измене-
ниям произвольной локомоторной активности крыс. Наиболее характерным при-
знаком реакции был опережающий фазовый сдвиг акрофазы суточного ритма на
4, 38± 1, 29 часа (Р=0,028: парный t-тест).

Интраназальное введение растворителя в контрольных экспериментах не вы-
звало статистически значимых изменений исследуемых показателей независимо от
времени введения.

Обсуждение результатов

В настоящей работе изучалось влияние инсулина на суточный ритм произволь-
ной локомоторной активности. При этом исследуемое вещество вводили интрана-
зально в дозе 0,2 мкг. Следует отметить, что такой способ введения полипепти-
дов, в частности инсулина, становится все более популярным в экспериментальной
практике, особенно в тех работах, где целью ставится воздействие этих веществ
на структуры головного мозга. Установлено, что при интраназальном введении
полипептиды быстро проникают в головной мозг в значительной концентрации,
следуя вдоль обонятельных и тройничных нервов, минуя гематоэнцефалический
барьер [8]. Кроме этого, одним из преимуществ такого метода введения является
ограничение попадания вещества в системный кровоток, что снижает вероятность
возникновения побочных эффектов. Действительно, в исследованиях на людях
при интраназальном введении инсулина обнаружено повышение уровня концен-
трации этого вещества в ЦНС, но не в системном кровотоке [9; 10].

В настоящем исследовании интраназальное введение инсулина производилось
с целью его непосредственного воздействия на гипоталамическое супрахиазмати-
ческое ядро, где расположен циркадианный осциллятор. Такой подход представ-
ляется теоретически обоснованным, поскольку ранее в экспериментах на грызу-
нах на примере орексина А было продемонстрировано, что гипоталамус является
отделом головного мозга, где регистрируется наивысшая концентрация полипеп-
тидов, вводимых интраназально [11]. Одним из аргументов, косвенно свидетель-
ствующих в пользу непосредственного участия инсулина в модуляции функции
циркадианного осциллятора, служат данные о наличии в супрахиазматическом
ядре относительно высокой концентрации специфических инсулиновых рецепто-
ров [12]. Известно, что инсулиновые рецепторы головного мозга идентичны инсу-
линовым рецепторам поджелудочной железы [7]. В мозге инсулиновые рецепторы
участвуют в регуляции синаптической пластичности [13], детерминировании дли-
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ны дендритных отростков [14], вовлечены в механизмы обучения и памяти [15]
и связаны с патогенезом некоторых неврологических расстройств [16].

Эффекты инсулина, обнаруженные в настоящей работе, проще всего объяснить
прямым воздействием этого вещества на инсулиновые рецепторы, расположенные
на нейронах супрахиазматического ядра. Ранее в экспериментах in vitro была про-
демонстрирована способность другого анорексигенного пептида лептина вызывать
фазовое опережение циркадианного ритма электрической активности нейронов су-
прахиазматического ядра крыс при непосредственном воздействии вещества на
это ядро [17]. Альтернативная возможность заключается в опосредованном дей-
ствии инсулина через аркуатное ядро, нейроны которого также содержат высокую
концентрацию инсулиновых рецепторов и проецируются к супрахиазматическому
ядру [18]. Для окончательного решения вопроса о физиологических механизмах,
лежащих в основе обнаруженного нами влияния инсулина на циркадианный ритм
локомоторной активности, необходимы дальнейшие исследования.
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MODULATION OF THE CIRCADIAN RHYTHM OF
LOCOMOTOR ACTIVITY BY INSULIN
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In chronic experiments, the effect of a single intranasal administration of
insulin on the circadian rhythm of voluntary locomotor activity was studied. A
phase-advance of acrophase of the daily rhythm depending on time of insulin
administration was found.
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