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В печени самок крыс линии Wistar, получавших изокалорийные рационы c избытком жира, фруктозы, хо�
лестерина или сочетаний фруктозы с жиром и холестерином в течение 62 сут, изучали дифференциальную
экспрессию 30 003 генов методом полнотранскриптомного профилирования на микрочипе, а также опре�
деляли относительные уровни экспрессии мРНК генов Asah2, Crot, Crtc2, Fmo3, GSTA2, LOC1009122026,
LOC102551184, NpY, NqO1, Prom1, Retsat, RGD1305464, Tmem104 и Whsc1 методом ОТ�ПЦР в реальном вре�
мени. Выявлен различный характер влияния экспериментальных рационов на ряд ключевых метаболичес�
ких путей (KEGGs). При всех экспериментальных рационах (кроме сочетания избытка жира с фруктозой)
высокозначимыми были изменения в экспрессии генов метаболического пути обмена стероидов в печени.
Как высокожировой, так и высокофруктозный рационы вызывали достоверное снижение уровней экспрес�
сии гена FDFT1, который кодирует сквален�синтазу, отвечающую за начальный этап синтеза холестерина.
Напротив, при избытке (0,5%) холестерина экспрессия FDFT1 не отличалась от контрольной группы, но
были выявлены изменения экспрессии генов обмена глюкозы и гликогена, способные приводить к подав�
лению синтеза гликогена и глюконеогенеза. При этом в указанной группе наблюдалась иная, в сравнении с
избытком жира и фруктозы, морфологическая картина ткани печени в виде меньшего размера липидных
вакуолей в гепатоцитах. Для групп животных, получавших фруктозу и ее сочетание с жиром, были характер�
ны влияния на метаболические пути, связанные с внутриклеточным катаболизмом белка (эндоцитоз, фаго�
сомы, протеасомы, процессинг белка в эндоплазматическом ретикулуме), плотными и межклеточными
контактами, молекулами адгезии и внутриклеточным транспортом РНК. У крыс, получавших избыток жи�
ра с фруктозой или холестерин, методом ОТ�ПЦР в реальном времени выявлены согласованные изменения
в относительных уровнях экспрессии генов Сrot, Prom1 и RGD1305464, отражающие интегрированные сдви�
ги в регуляции липидного и углеводного обмена.
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П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AIN93M (93M diet of American Institute of Nutriron) – модифицированный рацион 93 Аме�
риканского института питания; Ugt2b37 (uridine diphosphate glycosyltransferase 2 family, member b17) – ген b37 2�го семей�
ства UDP�глюкуронозилтрансферазы; Inhbb (Inhibin beta b) – ген β�субъединицы активина; FDFT1 (farnesyldiphosphate
farnesyltransferase 1 (squalenesynthase)) – ген сквален�синтазы; Crot (carnitine octanoyltransferase) – ген карнитин�октаноил�
трансферазы; Asah2 (N�acylsphingosine amidohydrolase 2) – ген 2�й N�ацилсфингозин�амидогидролазы (церамидазы);
Crtc2 (CREB regulated transcription coactivator 2) – коактиватор 2 транскрипции, регулируемый CREB; Fmo3 (flavin�con�
taining monooxygenase 3) – ген 3�й флавинсодержащей монооксигеназы; GSTA2 (glutathione�S�transferase alpha 2) – ген глу�
татион�S�трансферазы класса альфа 2; LOC1009122026 – ген 1009122026; LOC102551184 – ген 102551184; NpY (neuropep�
tide Y) – ген нейропептида игрек; NqO1 (NAD(P)H�dehydrogenase, quinone 1) – ген НАДФ�зависимой дегидрогеназы, хи�
нон 1; Prom1 (prominin 1) – ген проминина 1; Retsat (retinol saturase) – ген ретинол�сатуразы; RGD1305464 (Sept14) – ген
14�го септина или GTP�связывающего цитоскелетного белка 1305464; Tmem104 (transmembrane protein 104) – ген транс�
мембранного белка 104; Whsc1 (Wolf–Hirschhorn syndrome candidate 1) – ген�кандидат 1 синдрома Вольфа–Хиршхорна;
TGF�β (tumor growth factor beta) – фактор роста опухолей бета; FAM – карбоксифлуоресцеин; МС – метаболический
синдром; ОТ�ПЦР − полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; ПСР − полусинтетический рацион;
ВЖР – высокожировой рацион; ВФР – высокофруктозный рацион; ВЖФР – рацион с избытком жира и фруктозы;
ВХР – высокохолестериновый рацион; ВХФР – рацион с избытком холестерина и фруктозы.
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Во всем мире одной из ведущих причин рос�
та заболеваемости ожирением, метаболическим
синдромом (МС), сахарным диабетом 2�го типа
и неалкогольной жировой болезнью печени яв�
ляется дисбаланс пищевого рациона, состоя�
щий в избыточном потреблении легкоусвояе�
мых углеводов, животных жиров, а также холес�
терина в условиях малоподвижного образа жиз�
ни и высокой стрессовой нагрузки [1]. По со�
временным представлениям, определяющую
роль в развитии указанных патологий играет
хроническое воспаление в жировой ткани и в
печени, приводящее к нарушению экспрессии
ядерных транскрипционных факторов, регули�
рующих метаболические пути углеводного и ли�
пидного обмена, биосинтеза стероидов, цитоки�
нов и хемокинов, ферментов системы детокси�
кации ксенобиотиков и др. [2–4]. Направлен�
ность и характер этих изменений в значитель�
ной степени зависят от генотипа больного, ха�
рактера пищевого дисбаланса и поэтому требу�
ют адекватных методов дифференциальной ди�
агностики и персонифицированной диетотера�
пии, для выбора которых необходимо использо�
вание высокоизбирательных биомолекулярных
маркеров патологического процесса. Выявление
таких маркеров возможно в модельных экспери�
ментах на различных видах и линиях лаборатор�
ных животных [5]. Значительный прогресс в
этих исследованиях был достигнут благодаря
внедрению высокопроизводительных тран�
скриптомных технологий, позволяющих одно�
временно отслеживать согласованные изменения
в дифференциальной экспрессии многих тысяч
генов и интерпретировать получаемые результа�
ты с применением методов биоинформатики
[6]. Подобные исследования позволили выявить
на моделях МС изменения в экспрессии генов,
входящих в такие ключевые метаболические пу�
ти, как системы транскрипционных факторов
PPARα и PPARγ [7], ChREBP и SREBP [8], ли�
погенез и катаболизм жирных кислот [9], синтез
стероидов [10], обмен железа [11], детоксикация
ксенобиотиков [12], иммунные реакции [13].
Однако большинство указанных данных было
получено фактически на единственной модели
мышей (главным образом, линии C57Bl/6J), по�
лучавших рацион с избытком жира, а меньшин�
ство – также на мышах с дефектом единствен�
ного гена (лептин или его рецептор, PPARα,
NFR2, SREBP и др. [14–17]). Практически отсут�
ствуют работы, в которых была бы сопоставлена
дифференциальная экспрессия генов при раз�
личных пищевых режимах, приводящих к МС,
гиперлипидемии, ожирению и жировому гепа�
тозу. В связи с этим целью настоящей работы
явилось изучение в сравнительном аспекте диф�

ференциальной экспрессии генов печени самок
крыс аутбредной линии Wistar в условиях по�
требления трех типов рационов, способных
привести к развитию дислипидемических со�
стояний (с повышенным содержанием жира,
фруктозы и холестерина), методом полнотран�
скриптомного профилирования выделенной из
ткани органа общей РНК на мультивалентных
ДНК�микрочипах, а также методом ОТ�ПЦР в
реальном времени.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. В работе использованы 48 самок
крыс аутбредной линии Wistar со средней на�
чальной массой тела (123 ± 4) г, полученных из
питомника «Столбовая» (Научный центр био�
медицинских технологий ФМБА России). Жи�
вотных содержали по две особи в прозрачных
пластмассовых клетках из поликарбоната на
подстилке из опилок при температуре (21 ± 1) °С
в режиме искусственного освещения 12/12 ч.
Работу с животными выполняли в соответствии
с руководством [18] и приказом Минздрава Рос�
сии № 199н от 01.04.2016 г. «Об утверждении
правил надлежащей лабораторной практики».
Крысы были разделены на шесть групп равной
численности по восемь животных.

Рационы. В течение 63 дней животные 1�й
группы (контроль) получали сбалансированный
полусинтетический рацион (ПСР) по AIN93M с
некоторыми модификациями [19], 2�й группы −
модифицированный ПСР с повышенным со�
держанием общих жиров (30% от массы сухого
корма) за счет снижения содержания крахмала
(высокожировой рацион, ВЖР); 3�й группы −
ПСР и 20%�ный раствор фруктозы вместо воды
(высокофруктозный рацион, ВФР); 4�й группы –
модифицированный ПСР с повышенным со�
держанием жира и раствор фруктозы вместо во�
ды (высокожировой высокофруктозный раци�
он, ВЖФР); 5�й группы − модифицированный
ПСР с повышенным содержанием холестерина
(0,5% от массы сухого корма) за счет снижения
количества жира (высокохолестериновый раци�
он, ВХР); 6�й группы – модифицированный
ПСР с повышенным содержанием холестерина
(0,5%) и 20%�ный раствор фруктозы вместо во�
ды (высокохолестериновый высокофруктозный
рацион, ВХФР). Животным предоставляли воду
(группы 1, 2 и 5) или раствор фруктозы (группы
3, 4 и 6) в режиме свободного доступа и раци�
он – изначально из расчета 15 г сухого корма на
крысу в сутки. Для достижения изокалорийнос�
ти рационов, а также удовлетворения изменяю�
щейся с возрастом физиологической потреб�
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ности животных в экзонутриентах и энергии в
ходе эксперимента производили коррекцию ко�
личественного состава рационов с частотой
1 раз в неделю.

Процедура выведения животных из экспериE
мента и пробоподготовка образцов печени. Выве�
дение животных из эксперимента осуществляли
на 63�й день путем декапитации под эфирной
анестезией. Печень препарировали стерильны�
ми хирургическими инструментами из нержаве�
ющей стали, немедленно охлаждали на льду до
температуры 0–2 °С, взвешивали с точностью
± 0,01 г и хранили до исследования при темпе�
ратуре –80 °С.

Выделение мРНК из ткани печени проводи�
ли с помощью набора Agilent Total RNA Isolation
Mini Kit («Agilent Technologies», США). Навеску
20 мг печени гомогенизировали в стеклянном
гомогенизаторе Поттера–Эдельвейма в 500 мкл
лизирующего буфера (с добавлением 5 мкл
β�меркаптоэтанола на 500 мкл буфера) при тем�
пературе 0–2 °С. Дальнейшие процедуры прово�
дили в соответствии со стандартным протоко�
лом [20]. Полученную общую РНК дополни�
тельно обрабатывали ДНКазой I для удаления
следов геномной ДНК. Концентрацию РНК оп�
ределяли на спектрофотометре NanoDrop 1000
(«Thermo Scientific», США), после чего разбав�
ляли ее водой без нуклеаз до концентрации
200 нг/мкл и проводили анализ степени фраг�
ментации на биоанализаторе Agilent 2100
(«Agilent Technologies», США) с определением
показателя RIN (RNA Integrity Number). РНК
хранили в воде, свободной от нуклеаз, или в ви�
де изопропанольных осадков при –80 °С.

Реакцию обратной транскрипции проводили с
использованием набора Agilent Affinity Script
QPCR cDNA Synthesis Kit («Agilent
Technologies», США) согласно протоколу произ�
водителя.

Полнотранскриптомное профилирование тка�
ни печени на микрочипах проводили по прото�
колу Agilent One�Color Microarray Based Gene
Expression Analysis Low Input Quick Amp
Labeling, version 6.8 [21]. В работе использовали
материалы и реактивы из набора SurePrint G3
Rat GE 8 × 60k Microarray Kit («Agilent
Technologies», США), содержавшего 30 003 пос�
ледовательности, включая сплайсинговые вари�
анты для ряда генов в соответствии с информа�
цией о геноме крысы в базе данных RefSeq Build
36.2, Ensemble Release #55, Unigene Build 177,
GenBank (обновление от января 2009 г.). Скани�
рование микрочипов выполняли на приборе
Sure Scan Microarray Scaner («Agilent
Technologies», США). Величину экспрессии вы�
ражали в виде логарифма по основанию 2

(logFC) возрастания или убывания флуоресцен�
ции по сравнению с контрольной группой.

Для шести крыс из каждой группы были оп�
ределены относительные (против конститутив�
ного гена GAPDH) уровни экспрессии генов
Asah2, Crot, Crtc2, Fmo3, GSTA2, LOC1009122026,
LOC102551184, NpY, NqO1, Prom1, Retsat,
RGD1305464, Tmem104 и Whsc1 методом ПЦР в
реальном времени, совмещенной с обратной
транскрипцией (ОТ�ПЦР), с использованием
специфических олигонуклеотидных праймеров
(R + F) и 5'�зонда (флуоресцентный краситель
FAM) фирмы ООО «ДНК�Синтез» (Россия) сог�
ласно инструкции производителя. Измерения
проводили на приборе CFX96 («Bio�Rad»,
США) в объеме 25 мкл реакционной смеси,
включавшей следующие компоненты: 10× буфер
для TaqPol (cодержит 2 мМ MgCl2; «Евроген»,
Россия) – 2,5 мкл; (R + F) праймеры (10 мкМ;
«ДНК�Синтез», Россия) – 1 мкл; зонд (10 мкМ;
«ДНК�Синтез», Россия) – 0,5 мкл; смесь dNTP
(5 мМ; «СибЭнзим», Россия) – 0,5 мкл; вода без
ДНКаз и РНКаз («Thermo Scientific», США) –
18,5 мкл; Taq�полимераза (5 ед/мкл; «Евроген»,
Россия) – 0,5 мкл; кДНК (20 нг/мкл) – 1 мкл.
На первом этапе Taq�полимеразу активировали
в течение 3 мин при 95 °С, затем проводили 45
циклов амплификации (95 °С – 15 с, 60 °С –
1 мин).

Окрашивание микропрепаратов печени. Мик�
ропрепараты печени окрашивали гематокси�
лин�эозином по стандартной методике [22].
Светооптическое микроскопическое исследова�
ние проводили с использованием микроскопа
«AxioImager.Zl» («Zeizz», Германия), оснащен�
ного цифровой фотокамерой, при увеличении
×200.

Биоинформатический анализ. Биоинформа�
тический анализ дифференциальной экспрес�
сии проводили в среде «R» путем квантильной
нормализации и дальнейшей обработки в до�
полнительном пакете limma. Для выявления ме�
таболических путей (KEGGS) и их визуализа�
ции применяли пакеты AnnotationDbi,
org.Rn.eg.db, pathview, gage и gageData. Для визу�
ализации результатов использовали стандарт�
ную графику «R» и дополнительные пакеты
ggplot2, ggrepel и gplots. «Тепловую» карту полу�
чали с использованием пакета heatmap2. Досто�
верность изменения экспрессии оценивали пу�
тем анализа логарифмов интенсивности флуо�
ресценции, нормализованных по внутренним
контролям (Spike�In), с использованием Т�теста
с множественной коррекцией Benjamini–
Hochberg [23]. Достоверность различия в груп�
пах величин экспрессии в тесте ОТ�ПЦР уста�
навливали с использованием однофакторного
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дисперсионного анализа (ANOVA) и U�крите�
рия Манна–Уитни в качестве post hoc�теста в
программе SPSS 20.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологическое исследование печени. На
рис. 1 показаны образцы макро� и микропрепа�
ратов печени крыс, получавших ПСР, ВЖР,
ВФР и ВХР. Ткань печени в группе ПСР не име�
ла выраженного отклонения от нормы. При
этом при потреблении ВЖР и ВФР наблюдались
большие скопления крупных липидных вакуо�
лей (представляющих собой, по�видимому, па�
тологически измененные гепатоциты), что мо�
жет говорить о начальной стадии развития стеа�
тоза печени. В группе ВХР было также выявлено
значительное возрастание численности липид�
ных включений, однако, в отличие от двух дру�
гих опытных групп, они были распределены
равномерно по всей видимой площади микро�
препарата, и их размер был меньше, чем при пот�
реблении ВЖР и ВФР, что свидетельствует о ка�
чественных различиях процесса жировой деге�
нерации ткани печени под действием пищевого
жира и фруктозы, с одной стороны, и избытка
холестерина – с другой.

Полнотранскриптомное профилирование ткаE
ни печени. Из числа проанализированных генов
дифференциальная экспрессия на уровне
|log2FC| ≥ 0,5 (в сторону как усиления, так и
ослабления, по сравнению с показателями для
группы ПСР), вызванная потреблением экспе�
риментальных рационов, в группах ВЖР, ВФР и
ВХР установлена в общей сложности для 255 ге�
нов (0,85% от общего количества). В табл. 1 при�
веден перечень кратких международных симво�
лов генов, для которых выявлена положитель�
ная (а) и отрицательная (б) дифференциальная
экспрессия.

Распределение числа генов с выявленной
дифференциальной экспрессией по группам
животных представлено в виде диаграммы Вен�
на (рис. 2). Как показывает диаграмма, в группе
ВЖР выявлено 126 (49,4%) уникальных (свой�
ственных только этой группе) генов из общего
числа 255 дифференциально экспрессирован�
ных генов, в группе ВФР – 46 генов (18%), в
группе ВХР – 57 генов (22,4%). При этом общи�
ми для ВЖР и ВФР являются 11 генов из 255
(4,3%), для ВФР и ВХР – 5 генов (2%), для ВЖР
и ВХР – 8 генов (3,1%).

Одновременная дифференциальная экс�
прессия во всех трех указанных эксперимен�
тальных группах наблюдалась для двух генов
(0,8%) – Inhbb и Ugt2b37. Ген Inhbb кодирует

β�субъединицу активина, который является
членом суперсемейства факторов роста опухо�
лей (TGF�β). Активиновые лиганды действуют
как факторы роста и дифференцировки во мно�
гих клетках и тканях [24]. Ген Ugt2b37 кодирует
UDP�глюкуронозилтрансферазу. Дифференци�
альная экспрессия этого гена может свидетель�
ствовать об усилении процессов клиренса эндо�
генных гидрофобных метаболитов, включая
стероиды и измененные липиды [25], избыточ�
ная продукция которых может происходить в
ходе жировой дегенерации ткани печени.

На рис. 3 показана «тепловая» карта экс�
прессии генов во всех шести группах животных
(включая контрольную) по отношению к внут�
ренним контролям (Spike�In). Как следует из
представленных данных, наибольшее сходство в
профиле дифференциальной экспрессии наб�
людается в группах ВЖР и ВХФР, а также
ВЖФР и ВХР; группы ВФР, ВЖФР и ВХР обра�
зуют выраженный кластер, а профиль экспрес�
сии генов в контрольной группе ПСР не прояв�
ляет сходства ни с одной из опытных групп.

В табл. 2 приведен список метаболических
путей (KEGGs), являющихся мишенями воз�
действия применяемых экспериментальных ра�
ционов. Некоторые из этих метаболических пу�
тей были характерны для всех групп животных
независимо от типа применяемого рациона.
Так, в четырех опытных группах из пяти (кроме
ВЖФР) высокозначимыми были изменения в
экспрессии генов обмена стероидов в печени
(рис. 4), что указывает на универсальность дан�
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Рис. 1. Макропрепараты печени и результаты ее морфоло�
гического исследования (окрашивание гематоксилин�
эозином, увеличение ×200) у самок крыс линии Wistar, по�
лучавших ПСР (а), ВЖР (б), ВФР (в) и ВХР (г).
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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ного механизма в развитии нарушений обмена
при гиперлипидемии. Применительно к ВЖР
этот результат согласуется с данными, получен�
ными ранее на эквивалентной in vivo модели на
мышах [26, 27]. В случае ВЖР и ВЖФР статисти�
чески достоверное снижение уровней экспрес�
сии было выявлено для гена FDFT1, кодирующе�
го сквален�синтазу (КФ 2.5.1.21), осуществляю�
щую начальный этап данного метаболического

пути и отвечающую за регуляцию уровня холес�
терина в клетках и плазме крови [28]. Напротив,
в группе ВХР экспрессия гена FDFT1 не отлича�
лась от таковой в контрольной группе. В этой
связи характерно, что в группе ВХР наблюдалась
иная, в сравнении с группами ВЖР и ВФР, мор�
фологическая картина ткани печени в виде
меньшего размера липидных вакуолей в гепато�
цитах (рис. 1). Повышенная дифференциальная
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Таблица 1. Список генов с положительной (а) и отрицательной (б) дифференциальной экспрессией, вызванной потребле�
нием опытных рационов, при уровне значимости р ≤ 0,05 для крыс групп ВЖР, ВФР и ВХР (в сравнении с группой 1,
получавшей сбалансированный полусинтетический рацион)

Экспрессия, log2FC
Группа

ВЖР

ВФР

ВХР

Гены с положительной
экспрессией, общие 
для групп

>1

Selenoh, Pnpla5, Calu, Gas6, Tmem268,
Ugp2, Cpa1, Uqcrfs1, Npm1, Tufm

Ubd, Inhbb, Crot, Otx1, Tbc1d2, Etnk2, Ncl,
Ugt2b37, Nrip1, Treml2

Cpa1, Msmo1, Sqle, RGD1564515, Sult2a2,
Cyp3a9, Nptx2, Lss, Insig1, Hist1h1c

ВЖР и ВФР

ВЖР и ВХР

ВФР и ВХР

ВЖР, ВФР и ВХР

0,7–1

Rab28, Rsl1d1, March2, C8g, Tst, Eif3f,
RGD1309350, Rps2

Brd4, Btd, Erlin1, Nit2, Ybx1

Itpa, Cpsf4, Ybx1, Tbcc

Treml2, Marc1, Ncl, H2afy, RGD1309730, Mark3

Cpa1, Hist1h1c, Prlr, Ghr, Pebp1, Bmp1,
Tmem64, Chpt1

Crot, Nfx1, Ybx1

Inhbb, Ugt2b37

а

Экспрессия, log2FC
Группа

ВЖР

ВФР

ВХР

Гены с отрицательной
экспрессией, общие 
для групп

<(–1)

Npas2, Dnm2, Tgfa, LOC680491, Ran, Psma6,
Cops9, Gal3st4, Hsp90ab1, LOC501934

Anxa2, Ubl3, Akr1c13, Timp2, Tkfc, Tmem176b,
LOC100912026, RT1�A2, RT1�A, Lgals3

Pdlim1, Bcl3, Saa4, Gpi, Asmtl, Zfp629,
Eif4g2, Creg1, LOC100912026

ВЖР и ВФР

ВЖР и ВХР

ВФР и ВХР

ВЖР, ВФР и ВХР

(–1) … (–0,7)

Tmub2, Sgsm3, Pcbd2

Eif5a, LOC100910973, Oas1b

Mrpl18

Oas1b, Abi3, Plekhj1, LOC103693487, Psma6

–

Saa4, LOC100912026

–

б

Примечание. Гены в группах представлены выборочно (до 10 генов с наибольшей (а) или наименьшей (б) дифференци�
альной экспрессией).



АНАЛИЗ ПОЛНОТРАНСКРИПТОМНОГО ПРОФИЛЯ ПЕЧЕНИ КРЫС

экспрессия ряда других генов, кодирующих фер�
менты биосинтеза стероидов, наблюдалась в
группах ВЖР и ВФР, а в группе ВХР относитель�
ные уровни экспрессии этих генов снижались,
что могло приводить к метаболической блоки�
ровке на стадии утилизации латостерола, авена�
стерола и эпистерола (рис. 4, б).

Потребление крысами ВХР (рис. 5, см.
стр. 1354) вызывало изменение уровней экспрес�
сии генов метаболических путей обмена глюкозы
и гликогена – снижение для гликогенсинтазы
(КФ 2.4.1.11), глюкозо�6�фосфатазы (КФ 3.1.3.9)
и глюкозо�6�фосфатизомеразы (КФ 5.3.1.9) и по�
вышение для нуклеотиддифосфатазы (КФ 3.6.1.9).
Роль нуклеотиддифосфатазы в метаболическом
пути синтеза гликогена состоит в расщеплении
УДФ�глюкозы с образованием глюкозо�1�фос�
фата, что является дополнительным фактором,
тормозящим синтез и запасание гликогена. По�
лученный результат указывает на способность
поступающего с рационом избытка холестерина
подавлять синтез гликогена в печени.

Особенностью профиля дифференциальной
экспрессии в группах, получавших фруктозу
(ВФР и ВЖФР), не наблюдаемой в других груп�
пах, была вовлеченность метаболических путей,
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Рис. 2. Диаграмма Венна, демонстрирующая распределе�
ние числа генов с дифференциальной экспрессией по
опытным группам ВЖР, ВФР и ВХР: |log2FC| ≥ 0,5; сравне�
ние с контрольной группой.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

Группа

ВЖР

ВФР

ВЖФР

ВХР

ВХФР

Таблица 2. Метаболические пути, являющиеся мишенями воздействия экспериментальных рационов

Достоверность изменения, p

0,036

0,049

0,001

0,009

0,012

0,016

0,021

0,036

0,045

0,004

0,010

0,024

0,031

0,005

0,045

0,050

0,013

0,020

Метаболические пути (KEGGs): идентификатор
по базе данных и известная функция

rno03010 рибосомы

rno00100 биосинтез стероидов

rno04612 процессинг и презентация антигенов

rno04144 эндоцитоз

rno00100 биосинтез стероидов

rno04514 молекулы клеточной адгезии (CAMs)

rno04145 фагосомы

rno04530 плотные контакты

rno03010 рибосомы

rno03050 протеасомы

rno04141 процессинг белка в эндоплазматическом ретикулуме

rno04540 щелевые контакты

rno03013 транспорт РНК

rno00100 биосинтез стероидов

rno00500 метаболизм глюкозы и гликогена

rno04146 пероксисомы

rno00100 биосинтез стероидов

rno03010 рибосомы

ВЖР (30% жиров) ВФР (20% фруктозы)

ВХР (0,5% холестерина)
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связанных с внутриклеточным катаболизмом
белка (эндоцитоз, фагосомы, протеасомы, про�
цессинг белка в эндоплазматическом ретикулу�
ме), плотными и межклеточными контактами,
молекулами адгезии, внутриклеточным транс�
портом РНК. Это может быть отражением наб�
людаемых при морфологическом исследовании
признаков жировой дистрофии печени, сопро�
вождаемых перестройкой субклеточных струк�
тур, протеолизом и нарушением межклеточных
взаимодействий. Наблюдаемые при избытке
фруктозы изменения в метаболическом пути
процессинга и презентации антигенов (rno04612)

могут свидетельствовать в пользу вклада иммун�
ной реакции в указанные патологические изме�
нения, что проявляет определенное сходство с
эффектами, наблюдаемыми у мышей на высо�
кожировом рационе [13].

Характерно, что дифференциальная экс�
прессия генов, кодирующих рибосомальные
белки (рис. 6, см. стр. 1355), в группе ВФР была
повышена, тогда как в группе ВЖР экспрессия
большинства из этих генов снижалась. При этом
у животных, получавших ВХР, вышеуказанные
изменения дифференциальной экспрессии ге�
нов не были выявлены.
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Рис. 3. «Тепловая» карта дифференциальной экспрессии генов (по отношению к внутреннему контролю) для всех иссле�
дуемых групп крыс.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Определение дифференциальной экспрессии
генов методом ОТEПЦР. В табл. 3 (см. стр. 1356)
представлены данные количественной оценки
экспрессии 14 генов печени крыс методом
ОТ�ПЦР. Наблюдалась отрицательная диффе�
ренциальная экспрессия (в сравнении с конт�
рольной группой) для генов Prom1 (группы ВФР
и ВХР), Crot (группы ВХР и ВХФР) и
RGD1305464 (ВХФР). Помимо этого однофак�
торный дисперсионный анализ выявил влияние
входящих в рацион жира (группы ВЖР и ВЖФР)
на экспрессию гена LOC102551184 и холестерина
(группы ВХР и ВХФР) на экспрессию генов Crtc2
и LOC102551184, однако однозначно установить
направленность этих изменений не представляет�
ся возможным. Для гена Asah2, кодирующего це�
рамидазу, в группе ВХР прослеживалась тенден�
ция к снижению экспрессии (p = 0,055; ANOVA).

Ген Prom1 кодирует рецептор CD133, являю�
щийся маркером гематопоэтических клеток [29].
Кроме того, показана роль Prom1 в развитии зло�
качественных новообразований [30]. Фермент
карнитин�октаноилтрансфераза, кодируемый ге�
ном Crot, катализирует реакцию обратимого пе�
реноса ацильных групп жирных кислот между
коэнзимом А и карнитином, что обеспечивает
транспортировку средне� и длинноцепочечных
молекул ацил�CoA из пероксисом в цитозоль и
митохондрии [31]. Снижение уровня экспрессии
этого гена позволяет предположить подавление
процессов β�окисления жирных кислот в мито�
хондриях под действием избыточных количеств
экзогенного холестерина, что согласуется с наб�
людаемым избыточным накоплением липидов в
печени животных, получавших относительно не�
большую (в сравнении с общим содержанием
жиров в рационе) добавку холестерина, что было
показано для этой группы животных в нашем
предыдущем исследовании [32].

Ген RGD1305464 кодирует белок SEPT14, при�
надлежащий к семейству септинов – GTP�связы�
вающих цитоскелетных белков, участвующих в
трансмембранном транспорте, регуляции клеточ�
ного цикла, апоптозе и других клеточных функ�
циях [33]. Показана роль Sept14 в миграции ней�
ронов через взаимодействие с Sept4 [34]. По�
скольку в настоящей работе экспрессия данного
гена в коре головного мозга не изучалась, гово�
рить о маркерной роли RGD1305464 при МС мож�
но только предположительно. Характерно, одна�
ко, что при изучении поведенческих реакций в
тесте «приподнятый крестообразный лабиринт» в
группе крыс, получавших ВЖФР, нами ранее бы�
ло выявлено возрастание тревожности [35].

Ген Сrtc2 (CREB regulated transcription coacti�
vator 2) регулирует ряд важных функций липоге�
неза на уровне транскрипции. Белок Сrtc2

функционирует как посредник mTOR7�сиг�
нального пути, в который вовлечен белок
SREBP1. В ответ на передачу сигналов инсулина
SREBP1 транспортируется из эндоплазматичес�
кого ретикулума в комплекс Гольджи, а затем и в
ядро, чем индуцирует транскрипцию генов ли�
погенеза [36]. Crtc2 также конкурирует с белком
Sec23A, являющимся частью комплекса COPII
complex 8, тем самым нарушая через взаимодей�
ствие с Sec31A транспортировку белка SREBP1.
Во время приема пищи mTOR фосфорилирует
белок Crtc2, в результате чего ослабляется его
угнетающее действие на COPII�зависимую
SREBP1�активацию.

Полнотранскриптомный анализ ткани пече�
ни самок крыс аутбредной линии Wistar выявил
как сходство, так и различия в профилях диффе�
ренциальной экспрессии генов с наиболее ши�
роко изученной моделью на мышах, получав�
ших высокожировые рационы. Общим с данны�
ми работ [10, 26, 27] было выявленное в группах
ВЖР, ВФР и ВЖФР влияние на биосинтез сте�
роидов, при том что в группе ВХР, характеризу�
емой избыточным поступлением холестерина,
эти эффекты были противоположными. Однако
в отличие от мышей, потреблявших избыток
жира [9, 10, 26], в группах крыс самок Wistar, по�
лучавших ВЖР, ВФР и ВЖФР, не было выявле�
но существенного влияния на экспрессию генов
липогенеза, β�окисления жирных кислот и сиг�
нального пути PPAR�α. Подавление экспрессии
гена Crot, характерное для мышей, потребляв�
ших избыток жира [10], у крыс проявилось на
высокохолестериновом рационе. Это позволяет
предположить, что картина жировой дистрофии
печени у крыс на высокожировом и высоко�
фруктозном рационах, по�видимому, не связана
непосредственно с усилением липогенеза в дан�
ном органе, а имеет в своей основе альтернатив�
ный механизм (например, повышение содержа�
ния липопротеинов высокой плотности в плаз�
ме крови, осуществляющих транспорт липидов
из периферических тканей в печень в случае вы�
сокофруктозной модели [32]).

Различие в профилях экспрессии генов пе�
чени крыс на высокожировом и высокофруктоз�
ном рационах наиболее ярко проявилось в отно�
шении группы генов, кодирующих комплекс ри�
босомальных белков. С учетом высокой энерге�
тической емкости процесса рибосомального син�
теза данный результат может свидетельствовать о
переключении энергозависимых метаболических
путей при поступлении различных макронутри�
ентов с пищей. Влияние ВЖР на экспрессию ри�
босомальных белков качественно согласуется с
данными работы Heo et al. [37], выполненной на
аналогичной in vivo модели на мышах.
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Таким образом, различные диетические ре�
жимы (ВЖР, ВФР, ВХР и их комбинации), при�
водящие у самок крыс Wistar в той или иной сте�
пени к развитию признаков МС, ожирения и
дислипидемии [32], принципиально по�разному
влияют на профили дифференциальной
экспрессии генов в печени. При этом наблюда�
ется как сходство с мышами, получающими вы�
сокожировой рацион (эффекты в отношении
метаболического пути синтеза стероидов), так и
межвидовые различия (влияние на процессы
синтеза и β�окисления жирных кислот, метабо�
лизм аминокислот и белка). Новым, не описан�

ным ранее в литературе, является выявленный
эффект относительно небольшого избытка хо�
лестерина, состоящий в подавлении метаболи�
ческого пути запасания гликогена в печени. Это
же относится к вовлеченности ряда метаболи�
ческих путей, связанных с биосинтезом и ката�
болизмом белка, межклеточными взаимодей�
ствиями, презентацией антигенов при потреб�
лении рациона с избытком фруктозы. Получен�
ные результаты указывают на важность адекват�
ного выбора биологической модели (вид, пол
животного, пищевой режим) при воспроизведе�
нии МС, ожирения и дислипидемий в доклини�
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Рис. 4. а – Дифференциальная экспрессия генов, кодирующих ферменты биосинтеза стероидов (rno00100), в группе ВФР
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ческих исследованиях. Применительно к кли�
нике выявленные новые маркеры метаболичес�
ких путей, продемонстрировавшие выраженный
специфический ответ при качественно различа�
ющихся алиментарных дисбалансах, могут
иметь потенциальную значимость в случае на�
личия доступного биосубстрата для их исследо�
вания (в роли которого могут выступать, напри�
мер, лейкоциты периферической крови [38]).

Финансирование. Работа проведена за счет
средств субсидии на выполнение государственно�

го задания в рамках Программы фундаменталь�
ных научных исследований (тема Минобрнауки
России № 0529�2015�0006 «Поиск новых молеку�
лярных маркеров алиментарно�зависимых забо�
леваний: геномный и постгеномный анализ»).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая статья
не содержит описания каких�либо исследований с
участием людей в качестве объектов исследований.

Все применимые международные, националь�
ные и/или институциональные принципы ухода и
использования животных были соблюдены.
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Рис. 4. б – Дифференциальная экспрессия генов, кодирующих ферменты биосинтеза стероидов (rno00100), в группе ВХР
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Рис. 6. Дифференциальная экспрессия генов, кодирующих рибосомальные белки (rno03010), в группах ВЖР (а) и ВФР (б)
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Примечание. В каждой группе было по восемь животных, если не указано иное. Отрицательные величины означают сни�
жение экспрессии соответствующей мРНК в сравнении с мРНК гена GAPDH. Жирным шрифтом показаны статистичес�
ки достоверные отличия (однофакторный дисперсионный анализ, ANOVA).
* Различие с контрольной группой (ПСР) достоверно (p < 0,05; непараметрический критерий Манна–Уитни).

Таблица 3. Относительные уровни экспрессии генов в печени крыс экспериментальных групп

log2 FC по отношению к GAPGH, медиана (в скобках − интервал изменения) для указанных генов
Рационы

ПСР (контроль)

ВЖР

ВФР

ВЖФР

ВХР

ВХЖР

NqO1

–6,15
(–7,0… –5,4)

–5,75
(–7,8… –4,6)

–5,85
(–7,3… –4,9)

–6,4
(–7,0… –6,0)

–6,05
(–6,6… –5,4)

–6,25
(–6,8… –4,0)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

RGD1305464

–6,55
(–8,1… –5,6)

–6,95
(–7,9… –4,8)

–6,95
(–7,7… –6,2)

–6,75
(–7,5… –5,7)

–6,6
(–8,5… –5,9)

–7,5*
(–9,0… –7,0)

> 0,1

> 0,1

0,033

LOC1009122026

–10,35
(–11,5… –7,0)

–9,15
(–11,0… –7,6)

–8,9
(–19,5… –5,8)

–8,6
(–12,3… –4,3)

–8,45
(–12,2… –7,0)

–8,65
(–10,8… –6,9)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

Prom1

–6,15
(–8,9… –5,6)

–7,2
(–7,7… –5,7)

–8,95*
(–10,1… –7,2)

–7,4
(–9,6… –5,6)

–8,3*
(–3,7… –1,5)

–7,45
(–9,9… –4,6)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

GSTA

–3,0
(–3,7… –1,5)

–2,1
(–4,0… –1,2)

–1,75
(–3,4… –0,7)

–2,5
(–4,2… –1,5)

–2,45
(–3,9… –1,4)

–1,85
(–4,2… –1,1)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

NpY

–8,05
(–8,5… –6,7)

–8,2
(–8,9… –6,3)

–7,6
(–8,5… –6,1)

–7,85
(–10,3… –6,7)

–7,85
(–9,5… –5,1)

–7,85
(–8,7… –6,8)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

LOC102551184

–2,95
(–4,7… –1,8)

–3,15
(–3,6… –2,8)

–2,9
(–3,2… –2,6)

–3,2
(–4,1… –2,6)

–2,65
(–3,1… –1,8)

–2,9
(–3,5… –1,8)

0,036

> 0,1

0,019
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log2 FC по отношению к GAPGH, медиана (в скобках − интервал изменения) для указанных генов
Рационы

ПСР (контроль)

ВЖР

ВФР

ВЖФР

ВХР

ВХЖР

Fmo3

–1,65
(–3,0… –0,1)

–2,1
(–3,2… –1,0)

–1,65
(–2,7… –1,0)

–1,8
(–2,6… –1,2)

–1,8 
(–2,3… –1,1)

–1,9 
(–3,1… –0,9)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

Crtc2

–3,15
(–4,3… –2,6)

–3,35
(–4,1… –2,7)

–3,8
(–4,2… 2,9)

–3,6
(–4,9… –1,5)

–2,8 
(–3,6… –1,6)

–3,2 
(–3,8… –2,5)

> 0,1

> 0,1

0,040

Whsc1

–7,3
(–8,0… –6,2)

–7,4
(–7,7… –6,6)

–7,55
(–8,0… –6,0)

–7,3
(–8,1… –6,3)

–7,35
(–8,2… –6,9)

–7,25
(–7,5… –6,5)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

Tmem104

–5,05
(–5,6… –4,7)

–4,9
(–5,3… –4,5)

–5,15
(–6,2… –4,4)

–5,05
(–5,9… –4,5)

–5,1
(–5,6… –4,2)

–5,2
(–5,8… –4,7)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

Retsat

–2,1
(–4,7… –0,5)

–1,2
(–3,5… –0,4)

–1,8 
(–2,7… 0,1)

–2,2
(–4,0… –1,2)

–1,6
(–2,6… –0,6)

–2,95
(–4,3… –1,1)

> 0,1

> 0,1

> 0,1

Asah2

–8,8 
(–9,4… –7,6)

–8,8 
(–9,3… –7,6)

–8,9
(–10,0… –8,2)

–8,35
(–9,8… –7,2)

–9,25
(–10,0… –7,7)

–8,8 
(–10,0… –8,6)

0,086

> 0,1

0,055

Crot

–4,6
(–5,1… –3,6)

–3,8
(–6,6… –2,5)

–4,4
(–7,0… –3,8)

–4,65
(–6,3… –3,0)

–5,65*
(–7,5… –3,6)

–6,75*
(–7,8… –5,5)

0,007

> 0,1

0,000
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The differential expression of 30,003 genes in liver of female Wistar rats fed isocaloric diets high in fat, fructose, cho�
lesterol, or combinations thereof for 62 days was studied by full�length transcriptome profiling on a microchip. The
relative levels of mRNA expression for Asah2, Crot, Crtc2, Fmo3, GSTA2, LOC1009122026, LOC102551184, NpY,
NqO1, Prom1, Retsat, RGD1305464, Tmem104, and Whsc1 genes were also determined using RT�PCR in real�time.
The experimental diets imposed different effects on a number of key metabolic pathways (KEGGs). On all experi�
mental diets (except for the combination of excess fat and fructose), changes in gene expression of the metabolic path�
way of steroids in liver were highly significant. Both high�fat and high�fructose rations caused a significant decrease
in the expression levels of FDFT1 gene coding for squalene synthase, which is responsible for the initial stage of cho�
lesterol synthesis. On the contrary, with an excess (0.5%) of cholesterol, expression of FDFT1 did not differ from that
in control group, but there were changes in the expression of the glucose and glycogen synthesis pathway genes, which
could lead to the suppression of glycogen synthesis and gluconeogenesis. At the same time, in this group, a different
morphological picture of liver tissue was observed in comparison with an excess of fat and fructose, characterized by
smaller size of lipid vacuoles in hepatocytes. In groups of animals receiving fructose and its combination with fat, there
were effects on metabolic pathways associated with intracellular protein catabolism (endocytosis, phagosomes, pro�
teasomes, protein processing in endoplasmic reticulum), as well as with tight junctions and intercellular contacts,
adhesion molecules, and with intracellular RNA transport. In rats fed with excess fat with fructose or cholesterol, RT�
PCR in real time revealed consistent changes in the relative expression levels of Сrot, Prom1, and RGD1305464 genes,
reflecting integrated changes in the regulation of lipid and carbohydrate metabolism.
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