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Резюме

Цель исследования — изучение изменения транскрипционной активности генов оксидативного стресса при остром 
токсическом гепатите.

Материалы и методы. Материалом исследования были белые беспородные крысы- самцы массой 180–200 грамм. 
Изучаемыми токсикантами явились: ТХМ, этанол, парацетамол. В качестве гепатопротекторов вводились: ОМУ, Гептор 
и Мексидол. Производили выделение РНК, которую подвергали обратной транскрипции. ОТ-ПЦР проводили с исполь-
зованием системы для ПЦР в реальном времени в присутствии SYBR Green. В качестве нормализованного контроля 
использовали GAPDH. Экспрессию изучаемых генов оценивали с помощью анализа ПЦР с использованием заранее 
подобранных праймеров. Статистическую значимость проверяли с программного обеспечения IBM SPSS Statistics.

Результаты. В сравнении экспериментальных групп по уровню экспрессии гена CASP7 были обнаружены статистически 
достоверные различия. Транскрипционная активность гена CHEK (к=11,25; р=0,024). Ген GCLC (к=21,70; р=0,001) достиг 
своего минимального значения –3,6 [–3,72; –3,32] в группе Мексидола. Кратность экспрессии гена GSTM1 (к=15,54; 
р=0,004) имела наибольшее значение –0,14 [–1,11; 1] в группе не получавшей ТХМ. Ген NQO1 достиг своей статистиче-
ской значимости при 72-часом эксперименте (р=0,005). Статистический анализ гена RIPK показал значимые различия. 
Уровень экспрессии гена GSTP1 (к=10,39; р=0,034) достиг своего максимального значения в группе без лечения 0,03 
[–0,74; 0,48]. Экспрессия гена NFE2L2 при введении ацетаминофена показал следующие результаты (к=13,64; р=0,009). 
Активность глутатиона (к=10,29; р=0,036) достигала своего минимального значения в группе, получавшей Мексидол –1,6 
[–1,7; –1,29]. Кратность экспрессии супероксиддисмутазы показала статистическую значимость (р=0,003).

Заключение. Найдены маркеры клинического течения, прогноза и исходов токсического гепатита. Эти данные позво-
ляют определять тяжесть заболевания на стадии раннего молекулярного ответа, когда еще не развилась активная 
клиническая симптоматика, что дает возможность назначать таргетную терапию и корректировать тактику лечения.
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Summary

The study aims to study of changes in transcriptional activity of oxidative stress genes in acute toxic hepatitis.

Materials and methods. The study material was white mongrel male rats weighing 180–200 grams. The studied toxicants 
were: carbon tetrachloride, ethanol, acetaminophen. As hepatoprotectors were introduced: oxymethyluracil, ademethionine 
and ethylmethylhydroxypyridine succinate. RNA was isolated, which was subjected to reverse transcription. RT-PCR was per-
formed using a real-time PCR system in the presence of SYBR Green. GAPDH was used as a normalized control. The expression 
of the studied genes was evaluated by PCR analysis using pre-selected primers. Statistical signifi cance was checked using 
IBM SPSS Statistics software.

Results. In comparison of experimental groups, statistically signifi cant diff erences were found in the level of expression of 
the CASP7 gene. Transcriptional activity of the CHEK gene (k=11.25; p=0.024). The GCLC gene (k=21.70; p=0.001) reached its 
minimum value of –3.6 [–3.72; –3.32] in the Mexidol group. The multiplicity of expression of the GSTM1 gene (k=15.54; p=0.004) 
had the highest value –0.14 [–1.11; 1] in the group that did not receive TCM. The NQO1 gene achieved its statistical signifi cance 
in a 72-hour experiment (p=0.005). Statistical analysis of the RIPK gene showed signifi cant diff erences. The expression level 
of the GSTP1 gene (k=10.39; p=0.034) reached its maximum value in the untreated group of 0.03 [–0.74; 0.48]. Expression of 
the NFE2L2 gene with acetaminophen administration showed the following results (k=13.64; p=0.009). Glutathione activity 
(k=10.29; p=0.036) reached its minimum value in the group receiving Mexidol –1.6 [–1.7; –1.29]. The multiplicity of superoxide 
dismutase expression showed statistical signifi cance (p=0.003).

Conclusions. Markers of the clinical course, prognosis and outcomes of toxic hepatitis were found. These data make it possible 
to determine the severity of the disease at the stage of early molecular response, when active clinical symptoms have not yet 
developed, which makes it possible to prescribe targeted therapy and adjust treatment tactics.
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Введение

Основным органом метаболизма ксенобиоти-
ков, лекарств, загрязнителей окружающей среды 
и химических веществ является печень [1–3]. Для 
экспериментального исследования токсического 
поражения печени на животных, сопоставимой 
с травмами печени человека, в качестве гепатоток-
сикантов широко используются парацетамол, ТХМ 
и этанол [4]. Чрезмерное употребление алкоголя 
считается третьим по величине фактором риска, 

угрожающим здоровью человека, и потребление 
алкоголя на душу населения за последние годы 
увеличилось с 5,9 л до 6,5 л и, по оценкам, вырас-
тет до 7,6 л к 2030 году [5–7]. Острый алкогольный 
гепатит (ОАГ) – воспалительное, дегенеративное 
поражение печени, вызванное воздействием боль-
шой дозы алкоголя и в дальнейшем прогрессиру-
ющее в цирроз печени [8]. У 30% людей, которые 
страдают хроническим алкоголизмом и не менее 
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5 лет злоупотребляющих употреблением алкоголя 
наблюдается ОАГ.

Важным звеном в механизме развития ОАГ 
является оксидативный стресс. Он может разви-
ваться как опосредованно (через повреждение 
кишечника), так и в результате прямого токсиче-
ского действия ацетальдегида и самого этанола [9]. 
Употребление алкоголя вызывает накопление жира 
в гепатоцитах и повреждение печени.

Медикаментозное повреждение печени остается 
наиболее распространенной причиной острой пе-
ченочной недостаточности в мире. Парацетамол 
(ацетаминофен) – наиболее часто используемый 
анальгетик и  жаропонижающий препарат во 
всем мире [10]. Прием высоких доз данного пре-
парата вызывает острый гепатоцеллюлярный 
некроз. В литературе имеются многочисленные 

исследования о парацетамол- индуцированном по-
вреждении печени и его механизмах. Токсический 
гепатит, вызванный химическим веществом, также 
представляет серьезную угрозу для здоровья чело-
века [11, 12]. Чтобы изучить гепатопротекторное 
воздействие препаратов на структурные измене-
ния, происходящие в печени, часто выбирают те-
трахлорметановую модель.

При проведении данного исследования опреде-
лялся уровень экспрессии основных генов анти-
оксидантной системы (Gclc, SOD1, Nqo1, NFE2L2), 
глутатионов (GSTM1, GSTT1, GSTP1), клеточного 
цикла (Ripk1, Chek1), сигнализаторов гипоксии 
(Hmox1) и апоптоза (Casp7).

Цель исследования – изучение изменения транс-
крипционной активности генов оксидативного 
стресса при остром токсическом гепатите.

Материалы и методы

Материалом для исследования служили белые бес-
породные крысы. Все используемые крысы были 
самцами. Животные содержались при 22±2 °C 
с 12-часовым циклом освещения/12-часового за-
темнения. Питались сухим сбалансированным 
комбикорм «Чара» (ООО «МультиТорг», Россия). 
Вода находилась в режиме неограниченного досту-
па. Для эксперимента крысы одинакового возраста 
и веса были случайным образом сгруппированы 
по 7 особей в группе и подвергнуты воздействию 
токсикантов. Изучаемыми токсикантами явились:
1. ТХМ (50% раствор). Токсикант вводился в ра-

финированном оливковом масле, подкожно, 
однократно (2г/кг). В качестве отрицательного 
контроля вводилось оливковое масло;

2. этанол (40%). Токсикант вводился в дистиллиро-
ванной воде, внутрижелудочно, однократно (4г/
кг). В качестве отрицательного контроля вводи-
лась дистиллированная вода;

3. парацетамол (10% суспензия). Токсикант вво-
дился в 1% аодном растворе крахмала, внутри-
желудочно, однократно (1г/кг). В качестве от-
рицательного контроля вводился 1% водный 
раствор крахмала.

В качестве гепатопротекторов вводились: окси-
метилурацил (5-гидрокси-6-метилурацил), синте-
зированный в Уфимском Институте химии УФИЦ 
РАН; адеметионин («Гептор», ОАО «Верофарм», 
Россия) и этилметилгидроксипиридина сукцинат 
(«Мексидол», Фармософт, Россия).

Животные подвергались эвтаназии с помощью 
углекислого газа через 24 и 72 часа после начала 
эксперимента. В дальнейшем производилась дека-
питация. Общую РНК выделяли с использованием 
ExtractRNA (ЗАО «Евроген», Россия) и подверга-
ли обратной транскрипции. qRT-PCR проводили 
с использованием системы для ПЦР в реальном 
времени на амплификаторе Rotor- Gene Q (“Qiagen”, 
Германия) в присутствии SYBR Green. В качестве 
нормализованного контроля использовали GAPDH. 
Экспрессию изучаемых генов оценивали с помощью 
анализа ПЦР с использованием заранее подобран-
ных праймеров. Подбор праймеров производили 
с помощью программы PrimerQuest (“Integrated DNA 
Technologies, Inc.”, США), которые были синтезиро-
ваны в фирме «Евроген». Статистический анализ. 
Значения выражаются как среднее значение ± стан-
дартная ошибка среднего. Статистическую значи-
мость проверяли с использованием двухфакторного 
t-критерия Стьюдента, критерия Манна- Уитни или 
одностороннего ANOVA с использованием множе-
ственных сравнений достоверно значимых различий 
Тьюки или наименее значимых различий (более двух 
групп), где это уместно. Коэффициенты корреля-
ции (r) определяли с помощью метода корреляции 
Пирсона или корреляции Спирмена. Различия счи-
тались значимыми при р < 0.05. Статистический 
анализ проводили с использованием программного 
обеспечения IBM SPSS Statistics. При проведении 
окончательного статистического анализа данные не 
были исключены.

Результаты

При 24-часовом эксперименте с ТХМ в качестве 
гепатотоксиканта (рис. 1) были получены следую-
щие результаты.

В  сравнении экспериментальных групп по 
уровню экспрессии гена CASP7 были обнаруже-
ны статистически достоверные различия (к=11,22; 

р=0,024). Самое низкое значение изучаемого гена 
наблюдалось в группе, получавшей в качестве 
гепатопротектора ОМУ: –1,26 [–1,84; –0,3] и воз-
растало до –0,16 [–0,66; 0,87] в интактной группе. 
Попарные сравнения достигли статистической зна-
чимости при сравнении группы отрицательного 
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Рисунок 1.
Изменение 
экспрессии генов 
окислительного 
стресса в печени 
при токсическом 
воздействии 
тетрахлорметана 
и профилактиче-
ской коррекции 
гепатопротекто-
рами.
Figure 1.
Changes in the 
expression of oxi-
dative stress genes 
in the liver under 
the toxic eff ects of 
CCl4 and preventive 
correction by hepa-
toprotectors.
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Изменение 
экспрессии генов 
окислительного 
стресса в печени 
при токсическом 
воздействии 
парацетамола 
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рами.
Figure 2.
Changes in the 
expression of oxi-
dative stress genes 
in the liver under 
the toxic eff ects of 
acetaminophen and 
preventive correc-
tion by hepatopro-
tectors.
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контроля со всеми группами с коррекцией и были 
равны 0,003 в группе Гептора, 0,007 – ОМУ и 0,038 – 
Мексидола. Интересная картина наблюдалась при 
изучении транскрипционной активности гена 
CHEK (к=11,25; р=0,024). Попарные сравнения тут 
показали значимость при сравнении интактной 
группы со всеми остальными – 0,008 – положи-
тельный контроль; 0,004 – Мексидол; 0,007 – ОМУ; 
0,047 – Гептор. Ген GCLC (к=21,70; р=0,001) достиг 
своего минимального значения –3,6 [–3,72; –3,32] 
в группе Мексидола. Данный ген показал статисти-
ческую значимость при сравнении группы отрица-
тельного контроля со всеми гепатопротекторными 
группами и был равен 0,001 в группах Мексидола 
и ОМУ и 0,012 в группе Гептора. Статистически 
значимые результаты были получены и спустя 
трое суток в этом же эксперименте. Так, кратность 
экспрессии гена GSTM1 (к=15,54; р=0,004) имела 
наибольшее значение –0,14 [–1,11; 1] в группе не 
получавшей ТХМ, а во всех группах с токсикантом 
она была практически на одном уровне. Поэтому 
попарные сравнения достигли значимости при 
сравнении интактной группы со всеми остальны-
ми. Анализ представленности транскриптов гена 
NQO1достиг своей статистической значимости 

при 72-часом эксперименте (к=14,94; р=0,005). 
Сравнение группы отрицательного контроля 0 
[–1,44; 1,83] с  экспериментальными показало 
следующие значения: ОМУ – 0,049; Мексидол – 
0,009; Гептор – 0,001 и группа без лечения – 0,006. 
Статистический анализ гена RIPK показал значи-
мые различия (к=14,84; р=0,005). Попарные срав-
нения показали интересные значения в группах 
к+ и ОМУ (р=0,014). Наименьшее значение –1,18 
[–1,22; –1,08] достигалось в группе ОМУ.

При эксперименте с воздействием парацетамола 
на печень исследуемых животных (рис. 2) изучае-
мые гены достигли статистической значимости.

24-часовой эксперимент показал, что уровень 
экспрессии гена GSTP1 (к=10,39; р=0,034) достиг 
своего максимального значения в  группе без 
лечения 0,03 [–0,74; 0,48]. Эта группа показала 
значимые различия при попарных сравнениях 
с группами коррекции токсического воздействия 
лекарственного препарата Мексидолом и ОМУ 
(0,038 и 0,035, соответственно). Анализ представ-
ленности транскриптов гена NFE2L2 при введении 
ацетаминофена показал следующие результаты 
(к=13,64; р=0,009). Минимальное значение ак-
тивности данного гена было получено в группе 
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Рисунок 3.
Изменение 
экспрессии генов 
окислительного 
стресса в печени 
при токсическом 
воздействии 
этанола и про-
филактической 
коррекции гепато-
протекторами.
Figure 3.
Changes in the 
expression of oxi-
dative stress genes 
in the liver under 
the toxic eff ects of 
ethanol and preven-
tive correction by 
hepatoprotectors.
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коррекции ОМУ –1,88 [–2,2; –0,64]. Попарные срав-
нения дали значимые различия при сравнении 
интактной группы с группой без лечения (р=0,023) 
и группами коррекции ОМУ (р=0,001) и Гептором 
(0,006). Воздействие на активность генов введение 
того же токсиканта через 72 часа после начала 
эксперимента представлено ниже. Ген GCLC до-
стиг статистической значимости (к=10,46; р=0,033) 
и имел максимальное значение в группе коррекции 
Гептором –0,07 [–0,36; 0,46]. При сравнениях дан-
ной группы с остальными были получены следу-
ющие результаты: с группой без лечения – 0,023; 
с Мексидоловой группой – 0,028. Кратность экс-
прессии гена GSTP1 в данном эксперименте была 
равна 0,01. Минимальное значение равное –0,09 
[–0,22; 0,23] было в группе без введения токсиканта. 
Во всех остальных группах она находилась при-
мерно на одном уровне. Именно поэтому попарные 
сравнения показали значимость при сравнении 
данной группы со всеми остальными: без лечения – 
0,001; Гептор – 0,027; Мексидол – 0,003; ОМУ – 0,036.

Воздействие этанола в качестве гепатотоксикан-
та показана на рис. 3.

Представленность транскриптов гена NFE2L2 
при выводе животных из эксперимента спустя 
сутки достигла статистически значимых раз-
личий (к=23,92; р=0,001). Так, максимальное ее 
значение, равное –0,01 [–0,85; 0,8] наблюдалось 
в группе отрицательного контроля и значительно 

отличалась от всех остальных групп. Интересно 
отметить, что статистическая значимость, рав-
ная 0,001 была одинаковой при парных срав-
нениях данной группы с группами к+, Гептора 
и Мексидола. Транскрипционная активность гена 
NQO1 (к=10,80; р=0,029) достигла своего макси-
мального значения в гепатопротекторной группе 
ОМУ 1,72 [1,51; 2,37]. Попарные сравнения этой 
группы с группами положительного и отрица-
тельного контроля показали значимые разли-
чия (р=0,005 и р=0,013, соответственно). Через 3 
сутки после начала эксперимента статистически 
значимые различия были получены при изуче-
нии экспрессии генов GSTT1 и SOD1. Активность 
глутатиона (к=10,29; р=0,036) достигала своего 
минимального значения в группе, получавшей 
Мексидол –1,6 [–1,7; –1,29]. При сравнении группы 
без введения токсиканта с данной группой зна-
чимость была равна 0,004. Кратность экспрессии 
супероксиддисмутазы показала статистическую 
значимость (к=16,01; р=0,003). Минимальных 
и практически одинаковых значений она достига-
ла в группе Мексидола –2,47 [–2,92; –2] и ОМУ –2,52 
[–3,04; –0,57], а максимум наблюдался в интакт-
ной группе –0,29 [–1,12; 1,15]. Поэтому попарные 
сравнения интактной группы и групп коррекции 
Мексидолом и ОМУ показали статистически до-
стоверные различия (р=0,001 и р=0,011, соответ-
ственно).

Обсуждение

Предыдущие исследования показали, что CCl4 
вызывает острое и хроническое повреждение пе-
чени, включая фиброз печени, с помощью много-
численных механизмов и, таким образом, счита-
ется гепатотоксином [13–15]. Следовательно, CCl4 
используется для индуцирования повреждения 
печени в соответствующих исследованиях и ис-
пользовался для этой цели в настоящем исследо-
вании. В настоящем исследовании были оценены 
защитные эффекты ОМУ, Гептора и Мексидола 
против повреждения печени. Результаты пока-
зали, что воздействие CCl4 значительно увели-
чивало активность генов оксидативного стресса, 
в частности CASP7, GCLC, GSTM1, SOD1. Однако 
коррекция ОМУ ингибировало данное поврежде-
ние, вызванное CCl4, что позволяет предполо-
жить, что ОМУ ослаблял повреждение печени, 
вызванное CCl4. Повреждение печени, вызванное 
использованием четыреххлористого углерода, 
тесно связано с усилением окислительного стресса 
[16, 17]. В других исследованиях сообщалось, что 
CCl4 ухудшает функцию митохондрий, усиливая 
окислительный стресс, ускоряя фиброз печени 
и ухудшая регенерацию печени [18]. Мы пред-
положили, что ОМУ защищает от повреждения 
печени, вызванного CCl4. В настоящем исследо-
вании была создана животная модель фиброза 
печени путем подкожной инъекции CCl4. Были 
оценены эффекты ОМУ на повреждение ткани 
печени, включая изменения окислительного 
стресса. Следовательно, лечение ОМУ ослабляло 

повреждение печени, вызванное CCl4, у крыс. 
Алкогольная болезнь печени, характеризующа-
яся накоплением нейтральных липидов и нару-
шением метаболизма липидов, предшествующих 
дисфункции печени и гепатиту, относится к наи-
более распространенным заболеваниям печени во 
всем мире. Фиброз печени является глобальной 
проблемой здравоохранения, и все больше дока-
зательств того, что окислительный стресс играет 
ключевую роль в фиброгенезе [19]. Механизмы, 
лежащие в основе фиброза печени, до сих пор не 
выяснены; однако предполагается, что окисли-
тельный стресс способствует развитию фиброза 
печени. Сообщалось о роли окислительного стрес-
са в развитии нескольких хронических заболева-
ний, включая хроническое заболевание печени, 
через повышенную выработку активных форм 
кислорода (АФК), которые повреждают различные 
органы, включая печень [20].

Ограничения исследования. Ограничения ис-
следования заключаются в анализе патологических 
изменений в организме лабораторных животных 
на ранних этапах острого воздействия изучаемых 
токсикантов. Для дальнейшего суждения о меха-
низмах токсического влияния изучаемых веществ 
и возможности его профилактической коррекции 
необходимо проведение исследований на более 
длительных сроках воздействия. В перспективе 
для дальнейшего изучения данного вопроса также 
рассматривается вариант с другими дозировками 
гепатотоксикантов.
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Заключение

В результате проведенного исследования найдены 
маркеры клинического течения, прогноза и исхо-
дов токсического гепатита, что позволяет опре-
делить ранние донозологические критерии его 
диагностики. В дальнейшем эти данные позволяют 

определять тяжесть заболевания на стадии ранне-
го молекулярного ответа, когда еще не развилась 
активная клиническая симптоматика, что дает 
возможность назначать таргетную терапию и кор-
ректировать тактику лечения.
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