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В печени мышей самок C57BLACK/6J, получавших изокалорийные рационы c избытком жира,
фруктозы, холестерина или сочетаний фруктозы с жиром и холестерином в течение 62 сут, изучали
дифференциальную экспрессию 30003 генов методом полнотранскриптомного профилирования
на микрочипе по протоколу “Agilent One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Low Input
Quick Amp Labeling” (version 6.8) и определяли относительные уровни экспрессии мРНК для генов
Gpr19, P2ry12, Gnb1, Csf2rb, Gm38450, Pgm3, Prom2 и Adgrv1 методом ОТ-ПЦР в “реальном времени”.
Для выявления метаболических путей (KEGGS), являющихся мишенями применявшихся диетиче-
ских воздействий, транскриптомные данные анализировали методами биоинформатики в среде
“R”. Определен специфический характер влияния экспериментальных рационов на метаболиче-
ские пути JAK-STAT- и MAPK-киназ, VEGF- и TOR-сигнальных путей, ядерных транскрипцион-
ных факторов семейства PPAR, отражающие происходящие в печени изменения в воспалении, во
внутриклеточной передаче сигнала, ангиогенезе, следствиями которых может быть развитие инсу-
линовой резистентности и жирового гепатоза. Впервые в эксперименте выявлено специфическое
влияние всех указанных рационов на метаболические пути обмена аминокислот аспартата, глутама-
та, аланина, пролина, гистидина, аргинина. В группах животных, получавших избыток жира с
фруктозой или холестерин, методом ОТ-ПЦР в “реальном времени” выявлены согласованные из-
менения в уровнях экспрессии генов Gpr19, Adgrv1 и Csf2rb, отражающие интегрированные сдвиги
в профилях продукции цитокинов и нейрогормональной регуляции обменных процессов.
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Одной из ведущих причин роста распростра-
ненности метаболического синдрома, ожирения,
атеросклероза и других алиментарно-зависимых
заболеваний является углубляющийся дисбаланс
пищевого рациона современного человека, состо-
ящий в избыточном потреблении легкоусвояемых
углеводов, животных жиров, а также холестерина
при недостатке витаминов, эссенциальных мине-
ральных веществ и пищевых волокон в условиях
малоподвижного образа жизни и высокой стрессо-
вой нагрузки [1]. Выбор адекватных методов персо-
нифицированной диетотерапии при алиментарно-
зависимых заболеваниях требует использования
чувствительных молекулярных (геномных, тран-
скриптомных, метаболомных и других) маркеров,
характеризующих стадию, тяжесть и направлен-

ность патологического процесса. Выявление таких
маркеров в условиях клинических наблюдений за-
труднено проблемами доступности биологическо-
го материала, большой генетической гетерогенно-
стью человеческой популяции, этическими про-
блемами. Ввиду этого хорошие перспективы имеет
in vivo моделирование алиментарно-зависимых за-
болеваний у лабораторных животных, получаю-
щих экспериментальные рационы с измененной
квотой жира и легкоусвояемых углеводов, а также
повышенным количеством холестерина [2, 3].
Известные ограничения в использовании этих
моделей состоят в наличии генетически обуслов-
ленных различий в характере липидного обмена у
лабораторных грызунов (мышей, крыс) и челове-
ка, ввиду чего ответ многих интегральных показа-
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телей липидного обмена (таких, как уровни холе-
стерина, триглицеридов, липопротеидов) на экс-
периментальные рационы может существенно
отличаться от наблюдаемой клинической карти-
ны у пациентов [4]. Значительного повышения
информативности исследований, проводимых на
моделях in vivo, можно добиться с использовани-
ем современного транскриптомного анализа, в
сочетании с методами биоинформатики, позво-
ляющими проводить сравнения и оценки с при-
влечением больших объемов данных, всесторон-
не характеризующих согласованные изменения в
экспрессии сотен или тысяч генов.

Цель данного исследования – изучение диф-
ференциальной экспрессии генов в печени мы-
шей самок инбредной линии C57BL/6J в услови-
ях потребления трех типов рационов, способных
привести к развитию метаболического синдрома
или гиперлипидемии: с повышенной квотой жи-
ра, фруктозы, холестерина и их сочетаний, с ис-
пользованием метода полнотранскриптомного
профилирования совокупной мРНК на мульти-
валентных ДНК-микрочипах с последующим
анализом полученных данных биоинформатиче-
скими методами в среде “R”.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использованы 48 мышей самок ин-

бредной линии C57Black/6J со средней началь-
ной массой тела 18 ± 1 г, полученных из питомни-
ка Филиала “Столбовая” ФГБУН “Научный
центр биомедицинских технологий ФМБА Рос-
сии”. Животных содержали по четыре особи в
прозрачных пластмассовых клетках из поликар-
боната на подстилке из опилок при температуре
21 ± 1°С в режиме искусственного освещения
12/12 ч. Работу с животными выполняли в соот-
ветствии с Руководством [5] и Приказом [6]. Мы-
ши были разделены на шесть групп равной чис-
ленности по восемь животных. Средняя исходная
масса тела в группах не различалась (p > 0.05,
ANOVA). В течение 63 дней животные группы 1
(контроль) получали сбалансированный полу-
синтетический рацион (ПСР) по AIN93 с некото-
рыми модификациями [7], группы 2 − модифици-
рованный ПСР с повышенным содержанием об-
щих жиров (30% от массы сухого корма) за счет
снижения содержания крахмала, группы 3 − ПСР
и 20%-ный раствор фруктозы вместо воды, груп-
пы 4 − вышеуказанный высокожировой рацион и
раствор фруктозы, группы 5 − модифицированный
ПСР с повышенным содержанием холестерина
(0.5% от массы сухого корма) за счет снижения ко-
личества жира, группы 6 − высокохолестериновый
рацион и раствор фруктозы. Воду (группы 1, 2 и 5)
или раствор фруктозы (группа 3, 4, 6) предоставля-
ли в режиме свободного доступа, а рацион – из-
начально из расчета 4 г сухого корма на мышь в

сутки. Для достижения изокалорийности рацио-
нов, а также удовлетворения изменяющейся с
возрастом физиологической потребности живот-
ных в нутриентах и энергии производили коррек-
цию количественного состава рационов с часто-
той 1 раз в неделю. Выведение животных из экс-
перимента осуществляли на 63-й день путем
декапитации под эфирной анестезией. Печень
отбирали стерильными хирургическими инстру-
ментами из нержавеющей стали, немедленно
охлаждали на льду до температуры 0–2°С, взве-
шивали с точностью ±0.01 г и хранили до иссле-
дования при температуре –80°С.

Выделение мРНК из ткани печени проводили
с помощью набора “Agilent Total RNA Isolation
Mini Kit” (Agilent Technologies, США). Навеску
20 мг печени гомогенизировали в стеклянном
гомогенизаторе Поттера–Эдельвейма в 500 мм3

лизирующего буфера (с добавлением 5 мм3 β-мер-
каптоэтанола на 500 мм3 буфера) при температуре
0–2°С. Дальнейшие процедуры проводили соглас-
но [8]. Полученную общую РНК дополнительно
обрабатывали ДНКазой I для удаления следов ге-
номной ДНК. Концентрацию РНК определяли
на спектрофотометре NanoDrop 1000, после чего
разбавляли ее водой без нуклеаз до концентрации
200 нг/мм3 и проводили анализ степени фрагмен-
тации на “Agilent Bioanalyzer 2100” с определени-
ем показателя RIN (RNA Integrity Number). РНК
хранили в воде, свободной от нуклеаз, или в виде
изопропанольных осадков при –80°С. Полно-
транскриптомный анализ 24 образцов ткани пе-
чени (6 групп по 4 животных в каждой группе) на
микрочипах, входящих в состав “Gene Expression
Hybridization Kit” (Agilent Technologies), проводи-
ли по протоколу “Agilent One-Color Microarray-
Based Gene Expression Analysis Low Input Quick
Amp Labeling, version 6.8” [9]. Сканирование мик-
рочипов выполняли на приборе “SureScan Mi-
croarray Scaner”, производства “Agilent Technolo-
gies”. Величину экспрессии выражали в виде ло-
гарифма по основанию 2 (log2FC) возрастания
или убывания флуоресценции по сравнению с
контрольной группой. Данные сканирования чи-
пов загружали в среду “R” и проводили квантиль-
ную нормализацию и дальнейший анализ диффе-
ренциальной экспрессии в дополнительном па-
кете limma. Для выявления метаболических путей
(KEGGS) и их визуализации применяли пакеты
AnnotationDbi, org.Rn.eg.db, pathview, gage, gage-
Data. Для визуализации результатов на всех эта-
пах применяют стандартную графику “R” и до-
полнительные пакеты ggplot2, ggrepel и gplots. Для
создания “тепловой” карты (heatmap) применяли
пакет heatmap2. Достоверность изменения экс-
прессии оценивали путем анализа логарифмов
интенсивности флуоресценции, нормализован-
ных по реперным генам с постоянными уровнями
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Таблица 1. Список генов с дифференциальной экспрессией, вызванной потреблением опытных рационов при
уровне значимости р ≤ 0.05 для групп мышей 2–6 (в сравнении с группой 1, получавшей сбалансированный по-
лусинтетический рацион)

* В каждой графе выборочно представлены не более 10 генов с наибольшей по модулю дифференциальной экспрессией для
каждой группы животных в указанном интервале значений log2FС.

Группа

Гены с положительной дифференциальной экспрессией (усиление)*

дифференциальная экспрессия, log2FС

>1 >0.7−1.0 ≥0.5−0.7

2 Dcx, Slc39a3, Setd3 Prickle1, Limd2, 1700018F24Rik, 
Lmbrd1, Myl1, Zfp949, Agtpbp1

Srsf10, Adss, Fam53a, 
4933402N03Rik, Gnpat, Rps18, 
Gzme, L1td1, Cpa5, Olfr1012

3 Nxnl1, Gle1, Olfr1008, Adap2os, 
Chchd3, Prr5, 4933402N03Rik, 
Fip1l1, Rpp38, P2ry12

Cldn20, Adal, Atf1, LOC102640328, 
Ythdc1, C130060K24Rik, Tifab, 
Dcun1d1, Tia1, Adgrv1

Gm21992, Spata5l1, Sec24d, 
Tbkbp1, Znhit2, Polr2k, 
2810433D01Rik, 2010106E10Rik, 
Casr, Defb5

4 Nepn, Slc35f5, Pgm3, Stam, 
LOC102632594, 2310057M21Rik, 
Arl6ip4, Bcl2l11, Rdm1

4933402N03Rik, Cd14, Arl8b, 
Olfr784, Hspa12a, Rad50, Ccdc162, 
Fbxw11, Slc25a18, Ikzf1, App

Adamtsl4, Brox, Smc1b, Gli3, 
Adgrb2, Ostm1, Qars, Mfsd2b, 
4930474H20Rik, Gm28258, 
Smarcd1

5 Vma21, Atp5h, Olfr472, Tuba1a, 
Csf2rb, Adss, Gm3448, Phf23, 
Myh11, Thoc3

Gm17115, Mthfd2l, Vmn2r62,
Ankrd23, Bcl2l11, Otud5, 
Tmem107, Tomm40, Strip2, Sox9

Gucy2g, Ssbp2, Gm815, Pabpc4, 
Timp2, Arhgef19, Map3k6,
Serpine2, Rabggta, Sdr9c7, Anks3

6 Pum2, Vmn2r12, Bcs1l, Kcnc4, 
Rpgrip1l, Il7, Dubr, Olfr1008, 
C230072F16Rik, Gm33627

Perm1, Ywhaz, Net1, Mtmr2, 
Peg3os, Mrm1, Nxnl1, Slc37a3, 
Dapk3, Commd8, Gm6109, 
Gm13629

Adam33, Smr3a, Lpcat3, Snx21, 
Nr2f2, Prkch, Lin28b, Arhgef25, 
Pgam1, Adgrv1

Группа
Гены с отрицательной дифференциальной экспрессией (подавление)*

дифференциальная экспрессия, log2FС

<–1 (–1.0)−<(–0.7) (–0.7)−≤(–0.5)

2 Gm19583, Kif1a, Sugp2, Gm8096 C130060K24Rik, Mbtd1, Capzb, 
Moxd2, Dpy19l3, Gm35405, 
LOC102632594, Uba5, Acp1, 
Cacng5

Zfp750, Rad54l2, Gm32639, Mpdz, 
Ndnf, Gm14486, Zbbx, Ppfibp1, 
2300002M23Rik, Prdm14

3 Rbm7, Nfx1, Chka, Ggn, Wars2, 
Tmem65, Hps5, Gnb1, Rrp12, App, 
Epb41l3

Gm36561, Asb1, Hs3st2, Tmem14a, 
Ggta1, Trpm1, Pigo, Agbl3, Ccz1, 
Rab3a

Tmem194b, Lcn3, Olfr1469, 
Olfr828, Eif3h, Dsc1, Abca9, Nlrp1b, 
Gm28729, Gm35973

4 Timp2, Lrp2bp, Nxnl1, Znhit2, 
Rundc3a, 5730559C18Rik, 
Gm15413 , Mtap7d3, 
LOC105246305, Adgrv1

Chka, Ovol3, Cd209a, Cd79b, 
Ndufb7, Gm14285, Cd36, Ipo13, 
Ptrf, Tekt5, Gtf2h2

Gm14902, Olfr1195, Zp3, Sh3d21, 
Cfap20, 9230102K24Rik, Rab2b, 
Mapre3, Gm4793, Rbfa

5 Il7, Tpm2, Olfr1261, Ildr1, Phb, 
Chm, 9630013A20Rik, Asb3, Myo9b, 
Lin28b

Gm6251, Ctf2, 4930570G19Rik, 
Pnma2, Ccz1, Tmem260, 
C030013G03Rik, Adgrv1, Gm17762, 
Slc36a1

Pigo, Gm9936, Hnrnpu, Pdgfa,
Prkacb, Rad50, Rnf222, Cybb, 
4930474H20Rik, Epb41l3

6 Mlxip, Dmbx1, Pcsk4, 
A630019I02Rik, Rpl34, Fam181b, 
Myo9b, Rp1, Jmjd7, Gm3646

6430562O15Rik, Insig2, 
4930407I19Rik, Ctage5, Zbtb42, 
LOC102636590, Qars, Iqch, Olfr10, 
Gm7562, Cd209a

Gm6377, Supv3l1, Mypn, Rpl24, 
Smco4, Gm15672, Dgkb, Gm11529, 
Arl6ip4, 9130409I23Rik, Wdr27
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экспрессии с использованием Т-теста с множе-
ственной коррекцией Benjamini–Hochberg [10].

Количественный анализ экспрессии мРНК
отдельных генов для 48 образцов ткани печени
выполняли методом полимеразной цепной реак-
ции в “реальном времени”, совмещенной с об-
ратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Относитель-
ные уровни экспрессии генов Gpr19, P2ry12, Gnb1,
Csf2rb, Gm38450, Pgm3, Prom2 и Adgrv1 определяли
с использованием специфических олигонуклео-
тидных праймеров и флуоресцентной детекции
на основе зонда карбоксифлуоресцеина (λ погло-
щения = 492 нм) производства фирмы ООО
“ДНК-Синтез” (Россия). Исследование прово-
дили в соответствии с инструкцией к наборам.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика моделей гиперлипидемии

В ходе кормления мышей экспериментальны-
ми рационами выявлены различия в их поедаемо-
сти, которая была достоверно снижена в группах
мышей 2 и 4 (высокожировые рационы); отмеча-
лась также повышенная в сравнении с другими
группами удельная (на кг массы тела) калорий-
ность рационов, содержащих фруктозу (группы 3,
4 и 6). С учетом этого в целях сближения уровней
удельного потребления энергии и белка в опыт-
ных группах животных их рационы подвергали
ряду последовательных модификаций. Так, в
группах 3, 4 и 6 на 3-й день опыта снижали коли-
чество потребляемого крахмала на 20%, в группах 2,
3 и 4 на 24-й день увеличивали квоту белка за счет
удаления 5% по массе целлюлозы и на 31-й день −
за счет удаления 10% по массе крахмала; на 37-й
день опыта во всех группах, не получавших избыток
жиров (1, 3, 5 и 6), снижали суточное количество ра-
ционов на 30%, а начиная с 50-го дня – повышали
его в этих же группах на 20%. В результате этих ма-
нипуляций в последние недели эксперимента фак-
тическое удельное энергопотребление (УдЭн) в
группах мышей различалось менее чем на 30%.

На протяжении эксперимента животные боль-
шинства групп равномерно прибавляли в массе
тела, за исключением мышей группы 2, которые
прибавляли в массе тела достоверно быстрее жи-
вотных групп 1, 3 и 4 (p < 0.05), несмотря на то, что
УдЭн на этом рационе было, во всяком случае, не
больше, чем в остальных группах. Внешние при-
знаки заболеваемости и летальность отсутствовали
на протяжении эксперимента у всех животных.

Обзорное патологоанатомическое исследование
внутренних органов показало наличие жировой
дистрофии печени мышей групп 5 и 6, получавших
добавку холестерина. При выведении из экспери-
мента относительная (в % от массы тела) масса пе-
чени мышей 3-й, 4-й и 6-й групп была достоверно
повышена в сравнении с контролем. Масса белой

жировой ткани достоверно не отличалась от кон-
троля во всех опытных группах. Однако в группе 6
количество накопленного жира было достоверно
снижено в сравнении с группой 2. Характеристика
использованных in vivo моделей по интегральным,
биохимическим, иммунологическим показателям и
поведенческим реакциям была представлена ранее
[11–13].

Полнотранскриптомное
профилирование мРНК ткани печени

Изучение методом полнотранскриптомного
профилирования мРНК печени мышей опытных
групп 2–6 в сравнении с контрольной группой 1
было проведено для 30003 генов, представленных
на чипе. При этом дифференциальная экспрес-
сия в размере |log2FC| ≥ 0.5 (в сторону как усиле-
ния, так и ослабления) при уровне значимости
Pvalue ≤ 0.05 выявлена в общей сложности для 1647
генов (5.5% от общего количества); для большин-
ства из них (1220; 74.1% от общего числа генов с
дифференциальной экспрессией) изменение уров-
ня экспрессии было уникальным только для одной
из опытных групп. 29 генов (1.8%) отвечали изме-
нением экспрессии одновременно в группах 2
(высокожировой рацион) и 3 (рацион с повышен-
ной квотой фруктозы), 72 (4.4%) – в группах 2
(высокожировой рацион) и 5 (рацион с повышен-
ной квотой холестерина), 280 (17%) – для групп 3
(рацион с повышенной квотой фруктозы) и 5 (ра-
цион с повышенной квотой холестерина). Диф-
ференциальная экспрессия 46 генов (2.8%) наблю-
далась одновременно в трех группах животных 2, 3
и 5. Общими для групп 3 и 4 (фруктоза + жир) бы-
ли 279 дифференциально экспрессированных ге-
нов, для групп 2 и 4 – 94 гена, групп 5 и 6 (фрук-
тоза + холестерин) – 276 генов. Одновременно во
всех пяти опытных группах животных отмечалась
согласованная экспрессия 37 генов. На рис. 1
представлены результаты теоретико-множествен-
ного анализа (в виде диаграммы Венна) распреде-
ления генов, экспрессированных в группах 2, 3 и 5;
в табл. 1 – общая сводка наименований генов c
дифференциальной экспрессией во всех пяти
опытных группах.

Рис. 2 демонстрирует распределения в группах
животных 2–6 всех выявленных генов с достовер-
ной дифференциальной экспрессией в координа-
тах log2FC (ось абсцисс)–(–lgPvalue, ось ординат) –
“volcano plot”-диаграммы, являющиеся способом
наглядного представления степени изменчивости
транскриптома под действием эксперименталь-
ных рационов. Как следует из рисунка, в соответ-
ствии с увеличением количества генов в верхних
левых и правых квадрантах диаграмм интеграль-
ное воздействие на транскриптом печени живот-
ных убывает в последовательности групп Гр. 4 >
Гр. 5 > Гр. 3 ≈ Гр. 6 > Гр. 2. Таким образом, сочета-
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ние жира с фруктозой оказывает, по-видимому,
наиболее выраженное и разнообразное воздей-
ствие на транскриптом печени, а одного только
жира – наименьшее.

Кластеризация групп животных по распреде-
лению генов с наибольшей дифференциальной
экспрессией в формате “тепловой” карты (рис. 3)
показала, что наибольшее сходство с контрольной
группой 1 было выявлено в группе 2. Промежуточ-
ное положение занимают группы 4 и 6. Наиболее
отдаленными по дифференциально экспрессиро-
ванным генам в сравнении с контролем были
группы 3 и 5.

Анализ профилей дифференциальной экс-
прессии в среде “R” позволил выявить ряд мета-
болических путей, являющихся мишенями воз-
действия применяемых экспериментальных ра-
ционов. Всего в опытных группах 2, 3 и 5 было
выявлено 74 метаболических пути (KEGGs), в ко-
торых произошли изменения под действием при-
меняемых экспериментальных рационов, в том
числе 17 метаболических путей, относящихся к
обмену белков (рибосомальная трансляция, фа-
гоцитоз, внутриклеточный протеолиз, в том чис-
ле убиквитин-зависимый), 12 – углеводов (глико-
лиз, глюконеогенез и др.), 10 – липидов, 8 – к
внутриклеточной передаче сигнала, 6 – апоптозу,
5 – обмену отдельных аминокислот, включая

триптофан, аланин, гистидин и др., 16 – прочим
процессам. При этом число затронутых метабо-
лических путей, общих для всех пяти опытных
групп животных, составило 31, общих для групп 2
и 3 − 36, для групп 3 и 5 – 36, для групп 2 и 5 − 40,
для групп 2, 3 и 5 − 32; уникальных для групп со 2-й
по 6-ю − 9, 8, 2, 10 и 3 соответственно. В числе 32
общих для групп 2, 3 и 5 достоверно изменяю-
щихся метаболических путей были представлены
JAK-STAT- и MAPK-сигнальные пути (рис. 4 и 5),
апоптоз, обмен кальция и аминокислот аргинина
и пролина, что свидетельствует об активном отве-
те на рационы с избытками жиров, фруктозы и
холестерина различных цитокинов, факторов ро-
ста и нейротрансмиттеров, активирующих выше-
указанные сигнальные и метаболические пути
[14, 15]. Для животных, получавших высокожиро-
вой рацион (группа 2), была характерна специфи-
ческая дифференциальная экспрессия генов
VEGF-сигнального пути (рис. 6), стимулирующе-
го процессы ангиогенеза при ожирении и сахар-
ном диабете 2-го типа [16]. Общей для высокожи-
рового и высокофруктозного рационов (группы 2
и 3) была дифференциальная экспрессия генов
TOR-сигнального пути, участвующего в числе
прочего в регуляции ключевого ядерного тран-
скрипционного фактора SREBP1, отвечающего за
связь процессов липогенеза и клеточной пролифе-

Рис. 1. Диаграмма Венна, демонстрирующая распределение числа генов с дифференциальной экспрессией по груп-
пам 2 (30% жиров), 3 (20% фруктозы) и 5 (0.5% холестерина) мышей самок инбредной линии C57Black/6J (|log2FC| ≥
≥ 0.5) в сравнении с контрольной группой.

30% жиров 20% фруктозы

0.5% холестерина
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Рис. 2. Диаграмма дифференциально экспрессированных генов (volcano plots) для групп 2–6 в координатах log2FC
(ось абсцисс)–(–lgPvalue, ось ординат). Верхние левый и правый квадранты диаграмм соответствуют |log2FC| ≥ 1 при
уровне значимости Pvalue ≤ 0.05.
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рации [17, 18]. Для высокофруктозного рациона
(группа 3) было характерно изменение системы
обмена триптофана, а также метаболических путей
обмена пирувата, гликолиза и глюконеогенеза.
Избыток в корме холестерина (группа 5) вызывал
наиболее выраженные сдвиги в PPAR-сигналь-
ном пути (рис. 6), занимающем центральное ме-
сто в регуляции процессов обмена холестерина и
детоксикации ксенобиотиков [19], а также в мета-
болических путях аспартата, глутамата и аланина.

У мышей из групп 4 и 6, получавших смешан-
ные рационы, сочетающие избыток жиров или

холестерина с фруктозой, также была обнаруже-

на согласованная дифференциальная экспрес-

сия генов JAK-STAT-сигнального пути, который

принимает активное участие во внутриклеточ-

ной передаче сигнала, в том числе от цитокиновых

рецепторов и факторов роста. При этом дифферен-

циальная экспрессия генов MAPK-сигнального пу-

ти, участвующего в передаче внутриклеточных сиг-

налов не только от цитокиновых рецепторов и фак-

торов роста, но и от нейротрансмиттеров, была

выявлена только для группы 4, но не для группы 6.

Рис. 3. “Тепловые карты” (heatmaps) распределения дифференциально экспрессированных генов по группам 1–6 (зе-
леным цветом показаны гены со сниженной дифференциальной экспрессией, красным цветом – с повышенной).
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Как следует из данных рис. 4, в группах 2 и 3
отмечаются различия в характере дифференци-
альной экспрессии генов JAK-STAT-сигнального
пути. А именно, если в группе 2 наблюдалось по-
вышение дифференциальной экспрессии генов,
кодирующих рецепторы данного сигнального пу-
ти, то в группе 3, напротив, наблюдалось пониже-
ние дифференциальной экспрессии генов, коди-
рующих эти рецепторы, и повышение экспрессии
генов, кодирующих STAT-белки.

Новым, не описанным в доступных источни-
ках, является обнаруженное при модельной али-
ментарной дислипидемии у мышей изменение
уровней экспрессии метаболизма ряда аминокис-
лот (аргинина, пролина, аспартата, глутамата, ала-
нина и др.).

Количественный анализ экспрессии
генов методом ОТ-ПЦР

В табл. 2 представлены результаты количе-

ственного определения методом ОТ-ПЦР экс-

прессии отдельных генов у мышей групп 1–6 в

виде логарифма по основанию 2 (log2FC) содер-

жания соответствующих последовательностей в

тотальной кДНК печени по отношению к репер-

ному конститутивному гену GAPDH (глицеральде-

гидфосфатдегидрогеназа). Как видно из представ-

ленных данных, совместное введение жиров и их

сочетания с фруктозой в рацион мышей группы 4

вызывает достоверное снижение относительного

уровня экспрессии гена Gpr19 по сравнению с

группой 1. Данные дифференциальной экспрес-

Рис. 4. Сравнительный анализ дифференциальной экспрессии генов JAK-STAT-сигнального пути у мышей, получаю-
щих рацион с избытком жира (а, группа 2) и фруктозы (б, группа 3). Цветом выделены гены с дифференциальной экс-
прессией в соответствии со шкалой изменения log2FC (для рис. 4–6).
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Рис. 5. Сравнительный анализ дифференциальной экспрессии генов MAPK-сигнального пути у мышей, получающих
рацион с избытком жира (а, группа 2) и фруктозы (б, группа 3).
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Рис. 6. Дифференциальная экспрессия генов VEGF-сигнального пути (а), уникальных для мышей группы 2 (избыток
жира) и PPAR-γ сигнального пути (б) у мышей группы 5 (избыток холестерина).
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сии в печени гена Gpr19, кодирующего GPCR-ре-

цептор, были получены впервые. Ранее [21] было

показано, что ген Gpr19 кодирует рецептор, наи-

более близкий по строению к рецептору D2 дофа-

мина, адренергическим рецепторам, а также ре-

цептору нейропептида Y. Анализ с помощью

Northern-блоттинга выявил дифференциальную

экспрессию гена Gpr19 в периферических обла-

стях и области мозга, коррелирующей с экспрес-

сией гена рецептора D2 дофамина [20]. В этом же

исследовании анализ гибридизации in situ пока-

зал наличие гиперэкспрессии рецептора Gpr19 в

головном мозге крыс. Все это может свидетель-

ствовать о тесной связи GPCR-рецептора Gpr19 с

нейрорегуляторной функцией при избытке жи-

ров и углеводов в рационе.

Для гена Adgrv1, напротив, было показано уве-

личение дифференциальной экспрессии в группе

с избыточной квотой холестерина в сравнении с

группой 1. Белок Adgrv1 также представляет со-

бой кальций-связывающий GPCR-рецептор, ко-

торый экспрессирован на поверхности аксонов и

других клеток центральной нервной системы [21].

Одной из известных функций этого рецептора на

сегодняшний день является связь с развитием

эпилептических судорог [22]. Вызванная рацио-

ном дифференциальная экспрессия этого гена в

печени выявлена впервые.

В случае избытка жиров в рационе наблюда-

лось достоверное повышение относительного

уровня экспрессии гена Csf2rb. Продукт данного

гена является рецептором гранулоцитарно-мак-

рофагального колониестимулирующего фактора

(GM-CSF), а также интерлейкинов IL-3, IL-5 и

играет важную роль в регуляции иммунного отве-

та и апоптоза [13, 23]. Анализ взаимосвязи генов

Adgrv1, Csf2rb и Gpr19 с использованием данных

онлайн-ресурса [24] показал, что хотя для них и

отсутствует прямое взаимодействие, они согласо-

ванно влияют на экспрессию ряда функциональ-

но значимых генов, включая Il3ra (альфа-субъ-

единица рецептора IL-3), Il4ra (альфа-субъеди-

Таблица 2. Относительная экспрессия генов в печени мышей групп 1–6 (число животных по 8 в группе, если
иное не указано)

Примечание. Надстрочные индексы – различие достоверно при p < 0.05, t-тест Стьюдента и/или непараметрический крите-
рий Манна–Уитни.

* Число животных 7.
** Число животных 5.

Группа
log2FC, медиана (в скобках – интервал изменения) для указанных генов

Gpr19 P2ry12 Gnb1 Csf2rb Gm38450 Pgm3 Prom2 Adgrv1

1 –10.85
(–12.00,

–9.50)4

–9.35
(–10.70,

–8.50)

–5.20
(–6.90,

–4.70)

–8.90
(–9.40,

–8.40)2

–12.30
(–14.00,

–12.30)

–8.45
(–9.60,

–6.70)

–14.35
(–15.50,

–14.10)

–11.55
(–11.60,

–11.10)5

2 –11.55
(–13.20,

–10.00)

–9.95
(–10.40,

–7.50)

–5.70
(–7.10,

–4.70)

–8.40*

(–8.60,

–8.00)1

–11.70*

(–12.80,

–10.20)5

–8.00*

(–8.90,

–7.70)3

–12.90
(–16.10,

–11.90)

–11.25
(–12.00,

–10.80)5

3 –11.30
(–12.30,

–10.10)

–9.80
(–11.30,

–8.50)4, 5

–5.35
(–5.90,

4.00)

–8.90
(–9.40,

–7.20)

–12.70
(–14.40,

–10.80)

–9.25
(–11.00,

–8.30)2, 4

–14.90
(–16.00,

–13.70)

–10.75
(–12.00,

–10.10)

4 –11.85
(–15.70,

–10.70)1

–9.10*

(–9.70,

–8.80)3

–5.20
(–6.70,

–4.20)

–8.55
(–9.70,

–7.80)

–11.95
(–15.00,

–10.50)

–8.60
(–9.10,

–8.00)3

–13.50
(–14.60,

–12.60)

–11.50
(–11.90,

–11.30)5

5 –11.10
(–14.00,

–9.50)

–9.00
(–10.70,

–7.10)3

–5.00
(–6.20,

–3.90)

–8.45
(–9.20,

–7.80)

–13.10
(–14.00,

–11.10)2

–8.80*

(–9.90,

–7.00)

–14.65
(–16.30,

–13.10)

–10.35
(–10.80,

–9.20)1, 2, 4

6 –10.85
(–13.90,

–9.00)

–9.20
(–11.40,

–8.80)

–4.80*

(–7.20,

–2.30)

–8.35
(–9.90,

–8.00)

–12.10*

(–14.30,

–10.80)

–8.50**

(–10.00,

–7.30)

–15.55
(–18.20, 

–13.30)

–11.10*

(–11.70,

–10.70)

Однофакторный 

дисперсионный 

анализ, ANOVA, P

Жир 0.045 >0.1 >0.1 >0.1 >0.1 >0.1 0.024 >0.1

Фруктоза >0.1 >0.1 >0.1 >0.1 >0.1 >0.1 >0.1 >0.1

Холестерин >0.1 >0.1 >0.1 >0.1 >0.1 0.034 >0.1 0.025
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ница рецептора IL-4), Il5ra (альфа-субъединица
рецептора IL-5), Ccr3r (рецептор 3 для RANTES,
MCP-3, MCP-4 и других хемокинов), TRAF3ip2
(белок, взаимодействующий с фактором 3, ассо-
циированным с рецептором фактора некроза
опухолей), Сhrnb3 (бета-полипептид 3 холинер-
гического никотинового рецептора), онкоген Kit
и др., отвечающих за индукцию воспаления в тка-
ни печени, процессы нейрорегуляции и онкоге-
неза.

Избыток фруктозы достоверно влияет на экс-
прессию гена Pgm3 (фосфоглюкомутазы); уровень
экспрессии мРНК оказывается также достоверно
пониженным в группе 3 в сравнении с высокожи-
ровыми группами 2 и 4. Избыток холестерина дие-
ты (группа 5) достоверно усиливает экспрессию
P2ry12 в сравнении с высокофруктозной группой 3
и подавляет экспрессию гена Gm38450 в сравне-
нии с избытком жира (группа 2).

Отсутствие в ряде случаев прямого совпадения
данных об экспрессии отдельных генов в методах
полнотранскриптомного профилирования и ОТ-
ПЦР может иметь в своей основе методические
различия, в частности применяемый метод нор-
мализации показателей. Если в первом случае
нормализация проводится по всему чипу в целом
с использованием комплекса “реперных” кон-
тролей, представляющих собой своеобразные
“внутренние стандарты”, то во втором – норма-
лизация проводится индивидуально для каждого
образца относительно уровня экспрессии кон-
ститутивного гена (в данном случае GAPDH), ко-
торая априорно считается биологической кон-
стантой, не зависящей существенным образом от
каких-либо средовых факторов, включая приме-
няемые рационы. Указанные обстоятельства яв-
ляются отражением известных трудностей, суще-
ствующих и до конца не преодоленных в полно-
транскриптомном анализе, что отражается в
целом ряде публикаций [25, 26].

Таким образом, проведенные исследования
показали, что в ткани печени мышей, являющих-
ся in vivo моделями алиментарной гиперлипиде-
мии и метаболического синдрома, наблюдаются
значительные изменения транскриптома, затра-
гивающие 1647, или 5.5% от общего количества
исследованных генов и проявляющие в ряде слу-
чаев высокую специфичность для отдельных экс-
периментальных рационов. Выявлены метаболи-
ческие пути, являющиеся мишенями воздействия
при экспериментальной алиментарной дислипи-
демии, которые могут рассматриваться как инфор-
мативные биомаркеры глубины и направленности
патологических изменений обменных процессов.
Так, в частности, показана общность изменений
уровней экспрессии ряда генов, задействованных
в JAK-STAT- и MAPK-сигнальных путях, апопто-
зе, обмене кальция и аминокислот (аргинина и

пролина), независимо от характера применяв-
шихся диетических манипуляций. Впервые выяв-
лено влияние гиперлипидемических рационов на
изменение уровней экспрессии у мышей генов,
кодирующих обмен ряда аминокислот, а также
показана возможная новая регуляторная функ-
ция генов Gpr19 и Adgrv1, кодирующих GPCR-ре-
цепторы, на рационах с избытком жиров и угле-
водов и добавочной квоты холестерина, соответ-
ственно. В совокупности это свидетельствует о
влиянии вышеуказанных генов и метаболических
путей на развитие при потреблении избытков жи-
ров, фруктозы и/или холестерина процессов воспа-
ления в печени, а также в других органах и тканях,
приводящих к дальнейшему развитию инсулино-
вой резистентности и имеющих в перспективе та-
кие патологические последствия, как сахарный
диабет 2-го типа либо неалкогольный жировой
гепатоз.

Работа проведена за счет средств субсидии на
выполнение государственного задания в рамках
Программы поисковых научных исследований
(тема ФАНО России № 0529-2015-0006).
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Full Transcriptome Profiling of the Liver of Fat-, Fructose-
and Cholesterol-Fed C57BLACK/6J Mice

S. A. Apryatina, *, N. V. Trusova, A. J. Gorbacheva, V. A. Naumovb,
K. V. Mzhelskayaa, A. S. Balakinaa, and I. V. Gmoshinskia, **

aFederal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety, Moscow, 109240 Russia
bKulakov National Medical Research Center of Obstetrics, Gynecology and Perinatology named after Academician,

Moscow, 117198 Russia
*e-mail: apryatin@mail.ru
**e-mail: gmosh@ion.ru

C57BLACK/6J female mice were fed an isocaloric diet with excess fat, fructose, cholesterol or combinations
thereof for 62 days. In animals’ liver the differential expression of 30003 genes was studied by full-chip tran-
scriptional profiling on an Agilent One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Low Input Quick
Amp Labeling, version 6.8 and determined the relative levels of mRNA for the genes Gpr19, P2ry12, Gnb1,
Csf2rb, Gm38450, Pgm3, Prom2 and Adgrv1 by RT-PCR in “real time”. To determine the metabolic pathways
(KEGGS), which are the targets of the applied dietary influences, we analyzed the transcriptome data by bio-
informatics methods in the “R” environment. We have revealed a specific character of the experimental diets
effect on the metabolic pathways of JAK-STAT- and MAPK-kinases, VEGF- and TOR-signaling pathways,
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and a family of transcription factors PPAR. They reflect occurring in the liver changes in intracellular signal-
ing, inflammation, angiogenesis, the consequences of which may be the development of insulin resistance
and fatty hepatosis. For the first time in the experiment, we revealed a specific effect of all kinds of diets on
metabolic pathways of amino acid metabolism of aspartate, glutamate, alanine, proline, histidine, arginine.
We detected the coordinated changes in expression levels of the Gpr19, Adgrv1 and Csf2rb genes, reflecting
the integrated shifts in the profiles of cytokine production and the neurohormonal regulation of metabolic
processes, by the RT-PCR in the “real time” in groups of animals that received excess fat with fructose or
cholesterol.

Keywords: transcriptome, mice, liver, RT-PCR, dyslipidemia, in vivo model.
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