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В работе исследовали влияние высококалорийной диеты и флавоноида кверцетина на обмен глицеро- и 
сфинголипидов и инсулин-зависимую активацию фосфолипазы Д (ФЛД) в неокортексе 3-месячных крыс. 
Установлено, что высококалорийная диета повышает содержание свободных жирных кислот (СЖК), 
диацилглицерола (ДАГ), триацилглицерола (ТАГ), церамида и отменяет стимулированную инсулином 
активацию ФЛД в неокортексе крыс. Кверцетин снижает содержание СЖК, ДАГ и ТАГ в условиях 
высококалорийной диеты и активирует ФЛД в ответ на действие инсулина. Кверцетин модулирует 
инсулин-стимулированную активность ФЛД в неокортексе крыс в условиях высококалорийной диеты, 
снижая содержание липидов, влияющих на сигналинг инсулина.  
 
Ключевые слова: инсулинорезистентность, неокортекс, высококалорийная диета, насыщенные 
жирные кислоты, флавоноиды, кверцетин, инсулин, фосфолипаза Д, церамид. 
 
Вплив висококалорійної дієти та кверцетину на фосфоліпаза Д залежний 

сигналінг інсуліну в неокортексі молодих щурів 
В.С.Харченко 

 
В роботі досліджували вплив висококалорійного раціону та флавоноїду кверцетину на обмін гліцеро- і 
сфінголіпідів та інсулін-залежну активацію фосфоліпази Д (ФЛД) в неокортексі 3-місячних щурів. 
Встановлено, що висококалорійний раціон підвищує вміст вільних жирних кислот, діацилгліцеролу (ДАГ), 
триацилгліцеролу (ТАГ), цераміду та скасовує стимульовану інсуліном активацію ФЛД в неокортексі щурів. 
Кверцетин знижує вміст вільних ЖК, ДАГ і ТАГ за умов висококалорійної дієти та активує ФЛД у відповідь 
на дію інсуліну. Кверцетин модулює інсулін-стимульовану активність ФЛД в неокортексі щурів за умов 
висококалорійного раціону, шляхом зниження вмісту ліпідів, які впливають на сигналінг інсуліну. 
 
Ключові слова: інсулінорезистентність, неокортекс, висококалорійна дієта, насичені жирні кислоти, 
флавоноїди, кверцетин, інсулін, фосфоліпаза Д, церамід. 
 

Effects of high-fat diet and quercetin on insulin-stimulated phospholipase D 
activity in the cerebral cortex of young rats 

V.S.Kharchenko 
 
High-fat diet and flavonoid quercetin effects on glycero-, sphingolipids turnover and insulin-stimulated 
phospholipase D activity in the cerebral cortex of 3-month-old male Wistar rats have been investigated. It has 
been determined, that high-fat diet increases free fatty acid, diacylglycerol, triacylglycerol and ceramide content 
and reduces insulin-stimulated phospholipase D activity in the rat cerebral cortex. Quercetin decreases free fatty 
acid, diacylglycerol and triacylglycerol and induces phospholipase D activation by insulin at high-fat diet. 
Quercetin modulates insulin-induced phospholipase D activity in rat cerebral cortex at high-fat diet by decrease of 
content of lipids affecting insulin signaling. 
 
Key words: insulin resistance, cerebral cortex, high-fat diet, saturated fatty acids, flavonoids, quercetin, insulin, 
phospholipase D, ceramide.  
 
Введение 
Известно, что среди множества компонентов пищевого рациона важную роль играют жирные 

кислоты. Высокое содержание в диете насыщенных жирных кислот (ЖК) кореллирует с развитием 
ряда патологий, таких как ожирение, сахарный диабет, болезнь Паркинсона и болезнь Альцгеймера 
(Solfrizzi et al., 2005; Scarmeas et al., 2006). Исследованиями, проведенными на экспериментальных 
животных, было установлено, что их содержание на рационе, обогащенном жирами (21–40 %) и/или 
холестерином (0,15–1 %) приводит к развитию патологических изменений мозга, подобных 
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нарушениям, возникающим при болезни Альцгеймера (Zhou et al., 2000; Listenberger et al., 2001). В 
нервной системе инсулин и инсулиноподобные факторы роста модулируют рост нейронов и 
глиальных клеток, их выживание, дифференцирование, миграцию, экспрессию генов, синтез белка, 
сборку цитоскелета, формирование синапсов и синаптическую пластичность (D'Ercole et al., 1996). 
Salvador и соавторами показано, что в синаптосомах неокортекса взрослых крыс инсулин активирует 
сигнальный путь: фосфолипаза Д (ФЛД) / фосфатаза фосфатидной кислоты 2 (Salvador et al., 2002). 
Ослабление передачи сигнала через рецепторы инсулина негативно влияет на целый спектр функций 
нейронов и глии, включая метаболизм глюкозы, энергетический метаболизм, а также структуру и 
функции волокон белого вещества. Клиническими исследованиями показана связь между болезнью 
Альцгеймера, инсулинорезистентностью и сахарным диабетом. Показано, что резистентность к 
инсулину, которая вызвана высококалорийной диетой, приводит к накоплению в мозгу β-амилоида и 
ухудшению памяти у мышей (Ho et al., 2004). Кроме того, с ухудшением сигналинга инсулина 
ассоциированна возрастная дегенерация мозга (Gasparini et al., 2002; Hoyer, 2002). 

Свободные ЖК, в частности пальмитиновая кислота, являются субстратом синтеза церамида, 
который связан с развитием инсулинорезистентности. При добавлении в среду культивирования 
изолированных нейронов и астроглии насыщенных пальмитиновой и стеариновой жирных кислот 
усиливается амилоидогенез и гиперфосфорилирование белка tau в кортикальных нейронах крыс 
(Hardy et al., 2000; Shimabukuro et al., 1998). Пальмитиновая кислота значительно усиливает в клетках 
астроглии синтез de novo церамида – сфинголипида, который индуцирует образование амилоида 
бета и гиперфосфорилирование белка tau и, таким образом, способствует формированию 
Альцгеймер-подобных изменений в нейронах (Patil et al., 2008). На разных типах клеток было 
показано, что церамид является ингибитором Akt/протеинкиназы В (Schmitz-Pfeifer et al., 1999) и ФЛД, 
которые принимают участие в реализации сигнала инсулина (Venable, Obeid, 1999).  

В последнее время много внимания уделяется проблеме поиска мягких физиологических путей 
коррекции содержания и обмена липидов в тканях и клетках при старении и развитии различных 
возрастных патологий. Хорошо известно, что благодаря своим свойствам флавоноиды могут 
принимать участие в функционировании модулируемых свободными радикалами путей передачи 
сигналов. Таким модулятором сигнальных путей является флавоноид кверцетин. В частности, он 
может принимать участие в модуляции сигнальных путей, вовлеченных в реализацию действия 
инсулина, таких как Akt/ПК В и ERK1/2 каскады (Middleton et al., 2000). Кверцетин также является 
ингибитором провоспалительных путей IКК и NFkB, активация которых происходит в условиях 
развития инсулинорезистентности (Peet, Li, 1999). Кверцетин является мощным антиоксидантом, 
способным улучшать оксидативный статус мозга и повышать содержание фосфолипидов в условиях 
экспериментального оксидативного стресса (Angeloni et al., 2007).  

В настоящее время есть очень мало данных, касающихся механизмов структурно-
функциональных изменений мозга, индуцированных алиментарными факторами. Учитывая важную 
роль нарушения обмена липидов в патогенезе нейродегенеративных заболеваний и потенциальную 
роль флавоноидов в модулировании обмена липидов, целью работы было изучение влияния 
модулирующего действия кверцетина, как биологически активного компонента пищевого рациона, на 
обмен и содержание глицеро- и сфинголипидов в коре больших полушарий мозга и ответ ткани 
неокортекса на действие инсулина в условиях диеты с высоким содержанием насыщенных ЖК. 

 
Объекты и методы исследования 
Исследования проводились на 15 крысах-самцах линии Вистар. Подопытные животные 2-

месячного возраста были разделены на 3 группы, по 5 животных в каждой группе, и на протяжении 5 
недель содержались на рационе различной калорийности. Крыс контрольной группы содержали на 
стандартном рационе вивария (общая калорийность составляет 146,5 ккал; 18,1 ккал составляют 
белки, 118,4 ккал – углеводы; 10,4 ккал – жиры). В другой группе калорийность рациона была 
увеличена на 21% за счет добавления к стандартной диете говяжьего жира (в качестве источника 
насыщенных жиров). Третья группа животных дополнительно к высококалорийному рациону на 
протяжении 5 недель внутрижелудочно 1 раз в сутки получала кверцетин в дозе 50 мг/кг массы. 

Животных наркотизировали диэтиловым эфиром, декапитировали и быстро выделяли кору 
больших полушарий мозга. Ткань коры головного мозга инкубировали на протяжении 90 минут в 
присутствии [14С]H3COONa (10 мкКи/мл) – предшественника синтеза липидов. После включения метки 
суспензию ткани отмывали буфером Кребс-Хенселейта с 0,1% альбумином и разводили перед 
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началом эксперимента в том же буфере. Для определения активности ФЛД в неокортексе 
использовали метод, основанный на образовании фосфатидилэтанола (ФЭТ), фосфолипида, который 
образуется исключительно ФЛД через трансфосфатидилирование в присутствии этанола (Salvador et 
al., 2002). Перед внесением гормона в среду инкубации ткань прединкубировали 10 минут с 300 мМ 
этанолом, затем в среду инкубации вносили инсулин (10 нМ) или 0,9% NaCl (в качестве контроля к 
инсулину) и через 1, 5 или 30 минут останавливали реакцию. 

Экстракцию липидов проводили по методу Bligh, Dyer (1959). Разделение отдельных липидов 
проводили методом хроматографии в тонком слое силикагелевых пластинок Sorbfil (АО 
«Сорбполимер», Россия) в системах растворителей гексан : диэтиловый эфир : ледяная уксусная 
кислота (73:25:2, по объему) для ДАГ, свободных ЖК и ТАГ; этилацетат : изооктан : уксусная кислота : 
вода (130:20:30:100, по объему) для ФХ (фосфатидилхолина) и ФЭТ; для сфинголипидов 
метилацетат : Н-пропиловый спирт : хлороформ : метанол : 0,25% КCl (25:25:25:10:9, по объему) 
(Кейтс, 1975). Перед разделением сфинголипидов проводили щелочной метанолиз липидных 
экстрактов (Кейтс, 1975). Пятна липидов проявляли в парах йода и идентифицировали, сравнивая со 
стандартами. Радиоактивность образцов определяли с помощью счетчика радиоактивности БЕТА-1 
(«Медприбор», Киев). Содержание общего белка определяли методом Lowry и соавторов (Lowry et al., 
1951). Для сравнения данных использовали многофакторный дисперсионный анализ и t-критерий 
Стьюдента. Различия между группами считали статистически значимыми при р0,05. 

 
Результаты 
В результате проведенного исследования было установлено, что при содержании молодых 

крыс на высококалорийной диете в неокортексе этих животных повышалось содержание меченых 
[14С]-СЖК на 49%, [14С]-ДАГ на 30%, [14С]-ТАГ на 47% и [14С]-церамида на 30% (табл.). Содержание 
[14С]-сфингомиелина (СФМ) статистически значимо не изменялось. 

 
Таблица.  

Влияние диеты с высоким содержанием насыщенных жирных кислот и кверцетина на 
содержание [14С]-липидов в ткани коры головного мозга 3-месячных крыс, (имп./мин)/мг белка  

 
[14С]-липиды Стандартный рацион Говяжий жир Говяжий жир+Кверцетин 

ДАГ 90±7 117,5±9 * 108±7 

СЖК 155±11 231±15 * 136±9 ** 

ТАГ 93±6 137±8 * 72±4 ** 

СФМ 154,5±12 152,5±9 137,5±10 

Цер 183±14 238±13 * 240±11 * 
Примечания: * – достоверно по сравнению со стандартным рационом, р<0,05; 
** – достоверно по сравнению с группой «говяжий жир», р<0,05. 
 
В коре больших полушарий головного мозга 3-месячных крыс, которым на фоне 

высококалорийной диеты внутрижелудочно вводили кверцетин, было отмечено снижение содержания 
[14С]-СЖК и [14С]-ТАГ (табл.) до уровня контроля. Уровень [14С]-ДАГ и [14С]-церамида не изменялся по 
сравнению с контрольными животными.  

Обнаружено, что в неокортексе крыс, которые содержались на стандартном рационе, под 
действием инсулина содержание [14С]-ФЭТ (специфического продукта реакции 
трансфосфатидилирования, катализируемой ФЛД) повышалось на 1-ой минуте на 21% и на 5-ой 
минуте инкубации с гормоном на 29%. А содержание [14С]-ФХ при инкубации с инсулином снижалось 
на 1-ой минуте на 28% и на 5-ой минуте на 26% (рис. 1). 

В неокортексе животных, содержавшихся на высококалорийной диете, инсулин не вызывал 
статистически значимых изменений в содержании [14С]-ФЭТ в изученные промежутки времени. 
Инсулин снижал в неокортексе уровень [14С]-ФХ на 5-ой минуте инкубации (рис. 2) на 24%. 

В коре больших полушарий крыс, получавших кверцетин на фоне высококалорийной диеты, 
инсулин повышал содержание [14С]-ФЭТ на 85% и снижал содержание [14С]-ФХ на 20% на 30-ой 
минуте инкубации с гормоном (рис. 3). 
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Рис. 1. Влияние инсулина на образование [14С]-ФХ и [14С]-ФЭТ в неокортексе молодых 

крыс 
Примечание: * – статистически значимо относительно контроля к инсулину (0,9% NaCl), 

p≤0,05. 
 
 

 
Рис. 2. Влияние высококалорийной диеты на стимулированную инсулином активацию 

фосфолипазы Д в неокортексе молодых крыс 
Примечание: * – статистически значимо относительно контроля к инсулину (0,9% NaCl), 

p≤0,05. 
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Рис. 3. Влияние высококалорийной диеты и кверцетина на стимулированную инсулином 

активацию фосфолипазы Д в неокортексе молодых крыс 
Примечание: * – статистически значимо относительно контроля к инсулину (0,9% NaCl), 

p≤0,05. 
 
Обсуждение 
Пальмитиновая кислота является основной насыщенной кислотой говяжьего жира (Doyle, 2004) 

и предшественником синтеза как глицеролипидов, так и сфинголипидов de novo. Жирные кислоты 
активируются в результате взаимодействия с коферментом-А и последующим образованием ацил-
СоА. Два ацил-СоА взаимодействуют с глицерол-3-фосфатом, в результате образуется фосфатидная 
кислота, которая является предшественником ДАГ, ТАГ и фосфолипидов. Синтез сфинголипидов 
осуществляется из активированной пальмитиновой кислоты, пальмитоил-СоА и серина с 
последующим образованием 3-кетосфинганина, сфинганина, сфингозина и церамида. Метаболически 
пути синтеза сфинголипидов, глицерофосфолипидов и ТАГ связаны между собой через 
сфингомиелинсинтазу, которая из церамида и ФХ образует СФМ и ДАГ. Повышение уровня СЖК в 
организме в условиях высококалорийного рациона сопровождается активацией синтеза ТАГ, ДАГ, 
церамида и их накоплением в различных тканях (Listenberger et al., 2003; den Boer et al., 2004; Moreno, 
2005). Так, на крысах линии Гото-Какизаки, обладающих генетической предрасположенностью к 
развитию диабета, показано, что в мозгу этих животных содержание нейтральных липидов в 7–8 раз 
выше, чем у нормальных крыс (Malaisse et al., 2006). Известно, что ДАГ и церамид являются 
биологически активными липидами, и с их высоким содержанием связывают развитие 
инсулинорезистентности (Galgani et al., 2008). Работами de la Monte (Longato et al., 2012) показано, 
что в условиях высококалорийной диеты у крыс происходит развитие инсулинорезистентности печени 
и периферической инсулинорезистентности. Развитие резистентности сопровождается усилением 
экспрессии генов синтеза церамидов в печени, повышением сфингомиелиназной активности, 
перекисным окислением липидов, а также увеличением содержания церамидов в сыворотке крови. 
Кроме того, эти же исследователи предполагают, что церамиды, синтезированные в печени, могут 
вызывать инсулинорезистентность мозга и развитие нейродегенеративных изменений при диабете 2 
типа (Lyn-Cook et al., 2009). В нашем исследовании установлено усиление синтеза СЖК и их 
производных – ДАГ, ТАГ и церамида (табл.) в неокортексе крыс под действием высококалорийной 
диеты, что может быть связано с избыточным поступлением насыщенных ЖК в организм. 
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Флавоноид кверцетин широко распространен в овощах и фруктах и считается веществом, 
обладающим нейропротекторным действием. Показано, что он может проникать через гемато-
энцефалический барьер и защищать нервные клетки от оксидативного повреждения (Ishisaka et al., 
2011). Флавоноиды могут модулировать обмен и содержание нейтральных липидов в условиях их 
экспериментального нарушения (Sudheesh et al., 1997; Zern et al., 2003). Так, флавоноид нарингенин 
способен снижать содержание общих нейтральних и полярных липидов в печени крыс, которые 
содержались на диете с добавлением кокосового масла (Wood, 2004). Кроме того, показано, что 
кверцетин ингибирует активность ацетил-СоА карбоксилазы, диацилглицерол трансферазы в клетках 
печени крыс (Gnoni et al., 2009). Известно, что кверцетин способен защищать нервные клетки от 
окислительного повреждения путем снижения перекисного окисления (Gitika et al., 2006). Кроме того, 
кверцетин защищает клетки путем модулирования сигнальных путей ERK1/2 и ФИ3К/Akt, которые 
считаются путями выживания клеток (Spencer et al., 2003; Lupu, Menendez, 2006).  

Установлено, что в группе 3-месячных животных, которые в дополнение к высококалорийной 
диете получали кверцетин, в коре больших полушарий мозга снизилось содержание СЖК и ТАГ до 
уровня контрольных животных, содержание ДАГ практически не изменилось по сравнению с крысами, 
содержавшимися только на высококалорийной диете, и контрольными животными (табл.). Учитывая 
тот факт, что кверцетин способен подавлять активность ключевых ферментов синтеза de novo ЖК, 
ДАГ и ТАГ (Gnoni et al., 2009), можно предположить, что в условиях диеты с высоким содержанием 
насыщенных ЖК флавоноид предотвращает накопление липидов, модулируя их обмен. 

Известно, что инсулин вызывает быстрые изменения метаболизма липидов, в результате чего 
образуются биологически активные липиды, которые служат внутриклеточными сигнальными 
факторами и регулируют транспорт глюкозы и синтез гликогена (Farese, 2001; Salvador et al., 2002). 
Исследованиями Salvador (Salvador et al., 2002) показана активация инсулином ФЛД в синаптосомах 
коры головного мозга взрослых крыс. В нашей работе установлено, что в неокортексе молодых крыс 
инсулин активирует ФХ-специфичную ФЛД на 1-ой и 5-ой минутах инкубации с гормоном (рис. 1). 

Многочисленными исследованиями последних лет показано, что нарушение передачи сигнала 
инсулина и последующее развитие инсулинорезистентности происходит в условиях нарушения 
обмена липидов и связано с накоплением токсических продуктов обмена липидов, таких как СЖК, 
церамид и ДАГ (Chavez et al., 2003; Simopoulus, 1999). Показано, что длинноцепочечные насыщенные 
СЖК индуцируют синтез de novo и накопление церамида и ДАГ, что наблюдается в различных тканях 
крыс, больных диабетом (Turinsky et al., 1990). Эти биологически активные липиды могут 
ингибировать целый ряд молекул, участвующих в передаче сигнала инсулина в клетках, в том числе и 
ФЛД, которая способствует транспорту и метаболизму глюкозы под действием инсулина (Venable, 
Obeid, 1999; Farese, 2001). В связи с вышесказанным, следующим этапом исследования было 
изучение влияния высококалорийной диеты на инсулин-зависимую активацию ФЛД в ткани 
неокортекса 3-месячных крыс. 

Установлено, что у животных, содержавшихся на высококалорийной диете, повышение 
содержания церамида, ДАГ, СЖК и ТАГ коррелирует с изменением ответа ткани коры мозга на 
действие инсулина (табл., рис. 2). Не происходит статистически значимых изменений в активации 
ФЛД в ответ на действие гормона ни в один из изученных промежутков времени (рис. 2). Однако 
происходит снижение содержания ФХ на 5-ой минуте инкубации ткани неокортекса с инсулином 
(рис. 2). Кроме ФХ-специфичной ФЛД, ФХ может расщепляться ФХ-специфичной фосфолипазой С, 
фосфолипазой А2 с образованием ДАГ, лизоФХ и арахидоновой кислоты, кроме того, ФХ является 
субстратом для сфингомиелинсинтазы, которая переносит фосфорилхолиновую группу на церамид и 
образует СФМ. Известно, что фосфолипаза А2 активируется в условиях оксидативного стресса, 
однако показано, что в мозгу крыс при индукции оксидативного стресса происходит активация не 
фосфолипазы А2, а ФХ-специфичной ФЛС (Mateos et al., 2008). Поскольку длительное содержание 
животных на высококалорийной диете также может провоцировать развитие оксидативного стресса в 
мозгу (Ribeiro et al., 2009), можно предположить, что снижение содержания ФХ в условиях диеты с 
высоким содержанием насыщенных ЖК в ответ на действие инсулина связано с активацией ФХ-
специфичной ФЛС. 

Исследованиями Kim и соавт. (Kim et al., 2004) показано на культуре клеток астроглиомы, что 
ФЛД активируется редокс-активными соединениями, такими как флавоноид эпигаллокатехин-галлат. 



В.С.Харченко 47 
V.S.Kharchenko  

 

Вісник Харківського національного університету імені В.Н.Каразіна. Серія: біологія 

The Journal of V.N.Karazin Kharkiv National University. Series: biology 
 

Кверцетин представляет собой мощный антиоксидант, стабилизатор мембран (Middleton et al., 2000), 
кроме того, он может модулировать обмен глицеролипидов, тем самым изменяя состояние 
сигнального аппарата клетки. Так, в нашем исследовании изменение содержания СЖК, ДАГ и ТАГ 
под действием кверцетина в неокортексе крыс, содержавшихся на высококалорийной диете, 
коррелирует с повышением содержания ФЭТ и снижением содержания ФХ в ткани неокортекса в 
ответ на действие инсулина (табл., рис. 3). Также кверцетин может изменять активность некоторых 
молекул, участвующих в передаче гормонального сигнала, в частности, флавоноид модулирует 
активность фосфатидилинозитол-3-киназы, фермента, который является необходимым компонентом 
инсулинового сигнального пути и активатором ФЛД (Spencer et al., 2003, Farese, 2001). В группе 3-
месячных животных, кроме говяжьего жира получавших внутрижелудочно кверцетин, происходит 
изменение динамики активации инсулином ФЛД. Значительное снижение содержания ФХ и 
повышение уровня ФЭТ в ткани коры больших полушарий мозга отмечено только на 30-ой минуте 
инкубации (рис. 3). Более того, уровень снижения содержания ФХ под действием инсулина не 
пропорционален увеличению содержания ФЭТ (рис. 3). Можно предположить, что подобное 
повышение содержания ФЭТ может быть связано с активацией под действием инсулина не только 
ФХ-специфичной ФЛД, но и ФЛД другой субстратной специфичности, поскольку известно, что 
субстратами, кроме ФХ, могут выступать фосфатидилэтаноламин и фосфатидилинозитол (Singh et 
al., 2005). 

Установлено, что в неокортексе молодых крыс под действием инсулина происходит активация 
ФЛД. В условиях высококалорийной диеты в неокортексе активируется синтез глицеро- и 
сфинголипидов, что коррелирует с изменением ответа ткани неокортекса на гормональное 
воздействие, отменой инсулин-зависимой активации ФЛД. Это может быть связано с изменением под 
действием алиментарных ЖК уровня липидов, задействованных в сигналинге инсулина. Введение 
кверцетина в дополнение к высококалорийной диете подавляет образование и накопление СЖК, ДАГ 
и ТАГ в ткани неокортекса крыс и модулирует ответ ткани коры больших полушарий на действие 
инсулина: при действие гормона происходит активация ФЛД на позднем этапе ответа. Таким образом, 
кверцетин является модулятором содержания липидов, участвующих в передаче сигнала инсулина в 
неокортексе крыс, а также модулятором ответа ткани на действие инсулина в условиях нагрузки 
молодых животных насыщенными ЖК. 
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