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Цель работы заключалась в оценке уровня экспрессии генов ферментов антиокси-

дантной системы  при индуцированном токсическом гепатите у крыс. Токсический гепа-
тит вызывали путем подкожного введения CCl4 в различных дозах. Эксперимент прово-
дился в 2 повторностях, спустя 24 и 72 часа после затравки. В 72-часовом эксперименте 
было зарегистрировано достоверное снижение экспрессии гена Gclc, в зависимости от 
дозы введенного гепатотоксина. 
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The aim of the work was to estimate the level of gene expression of antioxidant enzymes in 
induced toxic hepatitis in rats. Toxic hepatitis was caused by subcutaneous administration of CCl4 
in various doses. The experiment was conducted in 2 replications, after 24 and 72 hours after prim-
ing. In the 72-hour experiment, a significant decrease in the expression of the Gclc gene was rec-
orded, depending on the dose of hepatotoxin administered. 
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Токсические поражения печени различной этиологии в настоящее время являются  од-

ной из важных проблем здравоохранения во всем мире ввиду широкой распространенности 
и существенных расходов на оказание медицинской помощи больным. 

Понятие «токсические поражения печени» охватывает большую группу заболеваний, 
связанных с гепатотоксическим действием различных веществ (лекарственные средства, 
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промышленные яды, алкоголь), вызывающих  патологические изменения в печени и веду-
щих к нарушениям функции органа [1].  

Несмотря на успехи современной медицины в попытках описать общие механизмы 
развития токсического поражения печени, до сих пор остаются малоизученными вопросы о 
том, как различаются эти механизмы в зависимости от типа гепатотоксина, его дозы, а также 
о длительности его поступления в организм. В связи с этим токсический эффект различных 
ксенобиотиков непредсказуем и представляет большую проблему для клиницистов [6].  

В настоящее время известно, что токсическое действие ксенобиотиков на клетки пече-
ни обусловлено не столько самим веществом, сколько реактивными метаболитами, образу-
ющимися после его биотрансформации системой монооксигеназного окисления ЭПС гепато-
цитов [3].  Такие активированные метаболиты являются чрезвычайно реакционноспособны-
ми и могут вызывать перекисное окисление важнейших клеточных элементов, приводя к их 
полной деструкции и, как следствие, к гибели клетки [4].   

В норме такие молекулы нейтрализуются антиоксидантной системой, состоящей из 
различных ферментов и низкомолекулярных соединений. Одним из важнейших внутрикле-
точных низкомолекулярных антиоксидантов является глутатион. Наличие достаточной кон-
центрации восстановленного глутатиона является критическим фактором выживания клеток 
в условиях оксидативного стресса, поэтому чрезвычайно важным является изучение актив-
ности гена Gclc, белковый продукт которого участвует в первом этапе биосинтеза глутатиона 
[2].  
  Реакция конъюгации различных ксенобиотиков с восстановленным глутатионом ката-
лизируется ферментами глутатион-S-трансферазами. Каталитическая активность GST обеспе-
чивает прямую регенерацию липоперекисей в мембранах, без предварительного фосфоли-
пазного гидролиза, снижая последствия окислительного стресса и эндогенной интоксикации 
[5]. Сочетание антиоксидантных свойств и способности активировать транскрипцию генов, в 
том числе некоторых антиоксидантных ферментов, а также ингибировать редокс-зависимые 
пути активации апоптоза свидетельствует о важном вкладе GST в антиоксидантную защит-
ную систему, что повышает устойчивость клеток к окислительному стрессу [8].  

Таким образом, токсические поражения печени представляют важную проблему со-
временной медицины, в связи с чем возникает необходимость в дальнейшем изучении 
этиологии, патогенеза, диагностики, лечения и профилактики данной группы заболеваний. 

Цель исследования заключалась в оценке уровня экспрессии генов Gclc и Gstt у крыс с 
индуцированным острым токсическим гепатитом при различных дозах и времени затравки 
ТХМ. 

 
Материалы и методы. 
Моделирование острого токсического гепатита у белых беспородных крыс-самцов про-

водили путем подкожного введения 50%-ного масляного раствора ТХМ (тетрахлорметан) из 
расчета 0,125-4 г/кг массы тела, однократно. Всего в опытах использовано 84 крысы (12 крыс 
в контрольной группе и 72 — в экспериментальной) с массой 170–190 г. Животные экспери-
ментальной группы были разделены на шесть подгрупп в зависимости от дозы введенного 
гепатотоксина (0,125 г/кг; 0,25 г/кг; 0,5 г/кг; 1 г/кг; 2 г/кг; 4 г/кг соответственно). Животным 
контрольной группы подкожно вводили оливковое масло. Условия содержания и кормления 
были одинаковы для всех групп животных. Экспериментальные исследования проводились 
в соответствии с базисными нормативными документами — рекомендациями Европейской 
конвенции по защите позвоночных животных, используемых для экспериментальных и дру-
гих целей [9].  Печень декапитированных крыс подвергали исследованию спустя 24 и 72 часа 
после затравки. Кусочки печени сразу после декапитации и вскрытия замораживали жидким 
азотом и заливали Extract RNA (ЗАО  «Евроген»). Для определения функционального состоя-

http://context.reverso.net/%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%B5%D0%B2%D0%BE%D0%B4/%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9-%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/%D0%B2+%D1%81%D0%B2%D1%8F%D0%B7%D0%B8+%D1%81+%D1%8D%D1%82%D0%B8%D0%BC+%D0%B2%D0%BE%D0%B7%D0%BD%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D0%B5%D1%82+%D0%BD%D0%B5%D0%BE%D0%B1%D1%85%D0%BE%D0%B4%D0%B8%D0%BC%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C
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ния печени использовались следующие методы: экстракция тотальной РНК тризолом, обрат-
ная транскрипция и ПЦР-амплификация в режиме реального времени на приборе Rotor Gene 
(QIAGEN). Анализ экспрессии генов в печени крыс в норме и при ХТГ проводили методов ПЦР 
в режиме реального времени с использованием олигонуклеотидных специфичных прайме-
ров фирмы «Евроген», содержащих интеркалирующий краситель SYBR Green. Нормирование 
уровня экспрессии проводили по гену Gapdh. Количественные данные обрабатывали по кри-
терию (t) Стьюдента и с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) . Ре-
зультаты считали достоверными при p < 0,05. 

 
 

Результаты и обсуждение.  
Нами было проанализировано изменение экспрессии генов Gclc и Gstt в ответ на ТХМ-

индуцированный окислительный стресс. В эксперименте, длившемся 24 часа, достоверных 
различий уровня экспрессии гена Gclc между экспериментальными группами и группой 
контроля не обнаружено (р>0,05) (график 1). 

Небольшое снижение уровня мРНК отмечалось лишь в группах с минимальной и 
максимальной дозой ТХМ (в -1,5 и -1,6 раза соответственно). Однако спустя 72 часа после 
затравки ТХМ были зарегистрированы значительные изменения активности гена Gclc. При 
повышении дозы от 0,125 до 4 г/кг отмечается закономерное снижение кратности экспресии 
гена. При этом минимальное значение экспрессии  (в 14,4 раза ниже исходного) наблюдает-
ся при максимальной дозе гепатотоксина 4 г/кг (F=15,6,p=0,001). 

 
График 1. Кратность экспрессии гена Gclc при 24- и 72-часовых  
воздействиях различных доз ТХМ  

 
Анализ экспрессии гена Gstt при 24-часовом эксперименте не показал достоверных 

различий уровня экспрессии между экспериментальными группами и группой контроля 
(график 2).  
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График 2. Кратность экспрессии гена Gstt при 24- и 72-часовых  
воздействиях различных доз ТХМ  

При повышении дозы ТХМ от 0,125 до 1 г/кг наблюдалось плавное увеличение 
кратности экспрессии с максимальным ее значением при дозе 1 г/кг (3,47; F=2,28; р=0,06). В 
дальнейшем прослеживалось незначительное снижение экспрессии с 3,47 при дозе 1 г/кг до 
1,12 при 4 г/кг.  

Кратность экспрессии гена Gstt при 72-часовом эксперименте характеризуется 
незначительными  изменениями в диапазоне от -1,90 до 1,37.  Однако отмеченные различия 
не достигли уровня статистической значимости (p>0,05).  

Известно, что свободные радикалы, образующиеся при метаболизме ТХМ в большом 
количестве, активируют процессы перекисного окисления, тем самым приводя к декомпен-
сации АОС [7]. Такие нарушения проявляются, прежде всего, в снижении концентрации ос-
новных антиокислительных ферментов, таких как каталаза, глутатионпероксидаза и др., а 
также внутрипеченочной концентрации глутатиона [10]. 

В нашем исследовании уровень экспрессии гена GCLC через 24 часа после введения 
ТХМ значимо не отличался между исследуемыми группами и относительно контроля, что, 
вероятнее всего, связано с тем, что детоксикация ТХМ на данной стадии осуществляется в 
основном ферментативным звеном антиоксидантной системы и требует активации системы 
GSH. Однако спустя 3 суток после затравки ТХМ нами были получены данные о достоверном 
снижении уровня экспрессии гена Gclc, что может свидетельствовать о прогрессирующих де-
структивных процессах, протекающих в печени, и истощении системы GSH.  

При изучении кратности экспрессии Gstt в печени крыс мы наблюдали тенденцию к по-
вышению экспрессии в зависимости от дозы, что, скорее всего, было обусловлено повыше-
нием концентрации свободных радикалов, которые, в свою очередь, приводят к фосфори-
лированию NRF2. После этого он соединяется с промотором Gstt и активирует его экспрес-
сию, которая необходима для детоксикации и метаболизма ксенобиотиков [10]. Интересно 
отметить, что максимум этой экспрессии наблюдается при дозах 1 и 2 г/кг, тогда как при 
увеличении дозы до 4 г/кг экспрессия данного гена не повышается, что мы связываем с ме-
таболической депрессией в гепатоцитах, которая обусловлена декомпенсацией АОС, вслед-
ствие чего гепатоциты теряют свою синтетическую функцию и не могут синтезировать глута-
тион-трансферазы. 

Экспериментально нами показано, что активность генов Gclc и Gstt изменяется  в зави-
симости от продолжительности эксперимента и дозы введенного гепатотоксина.  
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