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Развитие сахарного диабета приводит к формиро-
ванию метаболического стресса [1,2], который 

оказывает влияние на нейроэндокринный гипоталамус. 
В свою очередь, учитывая наличие глюкосенсетивных 
нейронов в гипоталамусе, гипергликемия и гипоинсули-
немия при диабете приводят к активации определенных 
пептидергических нейронов гипоталамуса [3]. В экспе-
рименте показано, что введение синтетических аналогов 
гипоталамического нейропептида Y, бомбезин-подобных 
пептидов, холецистокинина 28–34, окситоцина ока-
зывает стимулирующее влияние на синтез инсулина 
бета-клетками панкреатических островков при диабете 
и, тем самым, доказывает участие нейроэндокринного 
гипоталамуса в патогенезе данного патологического 
процесса [1,4].
Среди большого количества публикаций о роли опио-

идных пептидов в патологии лишь небольшое их число 
посвящено патогенезу сахарного диабета. Тем не менее, 
они свидетельствуют об изменении функциональной 
активности опиатергической системы гипоталамуса 
как при экспериментальном диабете, так и при обеих 
его клинических формах. Так, радиоиммунологическое 
определение энкефалина и эндорфина в различных 
тканях у крыс с стрептозотоцин-индуцированным диа-
бетом свидетельствует о снижении концентрации этого 
пептида в гипоталамусе, нейро- и аденогипофизе, а 
также в большинстве периферических органов и тканей 

[5,6]. Большинство авторов считают, что механизмы 
развития некоторых периферических патофизиологи-
ческих симптомов при диабете связаны со снижением 
активности энкефалинергической системы. Вместе с тем 
ряд исследователей отмечают повышение иммунореак-
тивности в гипоталамусе ко многим нейропептидам, в 
частности, вазопрессину, окситоцину, холецистокинину, 
нейротензину при экспериментальном диабете у крыс 
[1,4] и к опиоидам при ожирении [7]. Ранее нами было 
показано увеличение синтеза мет-энкефалина в нейро-
нах крупноклеточных гипоталамических ядер, которое 
сопровождалось усилением его секреции в срединное 
возвышение гипоталамуса [8].
Цель работы
Изучить особенности синтеза и секреции лей-

энкефалина в крупноклеточных нейронах гипоталамуса 
в динамике развития экспериментального диабета.
Материалы и методы исследования
Исследование проведено на 17 крысах-самцах линии 

Вистар массой 250–270 г. Сахарный диабет моделиро-
вали однократным введением стрептозотоцина (SIGMA 
Chemical, США) в дозе 50 мг/кг. Концентрацию глюкозы 
в крови определяли глюкозооксидазным методом. Иден-
тификацию лей-энкефалин-синтезирующих нейронов в 
структурах гипоталамуса осуществляли методом непря-
мой иммунофлуоресценции. Для этого мозг животных 
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после одномоментной декапитации фиксировали в 
жидкости Буэна и после стандартной гистологической 
обработки заливали в парафин. Серийные фронтальные 
срезы гипоталамуса толщиной 14 мкм депарафиниро-
вали, отмывали в фосфатном буфере (рН=7,4), 40 часов 
инкубировали (T=6–8oC) с разведенной (1:200) кроли-
чьими антителами (IgG) к лей-энкефалину (Amеrsham, 
Англия), 45 минут инкубировали (Т=37oС) с разведен-
ными (1:100) козьими антителами против IgG кролика, 
конъюгированного с FITC (SIGMA Chemical, США), 
и после отмывки в фосфатном буфере заключали в 
глицерин-буферную смесь (9:1). 
Иммуноцитохимические исследования проводили с 

помощью компьютерной системы цифрового анализа 
изображения VIDAS-386 (Zeiss-Kontron Elektronik, 
Германия). Анализ изображения проводили в автомати-
ческом режиме с помощью пакета прикладных программ 
VIDAS-2.5 (Kontron Elektronik, Германия), позволяющих 
идентифицировать области со статистически значимой 
флюоресценцией, характерной для иммунопозитивных 
клеток и волокон, и вычислять их площадь (мкм2), а 
также содержание нейропептида (единицы иммуно-
флуоресценции – ЕИФ). 
Экспериментальные данные обрабатывали пакетом при-

кладных и статистических программ VIDAS-2.5 (Kontron 
Elektronik, Германия). Для оценки достоверности различий 
в группах применяли t-критерий Стьюдента.
Результаты и их обсуждение
Изучение серийных срезов гипоталамуса показало, 

что у контрольных крыс в области заднего крупнокле-
точного субъядра ПВЯ (зкПВЯ) и СОЯ выявляются 
лей-энкефалин-иммунореактивные нейроны примерно 
в равном количестве (табл. 1). Вместе с тем, нейроны 

Таблица 1
Распределение нейронов, синтезирующих 
лейэнкефалин, в крупноклеточных ядрах 
гипоталамуса в эксперименте (M±m)

Структуры Количество иммунопозитивных нейронов

гипоталамуса Контроль Диабет, 2 нед. Диабет, 5 нед.
ПВЯ: 11±2 55±7* 20±3*

СОЯ 12±2 42±6* 8±1

Примечание: достоверность отличий по отношению к кон-
тролю: * – p<0,05.

Таблица 2 
Показатели иммунореактивности к лей-энкефалину в нейронах (числитель), их аксонах (знаменатель) 

и срединном возвышении гипоталамуса в эксперименте (M±m)

Структуры 
Площадь иммунореактивного 

материала, мкм2 Содержание лей-энкефалина, ЕИФ

гипоталамуса Контроль Диабет
2 нед.

Диабет
5 нед. Контроль Диабет

2 нед.
Диабет
5 нед.

ПВЯ:
117,9±6,2 103,0±6,5 157,2±3,7* 13,1±0,6 8,4±0,7* 21,6±1,9 *

38,7±2,9 250,0±16,2* 85,8+5,6* 3,1±0,3 18,6±1,3* 5,5±0,4*

СОЯ 
89,1±4,9 95,8±8,6 74,7±2,5 * 7,9±0,6 9,1±0,8 10,5±0,5*

319,4±13,6 580,6±18,3* 350,1±16,7 22,3±1,0 60,6±2,5* 45,9±2,3*
Срединное 
возвышение 508,6±12,0 1357±33* 4246±116* 34,7±0,8 150,0±3,7* 442,4±12,1*

Примечание: достоверность отличий по отношению к контролю: * – p<0,01.

зкПВЯ отличались большими значениями площади 
материала, иммунореактивного к лей-энкефалину, а 
содержание пептида в нейронах было примерно на 40% 
выше (p<0,05), чем в нейронах СОЯ (табл. 2). Вслед-
ствие этого суммарное содержание лей-энкефалина в 
зкПВЯ было выше, чем в СОЯ: 144,1±6,6 ЕИФ против 
94,8±74,2 ЕИФ. В области обеих структур идентифици-
ровались нервные волокна, иммунореактивные к лей-
энкефалину, площадь которых в области СОЯ в 8 раз, 
а содержание в них нейропептида в 7 раз превышало 
данный показатель в области зкПВЯ (табл. 2).
Развитие сахарного диабета у крыс к концу 2 недели 

приводило к 5-кратному увеличению количества лей-
энкефалин-иммунопозитивных нейронов в зкПВЯ в 
сочетании с 6-кратным увеличением площади имму-
нореактивного материала и содержания нейропептида 
в аксонах нейронов. При этом суммарное содержание 
лей-энкефалина в зкПВЯ увеличивалось более чем в 
3 раза: с 144,1±6,6 ЕИФ до 462,0±38,5 ЕИФ (p<0,001). 
Данные факты в сочетании со снижением содержания 
лей-энкефалина в телах нейронов на 35% указывали на 
активацию синтеза и особенно секреции нейропептида в 
срединное возвышение гипоталамуса, о чем свидетель-
ствует также практически 3-кратное увеличение площа-
ди иммунореактивного материала, иммунореактивного 
к лей-энкефалину и 5-кратное нарастание содержания 
нейропептида в срединном возвышении. 
Дальнейшее течение сахарного диабета к концу 5 не-

дели вызывало уменьшение количества лей-энкефалин-
иммунопозитивных нейронов в зкПВЯ в 2,5 раза по 
отношению к 2-недельному периоду течения патоло-
гического процесса, однако численность иммунопо-
зитивных нейронов в структуре оставалась в 2 раза 
больше, чем у контрольных животных. По сравнению с 
контролем и 2-недельным периодом течения диабета в 
иммунопозитивных нейронах наблюдалось достоверное 
увеличение площади иммунореактивного материала 
и нарастание содержания лей-энкефалина. Вместе с 
тем, обращает на себя внимание примерно 3-кратное 
уменьшение площади иммунореактивного материала 
и содержания лей-энкефалина в нервных волокнах в 
области зкПВЯ по отношению к 2-недельному периоду, 
хотя данные показатели оставались достоверно более 
значимыми, чем у контрольных животных. Возможно, 
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это свидетельствовало об определенном затруднении 
процессов секреции лей-энкефалина и накопления ней-
росекрета в нейронах зкПВЯ при сахарном диабете. При 
этом суммарное содержание лей-энкефалина в зкПВЯ в 
этот период практически не отличалось от показателей 
2-недельногго периода и составляло 432,0±38,0 ЕИФ.
В СОЯ к концу 2-недельного периода течения диа-

бета количество лей-энкефалин-иммунопозитивных 
нейронов увеличивалось в 3,5 раза (табл. 1), однако в 
клетках площади иммунореактивного материала и содер-
жания самого нейропептида практически не изменялось 
(табл. 2). В области СОЯ в нервных волокнах на 80% 
увеличивалась площадь материала, иммунореактивного 
к лей-энкефалину, с практически 3-кратным нарастанием 
содержания нейропептида. Вместе с фактом увеличе-
ния численности лей-энкефалин-иммунопозитивных 
нейронов это приводило к существенному увеличению 
суммарного содержания нейропептида в области СОЯ до 
382,2±33,6 ЕИФ против 94,8± 7,2 ЕИФ в контроле (p<0,001). 
Указанные изменения, по-видимому, свидетельствовали 
об умеренной активации процессов синтеза и выведения 
лей-энкефалина в нейронах крупноклеточного супраоп-
тического ядра.
К концу 5 недели в СОЯ количество лей-энкефалин-

иммунореактивных нейронов уменьшалось и достигало 
показателй контрольной группы. В нейронах наблюда-
ли небольшое, но достоверное уменьшение площади 
материала, иммунореактивного к лей-энкефалину, при 
небольшом увеличении содержания нейропептида 
(p<0,01). В нервных волокнах в области СОЯ площадь 
иммунореактивного материала уменьшалась до показате-
лей контрольной группы, а содержание лей-энкефалина, 
хоть и уменьшалось по сравнению с 2-недельным перио-
дом, оставалось в 2 раза большим, чем у контрольных 
животных. Подобные изменения приводили к снижению 
общего содержания лей-энкефалина с СОЯ до уровня 
контроля. Полученные данные свидетельствовали, что 
развитие сахарного диабета у крыс приводит к усилению 
процессов синтеза и секреции лей-энкефалина в СОЯ в 
ранние сроки течения патологического процесса, которое 
сменяется их угнетением в более поздние сроки диабета.
Иммунофлуоресцентное исследование срединного 

возвышения гипоталамуса при диабете показало, что к 
концу 2 недели течения патологического процесса пло-
щадь материала, иммунореактивного к лей-энкефалину, 
увеличивалась в 3 раза, а содержание самого нейропеп-
тида – в 4,5 раза (табл. 2). В последующие 3 недели эти 
показатели примерно выросли еще в 3 раза по сравнению 
с 2-недельным периодом, что говорит об увеличении по-
ступления лей-энкефалина из гипоталамуса в срединное 
возвышение при диабете. Сопоставляя полученные дан-
ные можно отметить, что в начальный период развития 
диабета (2 недели) нейроны крупноклеточных ядер ПВЯ 
и СОЯ могут быть приоритетными источниками посту-

пления лей-энкефалина в срединное возвышение. Однако 
в дальнейшем, на фоне снижения уровня иммунореак-
тивности к лей-энкефалину в зкПВЯ и СОЯ, очевидно 
доминирование других гипоталамических источников 
поступления лей-энкефалина в срединное возвышение. 
Основываясь на данных специальной литературы, можно 
предполагать, что такими дополнительными источника-
ми синтеза нейропептида могут быть нейроны мелко-
клеточных субъядер паравентрикулярного и аркуатного 
ядер гипоталамуса, морфофункциональная активность 
которых при диабете возрастает [1,4].
Выводы
1. Начальный период развития экспериментального 

сахарного диабета у крыс приводит к увеличению чис-
ленности лей-энкефелин-иммунореактивных нейронов 
в крупноклеточных заднелатеральных субъядрах пара-
вентрикулярных ядер и супраоптических ядер гипота-
ламуса, а также усилением в них синтеза и секреции 
нейропептида.

2. Длительный период развития сахарного диабета у 
крыс приводит к торможению синтеза и секреции лей-
энкефалина в нейронах крупноклеточных паравентри-
кулярных и супраоптических ядер.
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