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Введение. В России большую актуальность приобрела проблема токсических гепатитов. Этиология токси-
ческих гепатитов (промышленные токсиканты, лекарственные средства, этанол) и, как следствие, патоге-
нез могут иметь значительные различия на молекулярно-генетическом уровне. Цель исследования заключа-
лась в анализе экспрессии генов, задействованных в ответе на токсическое повреждение печени различной 
этиологии.
Материал и методы. Моделирование острого токсического гепатита производилось на самцах белых бес-
породных крыс массой 180–200 г, разделённых на 4 группы (контрольная группа, тетрахлорметан, парацета-
мол, этанол). Через 24 и 72 ч после введения токсиканта крыс наркотизировали и исследовали уровни мРНК 
генов Chek1, Gclc, Gstm1, Gstp1, Gstt1, Nfe2l2, Nqo1, Ripk1 в гомогенате печени.
Результаты. В результате проведённого анализа экспрессии изучаемых генов было обнаружено, что профиль 
экспрессии отличался в зависимости от этиологии токсического гепатита. При отравлении тетрахлорме-
таном наблюдалось повышение экспрессии генов Nqo1 (p = 0,001), Gstm1 (p = 0,037) и снижение экспрессии 
генов Nfe2l2 (p = 0,004), Ripk1 (p = 0,004). При поражении печени парацетамолом и его метаболитами, на-
против, экспрессия гена Gstm1 (p = 0,001) снижалась, а экспрессия генов Nfe2l2 (p = 0,009), Gclc (p = 0,001), 
Chek1 (p = 0,011) – повышалась. При алкогольной интоксикации статистически значимых изменений в про-
филе экспрессии изучаемых генов не наблюдалось.
Заключение. Полученные результаты могут указывать на участие различных молекулярно-генетических ме-
ханизмов в процессе ответа на токсическое повреждение печени в зависимости от этиологии.
К л ю ч е в ы е  с л о в а :  острый токсический гепатит; парацетамол; тетрахлорметан; этанол; экспрессия генов.

Для цитирования: Каримов Д.О., Кутлина Т.Г., Мухаммадиева Г.Ф., Валова Я.В., Репина Э.Ф., Хуснутдинова Н.Ю. Изменение 
профиля экспрессии генов адаптивного ответа при токсических гепатитах различной этиологии. Гигиена и санитария. 2019; 98(9):  
1021-1025. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0016-9900-2019-98-9-1021-1025

Для корреспонденции: Каримов Денис Олегович, кандидат мед. наук, зав. отделом токсикологии и генетики с эксперименталь-
ной клиникой лабораторных животных ФБУН «Уфимский НИИ медицины труда и экологии человека», 450106, Уфа, Россия.  
E-mail: karimovdo@gmail.com
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Участие авторов: Концепция и дизайн исследования – Каримов Д.О.; сбор и обработка материала – Кутлина Т.Г., Мухаммадиева Г.Ф., Валова Я.В., 
Хуснутдинова Н.Ю.; статистическая обработка – Каримов Д.О.; написание текста – Каримов Д.О.; редактирование – Репина Э.Ф.; утверждение оконча-
тельного варианта статьи, ответственность за целостность всех частей статьи – все соавторы.
Поступила 01.07.2019
Принята к печати 23.07.19
Опубликована: октябрь 2019

Karimov D.O., Kutlina T.G., Mukhammadiyeva G.F., Valova Y.V., Repina E.F., Khusnutdinova N.Yu.

CHANGE OF THE PROFILE OF EXPRESSION OF ADAPTIVE RESPONSE GENES IN TOXIC HEPATITIS  
OF DIFFERENT ETIOLOGY

Ufa Research Institute of Occupational Health and Human Ecology, Ufa, 450106, Russian Federation 

Introduction. In Russia, the problem of toxic hepatitis is of great importance and relevance. The etiology of toxic 
hepatitis (industrial toxicants, drugs, ethanol) and, as a consequence, pathogenesis may have significant differences 
at the molecular genetic level. 
The aim of the study was to analyze the expression of genes involved in the response to toxic liver damage of various 
etiologies.
Material and methods. Toxic hepatitis was modulated in male albino mongrel rats weighing 180-200 grams assigned 
to four groups (control group, carbon tetrachloride, paracetamol, ethanol). After 24 and 72 hours of paracetamol 
administration, rats were anesthetized and the mRNA levels of the Chek1, Gclc, Gstm1, Gstp1, Gstt1, Nfe2l2, Nqo1, 
Ripk1 genes in the liver homogenate were examined.
Results. As a result of the analysis of the genes expression studied, the expression profile was found TO be differed 
depending on the etiology of toxic hepatitis. With carbon tetrachloride poisoning, an increase in the expression of the 
Nqo1 genes (p = 0.001), Gstm1 (p = 0.037) and a decrease in the expression of the Nfe2l2 genes (p = 0.004), Ripk1 
(p = 0.004) was observed. With the liver damage by paracetamol and its metabolites, opposite to the expression of the 
Gstm1 gene (p = 0.001) decreased, and the expression of the Nfe2l2 (p = 0.009), Gclc (p = 0.001), Chek1 (p = 0.011) 
genes increased. During alcohol intoxication, there were no statistically significant changes in the expression profiles 
of the genes studied.
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Nrf2 – это группа ядерных транскрипционных факторов, 
отвечающих за определение и сигнализацию окислительного 
стресса. Одним из основных представителей является его форма 
L2 – Nf2l2. В ответ на окислительный стресс они контролируют 
экспрессию и скоординированную индукцию генов антиокси-
дантов и ферментов детоксикации. Этот механизм имеет решаю-
щее значение для защиты и выживания клеток [18–20].

Первоначально активируется экспрессия генов, задейство-
ванных в нейтрализации химических веществ и активных форм 
кислорода: НАД(Ф)-H: хининоксидоредуктаза 1 (Nqo1), глута-
тионцистеинлигаз (Gclc), ферменты суперсемейства глутатион-
S-трансфераз (Gstt1, Gstm1, Gstp1).

Существует широкий спектр факторов, связанных с клеточ-
ным ответом на окислительный стресс. Следует отметить, что 
накопление большого количества активных форм кислорода и 
повреждение ДНК приводят к активации апоптотических меха-
низмов гибели клеток. Каспазы представляют собой семейство 
цистеиновых протеаз, которые активируют апоптотические 
пути. Они служат либо «инициаторами», либо «эффекторами» 
в зависимости от их молекулярных функций. Каспаза 7 (Casp7) 
относится к эффекторным каспазам, которые гидролизуют целе-
вые белки и инициируют апоптоз [21].

В соматических клетках нижестоящая трансдуцерная киназа 
или Checkpoint киназа (Chek1) передаёт сигнал о повреждении 
ДНК, опосредованную активными формами кислорода. Chek1 
играет важную роль в контрольных точках клеточного цикла S 
и G2 и в случае нарушения митоза запускает механизмы апоп-
тоза [22–24].

Взаимодействующая с рецептором протеинкиназа 1 (Ripk1) 
регулирует гибель и воспаление клеток с помощью киназозависи-
мых и независимых механизмов. Ripk1 облегчает активацию пу-
тей MAPK и NF-κB и ингибирует каспазо-8-зависимый апоптоз. 
С другой стороны, в качестве киназы Ripk1 индуцирует апоптоз и 
некроптоз после своей ферментативной активации [25, 26].

Высокая распространённость ТГ, различная этиология и как 
следствие необходимость персонализированной терапии данно-
го заболевания диктуют потребность в разработке молекулярно-
генетических предикторов, способных определить механизм по-
вреждения гепатоцитов.

Цель исследования – изучение профиля экспрессии генов 
антиоксидантной системы при экспериментальном токсическом 
поражении печени, вызванном ацетаминофеном, тетрахлорме-
таном и этанолом.

Материал и методы
Исследование проводили на самцах белых беспородных 

крыс массой 170–190 г. Животные были разделены на 4 груп-
пы по 14 особей в каждой. Условия содержания и кормления 
были одинаковы для всех групп животных. Крысам 1-й (кон-
трольной) группы подкожно вводили 1 мл оливкового мас-
ла, крысам 2-й группы – 50% масляный раствор ТХМ в дозе  
2 г/кг, крысам 3-й группы – внутрижелудочно ААФ в крахмаль-

Conclusion. the results obtained may indicate the involvement of various molecular genetic mechanisms in the pro-
cess of response to toxic liver damage, depending on the etiology.
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Введение
Токсический гепатит (ТГ) – это нарушение функции печени, 

возникающее при повреждении гепатоцитов токсичными веще-
ствами: злоупотребление лекарствами или алкоголем, професси-
ональное воздействие и т. д. [1, 2]. Этиология острого повреж-
дения печени изучена достаточно хорошо [3], но механизмы 
молекулярно-генетического ответа в зависимости от механизма 
развития ТГ требуют дальнейшего изучения.

Ацетаминофен (ААФ), который также известен как пара-
цетамол, является ненаркотическим анальгетиком-антипирети-
ком. Передозировка ААФ может вызывать ТГ и потенциально 
фатальный некроз печени. ААФ метаболизируется сульфатиро-
ванием и глюкуронидизацией в печени, при этом менее 5–10% 
метаболизируется системой цитохрома P450 (CYP450) в печени. 
Глутатионовая окислительно-восстановительная система также 
играет важную роль для инактивации образующегося метаболи-
та путём его конъюгации с глутатионом. Быстрое превращение 
ААФ в реактивный метаболит N-ацетил-p-бензохинонимин изо-
формами цитохрома Р450 приводит к образованию свободных 
радикалов и ковалентному связыванию с клеточными нуклео-
филами, что приводит к гибели клеток [4, 5]. Окислительный 
стресс в митохондриях также приводит к активации ферментов 
сигнального каскада, что инициирует активацию митохондри-
альной проницаемости и дестабилизирует мембранный потен-
циал, что приводит к митохондриальному набуханию и разрыву 
мембран [6, 7]. После разрыва мембраны происходит массивное 
высвобождение апоптоз-индуцирующего фактора, активато-
ров эндонуклеазы G и каспаз в цитоплазму и сопутствующей 
транслокации в ядро для инициации фрагментации ядерной 
ДНК [8, 9].

Другой распространённой причиной развития ТГ является 
воздействие промышленных веществ, обладающих гепатоток-
сичностью. Воздействие тетрахлорметана (ТХМ) является клас-
сической химической моделью для изучения повреждения пече-
ни. Повреждение гепатоцитов опосредовано тем, что изоформы 
цитохрома P450, взаимодействуя с ТХМ, генерируют свободные 
радикалы хлорметила (-CCl 3), которые запускают перекисное 
окисление мембранных липидов или повреждают субклеточные 
структуры [10–12].

Этиология алкогольного гепатита сложна и многофакторна. 
Основные факторы включают стеатоз, окислительный стресс, 
изменённую проницаемость кишечника, образование токсиче-
ских метаболитов и цитокинов, которые приводят к возникнове-
нию воспалительного каскада.

Этанол метаболизируется в ацетальдегид через цитозольный 
фермент алкогольдегидрогеназу. Ацетальдегид превращается в 
ацетат и восстановленный никотинамидадениндинуклеотид по-
средством митохондриальной и цитозольной альдегиддегидро-
геназы [13]. Ацетальдегид является прямым гепатотоксином и 
известным канцерогеном [14]. Его аддукты являются мощными 
активаторами воспалительных цитокинов и продукции актив-
ных форм кислорода [15–17].
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Обсуждение
Окислительный стресс отражает дисбаланс между активны-

ми формами кислорода и способностью биологической системы 
устранять реактивные соединения или восстанавливать возника-
ющие повреждения. Продукт гена Nf2l2 является ключевым зве-
ном системы детоксикации и первой линией защиты от повреж-
дения клеток вследствие неконтролируемого окислительного 
стресса. Гетеродимеры этого гена связываются с промоторами 
генов антиоксидантного ответа, которые кодируют защитные 
ферменты, участвующие в детоксикации ксенобиотиков, анти-
оксидантном ответе и поддержании протеома и активируют их 
экспрессию [27, 28].

Мы считаем, что полученные результаты можно объяс-
нить следующим образом: значительное повышение экспрес-
сии гена Nfe2l2 при интоксикации ТХМ, возможно, говорит о 
повышенном содержании активных форм кислорода в парен-
химе печени, так как они являются одним из активаторов это-
го транскрипционного фактора. Отсутствие повышения его 
экспрессии через 72 ч, вполне вероятно, говорит о снижении 
концентрации активных форм кислорода в данный временной 
промежуток. Подобный профиль экспрессии не наблюдается 
при отравлении ААФ, поскольку его токсическое действие 
опосредовано истощением в организме запасов глутатиона и 
накоплением промежуточных токсичных метаболитов пара-
цетамола. ААФ с цитохромом Р450 подвергается гидроокис-
лению, что приводит к образованию N-ацетил-бензохинон-
имина.

Восстановленный глутатион менее подвержен окислению 
в отличие от Cys, что делает его наиболее подходящим для 
поддержания внутриклеточного редокс-потенциала, которое 
определяется его участием в регуляции клеточного редокс-за-
висимого сигналинга и активности транскрипционных фак-
торов, а также тем фактом, что он является внутриклеточным 
антиоксидантом, играя роль «ловушки» свободных радикалов, 
косубстрата в реакциях детоксикации пероксидов, катализи-
руемых глутатионпероксидазой и глутатионтрансферазой, и 
выступает в качестве агента, восстанавливающего окислён-
ный глутаредоксин (Grx), необходимый для восстановления 
дисульфидов [29]. Повышение экспрессии гена Gstm1 как при 
24 ч, так и при 72 ч после интоксикации может подтверждать 
данный вывод. Интересным представляется то, что наблюда-
лось увеличение экспрессии глутатионтрасфераз только класса 
-µ, что, по-видимому, может объясняться активным участием 
именно данного класса при интоксикации парацетамолом. Уро-
вень представленности транскриптов гена Gstm1 был также 
значительно повышен по прошествии 72 ч после отравления 
ТХМ. Интересно отметить, что повышение его экспрессии не 
наблюдалось при 24 ч, но была активна экспрессия основного 
регулятора активности синтеза ферментов системы глутатиона 
гена Gclc. По-видимому, интоксикация ТХМ не вызывает столь 
«стремительной» активации системы глутатиона, как при от-
равлении ААФ, и экспрессионная активность данных генов на-
блюдается позже.

Наблюдалось повышение экспрессии гена Nqo1 в первые 
24 ч после интоксикации ААФ. Данный ген кодирует цитоплаз-
матическую форму фермента НАД(Ф) H-дегидрогеназы, которая 
образует гомодимеры и восстанавливает хиноны до гидрохино-
нов, что может говорить об участии хинонов в процессах ней-
трализации токсичных метаболитов парацетамола. Снижение 
экспрессии данного гена после 72 ч отравления ТХМ, возможно, 
объясняется тем, что данный механизм перестаёт работать по 
истечении данного времени.

Повышение уровня представленности транскриптов Chek1 
наблюдалось только при отравлении ТХМ. Данное обстоятель-
ство может объясняться основной функцией данного вида киназ, 
которая заключается в инициации контрольных точек клеточно-
го цикла, остановке клеточного цикла и запуска апоптоза клеток 
для предотвращения деления клеток после повреждения ДНК. 
Патогенез отравления ТХМ основан на образовании активных 
форм кислорода, вследствие этого наибольшее повреждение 
ДНК и соответственно активация данного гена наблюдаются 
при данном виде интоксикации.

ной слизи в дозе 1 г/кг массы животного, крысам 4-й группы 
внутрижелудочно вводили этанол в дозе 5 г/кг массы животно-
го. Печень декапитированных крыс подвергали исследованию 
спустя 24 и 72 ч (по 7 животных в каждом временном про-
межутке) после затравки. При уходе за животными, питании 
и проведении экспериментов руководствовались базисными 
нормативными документами. Перед декапитацией животных 
лишали корма на 12 ч, затравку и забор материала проводили 
в утренние часы. Кусочки печени сразу после декапитации и 
вскрытия животных замораживали жидким азотом и заливали 
Extract RNA (ЗАО «Евроген»). Для определения функциональ-
ного состояния печени было применено определённое количе-
ство методик: экстракция тотальной РНК тризоловым методом, 
обратная транскрипция и ПЦР-амплификация в режиме реаль-
ного времени на приборе Rotor Gene (QIAGEN). Изучение экс-
прессии генов Chek1, Gclc, Gstm1, Gstp1, Gstt1, Nfe2l2, Nqo1, 
Ripk1 в печени крыс в норме и при ТГ проводили методом ПЦР 
в режиме реального времени с использованием олигонуклео-
тидных специфичных праймеров фирмы ЗАО «Евроген», со-
держащего интеркалирующий краситель SYBR Green. В каче-
стве гена домашнего хозяйства был использован ген GAPDH . 
Статистические данные, полученные в опытах, обрабатывали с 
помощью t-критерия  Стьюдента. Проверку распределения на 
нормальность осуществляли с помощью критерия Колмогоро-
ва–Смирнова. Различия считали статистически значимыми при 
p < 0,05.

Результаты
Анализ профиля экспрессии генов антиоксидантной и де-

токсикационной системы показал, что при отравлении иссле-
дуемых животных ААФ через 24 ч наблюдалось повышение 
экспрессии гена Nqo1 до 2,04 (р = 0,001) и гена Gstm1 до 1,04 
(р = 0,037). В то же время наблюдалось снижение экспрессии 
генов Nfe2l2 и Ripk1 до уровня –1,1 и –0,88 соответственно  
(р = 0,004; р = 0,004). Изменение уровня экспрессии генов  
Casp7, Chek1, Gclc, Gstp1, Gstt1 не достигло уровня статистичес-
кой значимости (рисунок, а).

При анализе экспрессии изучаемых генов через 72 ч после за-
травки ААФ было показано, что уровень экспрессии гена Gstm1 
оставался практически на прежнем уровне (0,78; р = 0,037), 
тогда как экспрессия гена Nqo1 вернулась к исходному уровню 
(–0,37; р = 0,766). Уровень представленности транскриптов гена 
Nfe2l2 оставался сниженым и составлял –1,06 (р = 0,008), экс-
прессия гена Ripk1 вернулась к исходному уровню и составляла 
0,29 (р = 0,304). Наблюдалось снижение экспрессии гена Gclc 
практически в 2 раза (–2,09; р = 0,009) по сравнению с исходным 
уровнем его экспрессии (рисунок, б).

Исследование экспрессии изучаемых генов при интоксика-
ции ТХМ показало противоположную картину. Так, после 24 ч 
введения исследуемого вещества экспрессия гена Nfe2l2 повы-
силась до уровня 0,96 (р = 0,09), экспрессия гена Chek1 достигла 
уровня 1,3 (р = 0,011), а экспрессия гена Gclc достигла наиболее 
высокого уровня и составила 2,26 (р = 0,001). Напротив, по срав-
нению с затравкой парацетамолом экспрессия гена Gstm1 была 
снижена до уровня –1,48 (р = 0,001) (рисунок, в).

По истечении 72 ч после отравления ТХМ наблюдалось из-
менение экспрессии изучаемых генов. Уровень представленности 
транскриптов гена Gstm1 изменил свою направленность и стал 
положительным (1,68; р = 0,001). Наблюдалось значительное сни-
жение экспрессии гена Nqo1 (–3,11; р = 0,009) (рисунок, г).

Анализ профиля экспрессии исследуемых генов при от-
равлении этанолом имел значительные различия по сравне-
нию с «картиной» отравления парацетамолом и ТХМ. Так, 
при анализе уровня представленности транскриптов по исте-
чении 24 ч статистически значимых различий не наблюдалось 
(рисунок, д).

Наблюдалась тенденция снижения экспрессии гена Chek1 
(p = 0,073), но спустя 72 ч после воздействия этанола снижение 
его экспрессии составило –2,13 и различия достигли уровня ста-
тистической значимости (р = 0,002). Снижение также наблюда-
лось в экспреcсии генов Gstp1 (–1,38) и Ripk1 (–1,36) (р = 0,002; 
р = 0,02 соответственно) (рисунок, е).
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Профиль экспрессии генов антиоксидантной системы в печени крыс: 
а – через 24 ч после интоксикации ААФ; б – через 72 ч после интоксикации ААФ; в – через 24 ч после интоксикации ТХМ;  

г – через 72 часа после интоксикации ТХМ; д – через 24 часа после интоксикации этанолом; е – через 72 ч после интоксикации этанолом.
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Анализ профиля экспрессии при интоксикации этанолом не 
показал статистически значимого повышения уровня экспрессии 
генов детоксикации. Данное обстоятельство может объясняться 
особенностями повреждения гепатоцитов этанолом, которые за-
ключаются в нарушении синтеза белков и повреждении цито-
скелета, что способствует формированию баллонной дистрофии 
гепатоцитов ацетальдегидом – основным метаболитом этанола.

Заключение
Механизмы повреждения гепатоцитов значительно варьиру-

ют в зависимости от токсичного агента, вследствие чего проис-
ходит активация различных защитных механизмов детоксика-
ции и антиоксидантной защиты организма. В результате работы 
было показано, что экспрессия ключевых генов детоксикации 
(Nfe2l2, Gstm1, Chek1, Nqo1) имеет зависимость от механизма 
повреждения гепатоцитов, что в дальнейшем может послужить 
в качестве диагностических маркёров, способных показать ме-
ханизм повреждения, и назначить наиболее подходящую при 
данном виде отравления терапию.
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