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В печени крыс-самцов линии Wistar, получавших в течение 63 сут рационы c избытком жира и фрук-
тозы и добавками l-карнитина, ресвератрола, тирозина или триптофана, изучали дифференциаль-
ную экспрессию 30584 генов, представленных на микрочипе, методом полнотранскриптомного
профилирования по протоколу Agilent One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Low In-
put Quick Amp Labeling (version 6.8). Для выявления метаболических путей (KEGGS), являющихся
мишенями применявшихся диетических воздействий, транскриптомные данные анализировали ме-
тодами биоинформатики в среде “R”. Полученные данные позволяют предположить, что поступле-
ние в организм биологически активных веществ – модуляторов липидного обмена, включая l-Кар,
Рес и ароматические аминокислоты Тир и Трп, несмотря на явные различия в первичных мишенях
их воздействия и фенотипических последствиях для организма на тканевом и органном уровне, за-
действует на промежуточных стадиях комплекс во многом сходных и взаимосвязанных по своей
функции генов, участвующих в регуляции клеточного цикла, пролиферации, апоптоза, межклеточ-
ных взаимодействий, иммунной реакции и воспаления, причем знак ДЭ каждого из этих генов, взя-
тых по отдельности, не позволяет однозначно прогнозировать направленность процессов, проявля-
ющихся в усилении или, напротив, ослаблении липогенеза и наблюдаемого накопления жировых
включений в клетках печени. Новым не описанным в доступной литературе стал дифференциро-
ванный эффект между l-Кар, Рес и Тир, с одной стороны, и Трп, с другой, на метаболический путь
арахидоновой кислоты, включая процессы образования из нее оксилипинов (липоксинов), проста-
гландинов и тромбоксанов.
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Использование минорных биологически ак-
тивных веществ (БАВ), способных активно влиять
на процессы липидного и углеводно-энергетиче-
ского обмена, модулировать пищевое поведение,
создавать условия для повышения физической
активности в сценариях повседневной деятель-
ности, рассматривается как одно из магистраль-
ных направлений развития диетотерапии ожире-
ния и связанных с ним алиментарно-зависимых
заболеваний (метаболического синдрома, сахар-
ного диабета 2-го типа, артериальной гипертонии,
атеросклероза и др.) [1–3]. Диетическое приме-

нение различных групп таких веществ в персони-
фицированной терапии затруднено без понима-
ния природы и механизмов их воздействия на об-
менные процессы у больных, различающихся как
по своему генотипу, так и по тяжести и развитию
патологического процесса. В роли наиболее по-
пулярных БАВ, потенциальных модуляторов жи-
рового и углеводно-энергетического обмена, вы-
ступают: 1) l-карнитин (l-Кар), витаминоподоб-
ное вещество с функцией транспорта жирных
кислот через двойную мембрану митохондрий,
действие которого механистически трактуется в
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качестве “сжигателя жира” [4, 5]; 2) полифеноль-
ные соединения, традиционно рассматриваемые
по характеру своего действия как антиоксиданты,
в том числе кверцетин и ресвератрол (Рес) [6, 7];
3) большие нейтральные аминокислоты, роль ко-
торых сводится к модуляции транспорта через ге-
матоэнцефалический барьер тирозина (Тир) и
триптофана (Трп) − предшественников нейро-
трансмиттеров дофамина и серотонина, играющих
ключевую роль в центральной регуляции систем
вознаграждения, пищевого поведения и направ-
ленности метаболических реакций [8]. Вместе с
тем исследования последних лет позволяют пред-
положить, что природа действия указанных БАВ
на организм больного не исчерпывается приве-
денными простыми механистическими объясне-
ниями, а связана со сложной группой факторов,
включая экспрессию целого комплекса генов.
Этим может объясняться неоднозначность ре-
зультатов клинического применения БАВ в дие-
тическом и специализированном питании [9, 10].

Цель настоящего исследования – выявление
новых нутригеномных механизмов воздействия
БАВ (l-Кар, Рес, Тир, Трп) на организм крыс, по-
лучающих избыточный по удельной энергетиче-
ской ценности рацион, с использованием метода
полнотранскриптомного профилирования ткани
печени.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использованы 48 самцов крыс (воз-

раст 8 нед., исходная масса тела 200 ± 10 г) аут-
бредной линии Wistar, полученных из питомника
“Столбовая”. Работу с животными выполняли в
соответствии с международными рекомендация-
ми [11]. Дизайн эксперимента был одобрен Ко-
митетом по этике ФГБУН “ФИЦ питания и био-
технологии” (протокол № 4 от 20.04.2017 г.).

Крысы были разделены на шесть групп равной
численностью по восемь особей. Средняя масса
тела в сформированных группах изначально до-
стоверно не различалась (p > 0.1; ANOVA). Живот-
ные 1-й (контрольной) группы получали сбаланси-
рованный полусинтетический рацион по AIN93М с
некоторыми модификациями [12] и очищенную об-
ратным осмосом питьевую воду, 2-й группы – вы-
сокоуглеводный, высокожировой рацион, в кото-
ром по сравнению с контрольным рационом бы-
ло повышено до 30% по массе сухих веществ
содержание жира (в форме смеси 1 : 1 подсолнеч-
ного масла и свиного лярда) и питьевая вода за-
менена на 20%-ный раствор фруктозы (ВУВЖР),
3-й группы − ВУВЖР с добавлением l-Кар (про-
изводства фирмы Wirud (Германия), 98% чистоты
по данным ВЭЖХ) в расчетной дозе 300 мг/кг
массы тела (м.т.), 4-й группы − ВУВЖР с добав-
лением Рес (производства фирмы DSM, Голлан-
дия, торговая марка resVida®, 98% чистоты по

данным ВЭЖХ) в расчетной дозе 25 мг/кг м.т.,
5-й и 6-й групп − ВУВЖР с добавлением соответ-
ственно Тир в расчетной дозе 1250 мг/кг м.т. и
Трп в расчетной дозе 250 мг/кг м.т. Аминокисло-
ты Тир и Трп производства компании Wirud име-
ли показатели чистоты 99.5% по данным ВЭЖХ.

Крыс содержали по две особи в клетках из по-
ликарбоната при температуре 21 ± 1°С и режиме
освещения 12/12 ч. Общая продолжительность
кормления рационами составила 63 сут. На протя-
жении эксперимента ежедневно определяли коли-
чество потребленного корма и выпитой жидкости,
еженедельно − м.т. животных с точностью ±0.1 г,
наблюдали за внешним видом, активностью, со-
стоянием шерстного покрова, особенностями по-
ведения.

Выведение животных из эксперимента осу-
ществляли на 64-е сут путем декапитации под
эфирной анестезией. Отбирали две пробы ткани
печени, первую из которых фиксировали в раство-
ре 3.7%-ного формальдегида в 0.1 М натрий-фос-
фатном буфере рН 7.00 ± 0.05, дегидратировали в
спиртах восходящей концентрации, пропитывали
ксилолом и заливали гомогенизированной пара-
финовой средой Histomix. Парафиновые срезы
толщиной 3–4 мкм изготавливали на микротоме
Microm HM355s (Leica, Германия), окрашивали
гематоксилином и эозином по стандартной мето-
дике и исследовали в микроскопе AxioImager Zl
(Zeiss, Германия) с цифровой фотокамерой при
ув. ×200.

Из второй пробы печени выделяли тотальную
РНК с помощью набора Agilent Total RNA Isola-
tion Mini Kit (Agilent Technologies, США). Навес-
ку 20 мг печени гомогенизировали в стеклянном
гомогенизаторе Поттера-Эдельвейма в 500 мкл
лизирующего буфера (с добавлением 5 мкл β-мер-
каптоэтанола на 500 мкл буфера) при температуре
0–2°С. Дальнейшие процедуры проводили в со-
ответствии со стандартным протоколом [13]. Полу-
ченную тотальную РНК дополнительно обрабаты-
вали ДНКазой I для удаления следов геномной
ДНК. Концентрацию РНК определяли на спектро-
фотометре NanoDrop 1000, после чего разбавляли ее
водой без нуклеаз до концентрации 200 нг/мкл и
проводили анализ степени фрагментации на Agi-
lent Bioanalyzer 2100 с определением показателя RIN
(RNA Integrity Number). РНК хранили в воде, сво-
бодной от нуклеаз, или в виде изопропанольных
осадков при –80°С.

Полнотранскриптомное профилирование пе-
чени на микрочипах, входящих в состав Gene Ex-
pression Hybridization Kit (Agilent Technologies),
проводили по протоколу Agilent One-Color Mi-
croarray-Based Gene Expression Analysis Low Input
Quick Amp Labeling, version 6.8 [14]. В работе ис-
пользовали микрочипы SurePrint G3 Rat Gene Ex-
pression v2 8x60K Microarray Kit (каталожный номер
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G4852A-074036). Согласно информации произво-
дителя на микрочипе представлены олигонуклео-
тидные зонды длиной 60 нуклеотидов для покрытия
30584 генов крысы. На трех микрочипах представ-
лены 24 независимых образца РНК печени по четы-
ре образца из каждой группы. Сканирование
микрочипов выполняли на приборе SureScan Mi-
croarray Scaner производства Agilent Technologies.
Величину дифференциальной экспрессии (ДЭ) вы-
ражали в виде логарифма по основанию 2 (log2FC)
возрастания или убывания флуоресценции по срав-
нению с контрольной группой или по сравнению с
внутренними контролями микрочипа (Spike-In).
Достоверность изменения экспрессии оценивали
путем анализа логарифмов интенсивности флуо-
ресценции, нормализованных по внутренним кон-
тролям (Spike-In) с использованием Т-теста с мно-
жественной коррекцией Benjamini–Hochberg [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Интегральные показатели животных

В ходе эксперимента крысы всех групп посто-
янно прибавляли в массе тела, были активными,
имели нормальный внешний вид, нормальное со-
стояние шерстного покрова и слизистых оболо-
чек; заболеваемость и летальность отсутствовали.
Животные всех групп, получавших ВУВЖР, по-
требляли на 35–45% больше энергии рациона в
расчете на единицу массы тела в сравнении с кон-
трольной группой на протяжении всего экспе-
римента (p < 0.05, t-тест Стьюдента для попарно
связанных среднегрупповых значений). Энерге-
тическая ценность рациона, потребляемого кры-
сами групп ВУВЖР и ВУВЖР со всеми добавками,
различалась в пределах ±10–15%. Крысы, полу-
чавшие только ВУВЖР, характеризовались наи-
большими прибавками массы тела, а добавка к
этому рациону Трп и l-Кар приводила к достовер-
ному снижению скорости прибавки массы тела
(p < 0.05, t-тест Стьюдента). При выведении из
эксперимента (см. ниже) крысы всех групп, полу-
чавших ВУВЖР, характеризовались увеличенной
относительной массой печени и забрюшинного бе-
лого жира по сравнению с контрольной группой,
независимо от применявшихся добавок (p < 0.05,
ANOVA, по фактору “рацион”).

Морфологическое исследование печени
Светооптическое морфологическое исследо-

вание печени (рис. 1) показало в целом нормальную
структуру ткани органа у крыс контрольной группы
с небольшим количеством жирозапасающих кле-
ток, свойственным животным данного возраста
(рис. 1,а). У крыс, получавших ВУВЖР, отмечается
выраженная картина жировой дистрофии печени
с резким возрастанием объема вакуолей в жиро-
запасающих клетках (рис. 1,б). Добавка l-Кар при-

водила к значительному сокращению проявлений
жирового гепатоза, однако сопровождалась уси-
ленной пролиферацией эозинофилов (рис. 1,в).
При потреблении добавки Рес признаки жировой
дистрофии печени изменялись (рис. 1,г), а именно
жирозапасающие клетки распределялись неравно-
мерно, концентрируясь в основном в периваскуляр-
ной области печеночных долек. Введение в рацион
добавки Тир приводило (рис. 1,д) к небольшому
ослаблению выраженности жировой дистрофии,
судя по количеству и объему жирозапасающих
клеток, что согласуется с данными, полученными
нами ранее на крысах линий Wistar и DAT-KO
[12], свидетельствующими о влиянии дофамина
(предшественником которого является Тир) как
на метаболические процессы в печени, так и ли-
пидный и углеводный обмен в целом. Наконец, в
условиях потребления Трп (рис. 1,е) признаки
жирового гепатоза (c признаками стеатоза) зна-
чительно усиливались с появлением крупных жи-
ровых вакуолей, не имеющих хорошо различи-
мых ядер и другой внутриклеточной структуры.

Полнотранскриптомное профилирование печени

Из числа проанализированных генов диффе-
ренциальная экспрессия по сравнению с контролем
на уровне |log2FC| ≥ 0.5 (в сторону как усиления, так
и ослабления, по сравнению с показателями для
контрольной группы 1), вызванная потреблением
экспериментальных рационов в группах 2–6, по-
лучавших ВУВЖР и соответствующие добавки
БАВ, установлена в общей сложности для 213
(0.7% от общего количества), 179 (0.6%), 415
(1.4%), 355 (1.2%) и 357 (1.2%) генов соответственно.
По сравнению с группой 2, получавшей ВУВЖР, в
группах крыс с 3-й по 6-ю, получавших добавки
БАВ, выявлена ДЭ для 26, 12, 19 и 19 генов (0.085,
0.039, 0.062 и 0.062% от общего количества). Та-
ким образом, общая величина ответа транскрип-
тома печени (по числу ответивших генов) оказы-
вается многократно большей на потребление соб-
ственно ВУВЖР, чем на потребление любой из
изученных добавок по сравнению с ВУВЖР без
добавки.

Двумерное распределение изученных генов по
величине их ДЭ, в зависимости от статистиче-
ской достоверности (pvalue) результата в виде т.н.
“Volcano plots” приведено на рис. 2. Эти данные
показывают, что степень выраженности ответа
транскриптома, определяемая количеством генов
в верхних левом и правом квадрантах диаграмм,
намного выше на потребление ВУВЖР, чем на
потребление всех применявшихся добавок.

Общее число генов с ДЭ большей 0.5 по моду-
лю, по группам животных, получавших четыре
вида БАВ, по сравнению с группой 2, получавшей
ВУВЖР (с учетом дублирования генов в ряде
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Рис. 1. Репрезентативные микрофотографии срезов печени крыс: а – контрольная группа (1-я); б – группа, получав-
шая ВУВЖР (2-я); в – группа, получавшая добавку l-Кар (3-я); г – группа, получавшая добавку Рес (4-я); д – группа,
получавшая добавку Тир (5-я); е – группа, получавшая добавку Трп (6-я). Окраска гематоксилин-эозином. Микро-
скоп AxioImager Zl (Zeiss), ув. ×200.

а б

в г д е

групп), составило 39 генов. Их теоретико-множе-
ственное распределение (диаграмма Венна) пред-
ставлено на рис. 3.

Как показывает диаграмма, в группе 3 (l-Кар),
выявлено 11 генов, уникально ответивших на по-
требление этой добавки, в группе 4 (Рес) − пять
генов, в группе 5 (Тир) − четыре гена и в группе 6
(Трп) − пять генов. Общими ответившими только
для групп 3 и 5, групп 5 и 6 были по два гена, для
групп 3 и 4; 3 и 6; 4 и 5; 3, 4 и 5; 4, 5 и 6 – по одному
гену, 3, 5 и 6 – четыре гена. Общим ответившим
во всех группах, получавших БАВ, был только
один ген – Proser2, функция которого в печени
недостаточно изучена. Перечень дифференци-
ально ответивших генов, с указаниями их ДЭ,
приведен в табл. 1.

Как следует из полученных данных, имеется
только очень ограниченное соответствие между
генами крыс, ответившими достоверной ДЭ

(adj.p.value < 0.05) на потребление ВУВЖР (по
сравнению с контрольным рационом) и на потреб-
ление всех тестируемых БАВ. Так, в случае l-Кар
(группа 3) выявлен только один такой ген (Defb43),
для Рес (группа 4) – два (Defb43 и один неиденти-
фицированный транскрипт), для Трп (группа 6) –
один (Abcg8). Для Тир такие гены не выявлены.
На рис. 4 представлена “тепловая” карта (heat map)
экспрессии генов во всех экспериментальных груп-
пах животных по отношению к внутренним кон-
тролям (Spike-In), которая демонстрирует степень
сходства либо различия вызванных диетическими
факторами изменений в генной экспрессии, про-
изошедших во всех экспериментальных группах.
Видно, что по данному показателю группы жи-
вотных 3 и 5, получавшие l-Кар и Тир, входят в
один тесный кластер, к ним примыкает группа 6,
получавшая Трп, и в меньшей степени группа 4
(Рес). Сходство в ДЭ генов на всех видах добавок
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Рис. 3. Диаграмма Венна распределения числа генов, ответивших достоверной ДЭ на применяемые диетические воз-
действия (добавки l-Кар, Рес, Тир, Трп), по сравнению с группой крыс, получавших ВУВЖР.

Ресвератрол Тирозин

Триптофанl-Карнитин

7
(14.6%)

7
(14.6%)

2
(4.2%)

4
(8.3%)

3
(6.3%)

6
(12.5%)

0
(0%)

0
(0%)

1
(2.1%)

13
(27.1%)

1
(2.1%)

1
(2.1%)

1
(2.1%)

1
(2.1%)

1
(2.1%)

с таковым в группе, получавшей только ВУВЖР,

практически отсутствует.

Анализ профилей ДЭ генов по группам живот-

ных в среде “R” позволил выявить 28 метаболиче-

ских путей (KEGGs), являющихся мишенями

воздействия применяемых экспериментальных

условий (табл. 2). Из числа затронутых под воз-

действием БАВ метаболических путей наиболь-

шее число (9) относится к путям липидного мета-

болизма, шесть – пищеварения (полостного и

внутриклеточного), четыре – иммунного ответа и

распознавания, по три – обмена стеринов, кле-

точной пролиферации и дифференцировки, два –

метаболизма ксенобиотиков, один – мембранно-

го транспорта.

Обращает на себя внимание, что PPAR- и JAK-

STAT-сигнальные пути, являющиеся согласно ра-

нее полученным данным [16, 17] объектами воз-

действия избытка жира, фруктозы и холестерина

рациона, в условиях данного эксперимента моди-

фицируются только под действием l-Кар и Рес

соответственно. Для добавки Тир характерным

является влияние на метаболизм ксенобиотиков

и лекарственных препаратов (системы цитохро-

мов Р450 (CYP450)) и сопряженный с ним мета-

болизм стероидных гормонов в печени, а также на

метаболизм ретиноидов, являющийся, по данным

[18], также мишенью воздействия избытка жира и

углеводов в рационе. Метаболический путь биосин-

теза стероидных гормонов (rno00100) оказывается

затронутым у крыс, получавших добавки Рес и обе-

их аминокислот, а метаболизм арахидоновой кис-

лоты и ее производных (rno00590) – под влиянием

всех диетических воздействий. Метаболических

путей, являющихся специфическими мишенями

воздействия Трп (но не других БАВ), выявлено не

было.

Анализ влияний, оказываемых различными

БАВ на идентифицированные метаболические пу-

ти, показывает, что направленность этих измене-

ний является в большом числе случаев противопо-

ложной той, которая наблюдается под влиянием

ВУВЖР по сравнению с контрольным рационом. В

качестве примера можно привести метаболический

путь окисления арахидоновой кислоты (rno00590),

продуктами которого являются различные липо-

ксины (оксилипины), представляющие собой гид-

роксиэйкозатриеновые и гидроксиэйкозатетраено-

вые кислоты, простагландины и тромбоксаны. Как

следует из данных, представленных на рис. 5, при

потреблении ВУВЖР наблюдается метаболиче-

ский блок в образовании простациклина, 6-keto-

PGF1α и 6-keto-PGE1 из PGH2. Под действием Рес,

Тир и в относительно меньшей степени l-Кар, но не

Трп, данный метаболический блок преодолевает-

ся. Помимо этого, у крыс, получающих ВУВЖР,

снижена экспрессия фосфолипазы А2 (лецитина-

за, код фермента (КФ) 3.1.1.4), осуществляющей
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Таблица 1. Список генов крыс с дифференциальной экспрессией в печени в ответ на применяемые диетические
воздействия

Группа
Гены

обозначение функция** ДЭ (lgFC)****

Гены с дифференциальной экспрессией по сравнению с контролем (группой 1)

Группа 2* Oat Ornithine aminotransferase 2.00

Abcg8 ATP binding cassette subfamily G member 8 1.92

Cyp7b1 Cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1 1.86

Inmt Indolethylamine N-methyltransferase 1.62

Dhrs7l1 Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7-like 1 1.51

Nrep Neuronal regeneration related protein 1.50

Akr1c3 Aldo-keto reductase family 1, member C3 1.35

Gpt Glutamic-pyruvic transaminase 1.34

Cyp3a9 Cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 9 1.28

Obp3 Alpha-2u globulin PGCL4 1.24

Apof Apolipoprotein F –2.00

Tnfrsf9 TNF receptor superfamily member 9 –2.03

Mthfd2 Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 2 –2.04

Psat1 Phosphoserine aminotransferase 1 –2.25

Adm2 Adrenomedullin 2 –2.84

Pla2g2a Phospholipase A2 group IIA –2.88

Asns Asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) –3.25

Cib2 Calcium and integrin binding family member 2 –3.44

Asns Asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) –3.80

Phgdh Phosphoglycerate dehydrogenase –4.75

Гены с дифференциальной экспрессией по сравнению с группой 2 (ВУВЖР)

Только группа 3 

(l-Кар)

Insig1 Insulin-induced gene 1 1.34

Sez6 Seizure-related 6 0.856

Btg1 b-Cell translocation gene 1 0.586

Car5a Carbonic anhydrase va –0.847

Pheta1 Family with sequence similarity 109, member a –0.521

Hist1h1d h1 histone family, member d –0.537

Zkscan7 Zinc finger protein with krab and scan domains 1 –0.576

Nedd4l Ubiquitin protein ligase nedd4-like –0.579

Ajuba Ajuba lim protein –0.732

Tnfaip2 Tumor necrosis factor-alpha-induced protein 2 –0.753

Ablim3 Actin-binding lim protein family, member 3 –1.088

Только группа 4

(ресвератрол)***

Trappc3l Trafficking protein particle complex 3-like –0.734

Tns1 Tensin 1 –0.783

Plk2 Polo-like kinase 2 –0.797

Evc2 Evc ciliary complex subunit 2 –0.975
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мобилизацию арахидоновой кислоты из фосфо-

липидов мембран. Все четыре вида изученных

БАВ (в наименьшей степени – Трп) способству-

ют снятию данного метаболического блока. С

другой стороны, в условиях потребления ВУВЖР

наблюдается положительная ДЭ ряда оксидоре-

дуктаз, принадлежащих к семейству CYP450 и от-

вечающих за образование оксилипинов 11,14,15- и

11,12,15-THETA; 5,6-, 8,9-, 11,12- и 14,15-DHETA.

Введение в рацион добавок l-Кар, Рес, Тир и в

меньшей степени Трп приводит к отмене этих эф-

фектов, что может, предположительно, привести к

подавлению синтеза указанных оксилипинов.

Аналогичным образом добавки l-Кар, Рес и

Тир (но не Трп) приводили к обращению ДЭ, вы-

званной потреблением ВУВЖР, для ряда метабо-

лических звеньев PPAR-сигналинга (rno03320)

(рис. 6) и β-окисления жирных кислот (rno00071).

При этом для l-Кар было характерно обращение

или отмена ряда эффектов ВУВЖР в отношении

связывания и транспорта липидов и жирных кис-

лот факторами CD36, FATP и FABP, липогенеза

(D6-десатураза, малик-энзим, ацил-КоА-синта-

за), системы трансмембранного переноса жир-

ных кислот в митохондрии (l-Кар-пальмитоил-

трансфераза 1-го, но не 2-го типа) (рис. 6). В ме-

* По 10 генов с наибольшей по модулю положительной и отрицательной ДЭ.
** Согласно OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man) [https://www.omim.org/about].

*** Без указания неидентифицированных транскриптов.
**** Данные через слэш (/) для указанных групп соответственно.

Только группа 5 

(тирозин)

Mfsd2a Major facilitator superfamily domain containing 2A 1.851

Ankrd37 Ankyrin repeat domain 37 0.658

Hba1 Hemoglobin, alpha 1 –0.713

Только группа 6 

(триптофан)

Exosc5 Exosome component 5 –0.530

Nlrp12 NLR family, pyrin domain containing 12 –0.556

Gata4 GATA binding protein 4 –0.614

Dhcr24 24-Dehydrocholesterol reductase –0.784

Abcg8 ATP binding cassette subfamily G member 8 –1.446

Общие только 

для групп 3 и 4

Defb43 Defensin beta 43 –0.847/–0.775

Общие только

для групп 3 и 5***

Per1 Period circadian regulator 1 1.602/2.112

Car2 Carbonic anhydrase 2 –0.846/–0.971

Общие только 

для групп 3 и 6

Lpin1 Lipin 1 1.908/1.757

Общие только

для групп 5 и 6

Calr Calreticulin 0.811/0.823

Baiap2 BAI1-associated protein 2 –0.605/–0.603

Общие для групп 

3–5

Rasgef1b RasGEF domain family, member 1B 1.285/1.226/1.792

Общие для групп 

3, 5, 6

Irf2bp2 Interferon regulatory factor 2 binding protein 2 1.697/1.261/1.316

Gadd45b Growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 0.983/1.120/1.234

Jdp2 Jun dimerization protein 2 0.699/0.792/0.790

Lpar6 Lysophosphatidic acid receptor 6 –0.670/–0.902/–0.676

Общие для групп 

4–6

Cebpd CCAAT/enhancer binding protein delta 0.740/0.945/0.868

Общие для всех 

групп 3–6

Proser2 Proline and serine rich 2 0.810/0.707/0.950/0.783

Группа
Гены

обозначение функция** ДЭ (lgFC)****

Таблица 1. Окончание
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таболическом пути β-окисления жирных кислот

добавки l-Кар, Рес и Тир (но не Трп) приводили к

обращению эффекта, оказываемого ВУВЖР на

экспрессию еноил-КоА гидратазы (КФ 4.2.1.17).

Для метаболического пути процессинга и презен-

тации антигенов (rno04612) было характерно по-

давление экспрессии белков главного комплекса

гистосовместимости MHCI и II, тогда как при ис-

пользовании всех четырех видов добавок их ДЭ

меняла знак на положительный.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты позволяют сделать

ряд выводов о специфическом для каждого из ис-

следованных БАВ характере влияния на обмен-

ные процессы, приводящие на фенотипическом

уровне к различному влиянию на картину жирового

перерождения печени, вызванного потреблением

ВУВЖР. Ранее в работе [18] нами было показано,

что полифенольное соединение кверцетин при вве-

дении в рацион крыс линии ZuckerFa способно мо-

дулировать экспрессию большого числа генов,

включая участвующие в процессах липогенеза и

β-окисления жирных кислот, метаболизме рети-

ноидов, стероидов, арахидоновой и линолевой

кислот. На модели крыс Wistar, являющихся от-

носительно более резистентными к развитию

ожирения в сравнении с вышеуказанной линией,

для примененных БАВ выявлен ряд как сходных,

так и принципиально различных эффектов.

Особенностью действия l-Кар на транскрип-

томном уровне стало повышение экспрессии ря-

да генов, включая Insig1. По данным [19] продукт

данного гена представляет собой белок эндоплаз-

матического ретикулума (ЭР), который связывает

чувствительный к стеролам домен SREBP, акти-

Рис. 4. “Тепловая” карта экспрессии генов во всех экспериментальных группах животных по отношению к внутрен-
ним контролям (Spike-In).
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Таблица 2. Список метаболических путей (KEGGs), идентифицированных как мишени воздействия применяе-
мых БАВ у крыс, получавших ВУВЖР

Группа

Метаболические пути

обозначение функция pvalue

Только группа 3

(l-Кар)

rno03320 PPAR signaling pathway 0.010

rno04973 Carbohydrate digestion and absorption 0.040

Только группа 4

(ресвератрол)

rno04630 Jak-STAT signaling pathway 0.033

rno02010 ABC transporters 0.033

Только группа 5

(тирозин)

rno00982 Drug metabolism – cytochrome P450 0.004

rno00830 Retinol metabolism 0.007

rno01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids 0.018

rno04974 Protein digestion and absorption 0.018

rno00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 0.022

rno00140 Steroid hormone biosynthesis 0.028

rno04972 Pancreatic secretion 0.031

rno04146 Peroxisome 0.042

Только группы 4 и 5 rno00900 Terpenoid backbone biosynthesis 0.005/0.015

Только группы 4 и 5 rno04380 Osteoclast differentiation 0.025/0.050

Только группы 5 и 6 rno00591 Linoleic acid metabolism 0.011/0.034

rno00565 Ether lipid metabolism 0.047/0.044

Группы 3, 4 и 5 rno00071 Fatty acid metabolism 0.008/0.015/0.005

rno04976 Bile secretion 0.020/0.004/0.16

rno04920 Adipocytokine signaling pathway 0.030/0.032/0.017

Группы 3, 5 и 6 rno04975 Fat digestion and absorption 0.040/0.042/0.040

Группы 3, 4 и 6 rno04062 Chemokine signaling pathway 0.040/0.040/0.012

Группы 4, 5 и 6 rno00100 Steroid biosynthesis 0.005/0.012/0.022

Все группы rno04145 Phagosome 0.003/0.001/0.010/0.001

rno04514 Cell adhesion molecules (CAMs) 0.003/0.0002/0.013/0.007

rno04612 Antigen processing and presentation 0.005/0.0003/0.003/0.001

rno04640 Hematopoietic cell lineage 0.007/0.019/0.028/0.0132

rno04672 Intestinal immune network for IgA production 0.003/0.011/0.017/0.006

rno00590 Arachidonic acid metabolism 0.004/0.041/0.006/0.027
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Рис. 5. Сопоставление изменений в метаболическом пути “rno00590 Arachidonic acid metabolism”, вызываемом добав-
ками: а – ВУВЖР, б – l-Кар, в – Рес, г – Тир, д – Трп. Диаграммы здесь и на рис. 6 получены с использованием данных
ресурса https://www.genome.jp/kegg/pathway.html.
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ТРУСОВ и др.

Рис. 6. Сопоставление изменений в метаболическом пути “rno03320 PPAR signaling pathway”, вызываемом добавками:
а – ВУВЖР, б – l-Кар.
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вирующий расщепление белка SCAP, и стабили-

зирующий комплекс SCAP/SREBP. Ввиду этого

Insig1 играет центральную роль в гомеостазе холе-

стерина. Согласно Li et al. [20] белок INSIG1

ограничивает липогенез в зрелых адипоцитах и

блокирует дифференцировку в преадипоцитах в

жировой ткани нормальных мышей при ожире-

нии, вызванном высокожировым рационом.

Другим геном, активируемым под действием

добавки l-Кар, является Lpin1 (липин), подавление

продукции которого наблюдается при развитии ме-

таболического синдрома [21]. Отмечается совмест-

ная экспрессия Lpin1 с генами Per1, Rasgef1b [22],

также ответившими положительной ДЭ на по-

требление l-Кар. Per1 − это один из основных бел-

ков циркадного ритма, экспрессия которого подав-

ляется при избытке углеводов [23]. Продукция

PER1 по данным [24] может повышаться под дей-

ствием полифенольных соединений пищи при по-

средстве транскрипционного фактора Bmal1.

Rasgef1b играет, по-видимому, важную роль в ре-

гуляции клеточной адгезии и пролиферации [25].

В числе генов, ответивших выраженной отри-

цательной ДЭ на потребление l-Кар, следует ука-

зать на Ablim3, участвующий в формировании

аномальных “стрессорных” филаментов F-акти-

на в немышечных клетках [26], и TNFAIP2, необ-

ходимый для реализации функции провоспали-

тельных цитокинов TNFα и IL-1β. Последнее

указывает на роль иммунного компонента в рез-

орбции жирозапасающих клеток в печени под

действием l-Кар.

Экспрессия гена Defb43 подавляется под влия-

нием как l-Кар, так и Рес. Кодируемый им белок

дефензин участвует в обеспечении неспецифиче-

ского иммунитета на слизистых оболочках [27].

Пониженная экспрессия данного белка может

рассматриваться как маркер ослабления воспали-

тельного процесса [28].

Ген Cebpd, экспрессия которого специфически

повышается под действием Рес, функционально

связан с протоонкогенами Fos, JunB, Spi1 и Myc
[29]. По данным [30] образование его транскрип-

та контролируется деацетилазами гистонов (сир-

туинами). Мишенями действия CEBPD являются

гены инсулиноподобного фактора роста (IGF) и

рецепторов эстрогенов.

В числе генов, характеризуемых достоверно

пониженной экспрессией при воздействии до-

бавки Рес, идентифицированы Tns1 (тензин 1) и

Plk2. Первый из них кодирует актин-связываю-

щий белок, влияющий на функцию JNK, TNFα и

инсулинового рецептора IRS2 [31]. Продуктом

экспрессии второго из этих генов является проте-

инкиназа SNK, отвечающая за удвоение центро-

сом в G1/S-фазе клеточного цикла [32], а также

являющаяся негативным регулятором белков се-

мейства Rap [33], к которым принадлежит рас-

смотренный выше продукт экспрессии Rasgef1b.

К генам, ответившим ДЭ исключительно на

добавку Тир, относятся Mfsd2a, Ankrd37 и Hba1.
Mfsd2a кодирует мембранный транспортер лизо-

фосфатидов. Его повышенная экспрессия марки-

рует повышение активности CD8+ (Treg) лимфоци-

тов и может свидетельствовать о противовоспали-

тельном действии [34]. По данным [35] MFSD2A,

отвечающий за перенос через мембраны длинно-

цепочечных ПНЖК семейства ω3, способствует

усилению синтеза их противовоспалительных

производных из группы оксилипинов. Понижение

эктопической экспрессии Hba1 (α-цепь гемоглоби-

на) может быть связано с модуляцией сигнального

пути, опосредуемого оксидом азота [36].

Все специфические только для добавки Трп

гены (Exosc5, Gata4, Dhcr24, Abcg8 и Nlrp12) отве-

тили на его потребление отрицательной ДЭ. Из них

Dhcr24 (3-beta-hydroxysterol delta-24-reductase) ко-

дирует один из ключевых ферментов метаболизма

холестерина, обладающий также плейотропным

действием благодаря способности связывать про-

апоптотический фактор p53 [37]. Abcg8 отвечает за

синтез АТФ-зависимого транспортера стероидов,

нарушение синтеза которого приводит к ано-

мальному накоплению холестерина в тканях [38].

Продукт экспрессии Gata4 является фактором,

повышающим мембранный потенциал митохон-

дрий и способствующим защите клеток от гипо-

ксии и окислительного стресса [39]. Nlrp12 коди-

рует белок, который ингибирует альтернативный

(опосредуемый Toll-рецепторами) сигнальный

путь NF-κB, приводящий к усилению воспале-

ния [40]. Функция в печени остальных генов, яв-

ляющихся мишенями воздействия Тир и Трп, не-

достаточно изучена.

Обобщая полученные данные, можно предпо-

ложить, что потребление дополнительных коли-

честв Тир приводит к активации в ткани печени

группы генов, оказывающих противовоспалитель-

ное действие, в то время как под влиянием Трп экс-

прессия ряда противовоспалительных факторов

подавляется, отражением чего возможно являет-

ся противоположный характер влияния этих до-

бавок на развитие жирового гепатоза, вызванного

ВУВЖР.

Биоинформатический анализ позволил полу-

чить информацию о влиянии ВУВЖР и применяе-

мых биологически активных веществ на ряд мета-

болических путей (KEGGs). Полученные данные

согласуются с исследованиями [41–46], в которых

при индуцированном диетой ожирении у мышей
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и крыс происходит изменение метаболических

путей метаболизма липидов, защитных реакций

на стресс, функции цитоскелета и клеточной ад-

гезии, инсулинового и PPAR-сигналинга, метабо-

лизма стероидов и аминокислот. Большинство этих

метаболических путей явились мишенями воздей-

ствия биологически активных веществ (l-Кар, Рес,

Тир и Трп). При этом для l-Кар, характеризуемо-

го наиболее благоприятным влиянием на накоп-

ление жира в печени при условии потребления

ВУВЖР, было также в наибольшей степени харак-

терно влияние на метаболические пути PPAR-сиг-

налинга, а для Рес, оказывающего по ряду показате-

лей выраженное иммунотропное действие [47], –

на JAK-STAT-сигнальный путь. Наиболее харак-

терными мишенями действия добавки Тир яви-

лись метаболические пути, связанные с экспрес-

сией различных генов семейства CYP450 и с мета-

болизмом ретиноидов.

Новым не описанным в доступной литературе

стал дифференцированный эффект между l-Кар,

Рес и Тир, с одной стороны, и Трп – с другой, на ме-

таболический путь арахидоновой кислоты, включая

процессы образования из нее оксилипинов (липо-

ксинов) [48, 49], простагландинов и тромбоксанов.

Дисбаланс различных оксилипинов рассматривает-

ся как причина хронического системного воспале-

ния при ожирении, диабете 2-го типа, гипертензии,

коронарной болезни сердца, аутоиммунных и дру-

гих алиментарно-зависимых заболеваниях [50,

51]. Такой представитель класса эйкозаноидов

как простациклин выступает в роли ведущего ре-

гулятора разрастания жировой ткани [52]. Моду-

ляция синтеза различных классов оксилипинов и

эйкозаноидов рассматривается и в качестве уни-

версального механизма биологического действия

Рес [7].

Таким образом, проведенные исследования

показали, что действие на организм таких нутрицев-

тиков как l-Кар, Рес и ароматические аминокисло-

ты характеризуется специфическим для каждого из

этих БАВ изменением экспрессии сложного ком-

плекса генов. Критическими “точками приложе-

ния” действующих веществ являются метаболиче-

ские пути, охватывающие процессы биосинтеза и

деградации жирных кислот, стеринов и ретинои-

дов, внутриклеточного транспорта, рецепции, меж-

клеточного распознавания, программируемой

клеточной гибели (апоптоза), иммунного ответа.

Выявленные эффекты далеко не исчерпываются

постулируемыми для изученных БАВ механизма-

ми, такими как интенсификация окисления жира

для l-Кар, антиоксидантный эффект Рес, влияние

Тир и Трп на обмен биогенных аминов. Диффе-

ренцированный учет разнообразных эффектов

воздействия БАВ на генную экспрессию необхо-

дим при их персонифицированном назначении в

составе специализированных продуктов и диет в

диетотерапии ожирения, с учетом генотипа боль-

ного, тяжести и причин развития заболевания.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-

сийского научного фонда № 17-16-01043 “Поиск

эффекторных звеньев метаболизма, регулируе-

мых алиментарными факторами при ожирении,

для разработки инновационных специализиро-

ванных пищевых продуктов”.

Все применимые международные, националь-

ные и/или институциональные принципы ухода

и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-

тересов.
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Effect of Сarnitine, Resveratrol and Aromatic Amino Acids Supplements
in the Diet with Excess Fat and Fructose on Gene Expression in Liver of Rats:

Full Transcriptome Analysis
N. V. Trusova, *, S. A. Apryatina, V. A. Shipelina, b, A. A. Shumakovaa,

I. V. Gmoshinskia, **, D. B. Nikityuka, c, and V. A. Tutelyana, c

aFederal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety, Moscow, 109240 Russia
bPlekhanov Russian University of Economics, Moscow, 117997 Russia

cSechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, 119991 Russia
*e-mail: nikkitosu@yandex.ru

**e-mail: gmosh@ion.ru

The differential expression of 30584 genes was studied in the liver of male Wistar rats fed diets with excess fat
and fructose and supplemented with l-carnitine, resveratrol, tyrosine or tryptophan for 63 days. For this pur-
pose the method of full transcriptome profiling by the Agilent One-Color Microarray-Based Gene Expres-
sion Analysis Low Input Quick Amp Labeling protocol (version 6.8) was used. To identify metabolic path-
ways (KEGGs) that are targets of the applied dietary treatments, the transcriptome data were analyzed by
bioinformatics methods in the “R” environment. The obtained data suggest that the intake of biologically ac-
tive substances – modulators of lipid metabolism, including l-Car, Res and aromatic amino acids Tyr and
Trp, despite the obvious differences in the primary targets of their impact and phenotypic consequences for
the body at the tissue and organ levels, involves at intermediate stages a complex of genes that are largely sim-
ilar and interrelated in their function, which are involved in the regulation of the cell cycle, proliferation,
apoptosis, intercellular interactions, immune response and inflammation. The differential expression sign of
each of these genes, taken separately, does not allow unambiguous prediction processes manifested in the
strengthening or, on the contrary, weakening of lipogenesis and the observed accumulation of fatty inclusions
in liver cells. New, not described in the available literature, is the differentiated effect between l-Car, Res and
Tyr, on the one hand, and Trp, on the other, on the metabolic pathway of arachidonic acid, including the for-
mation of oxylipins (lipoxins), prostaglandins and thromboxanes.

Keywords: transcriptome, rats, resveratrol, l-carnitine, tyrosine, tryptophan.
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