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Цель работы – оценка потенциала использования уровня мРНК гена Nos2 в качестве маркера фибро-
генеза у крыс на различных стадиях фиброза и цирроза печени, вызванных тиоацетамидом. Материалы и 
методы. В эксперименте использовали 117 половозрелых крыс-самцов Wistar массой 190–210 г. Фиброз и 
цирроз печени индуцировали раствором тиоацетамида (путем введения в желудок с помощью зонда в дозе 
200 мг на 1 кг массы тела животного 2 раза в неделю). Динамику процесса изучали в 9 временных точках 
в течение 17 недель. Уровень мРНК гена Nos2 в печени выявляли методом полимеразной цепной реакции в 
режиме реального времени. Степень фиброза определяли в гистологических срезах, окрашенных по мето-
ду Маллори, согласно полуколичественной шкале K.G. Ishak. Результаты. В печени животных на протяже-
нии всего эксперимента мРНК гена Nos2 практически не реагировала на фиброгенез, индуцированный тио-
ацетамидом. На начальной стадии фиброза (F1) отмечалось незначительное увеличение уровня мРНК гена 
Nos2 – в пределах 5 %. Интенсивное развитие фиброза (F2–F4/F5) и увеличение выработки компонентов 
внеклеточного матрикса сопровождались ростом уровня мРНК гена Nos2 с пиковым значением, в 1,69 раза  
(р < 0,05) превышающим стартовое (значение контрольной группы). В точке перехода фиброза в цирроз (F5) 
наблюдалось снижение уровня мРНК гена-мишени, а на стадии достоверного цирроза (F6) – последующее 
падение данного показателя ниже стартового. Таким образом, согласно полученным данным, наибольшим по-
тенциалом в качестве маркера фиброгенеза печени мРНК гена Nos2 обладает на стадии развитого фиброза, 
однако не может выступать как маркер на ранних его стадиях. Также невозможно использовать уровень мРНК 
гена Nos2 в качестве маркерного параметра при оценке степени цирроза и динамики его развития. 
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Монооксид азота (NO) представляет собой 
сигнальную молекулу, выполняющую опреде-
ленные функции в периоды роста, дифферен-

цировки и апоптоза клеток. Признана его роль в 
патогенезе многих заболеваний [1, 2]. NO синте-
зируется тремя изоформами NO-синтаз (NOS). 
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Две изоформы NOS (нейрональная nNOS/NOS1 
и эндотелиальная eNOS/NOS3) являются кон-
ститутивными, а третья – индуцибельной (iNOS/
NOS2). При физиологической норме экспрессия 
белка NOS2 в большинстве клеток отсутствует, 
индуцируется она бактериальными липополиса-
харидами и воспалительными цитокинами [2, 3].

В здоровой печени небольшое количество 
NO, синтезируемое NOS3, необходимо для под-
держания гомеостаза и защиты от патологиче-
ских состояний. NO, продуцируемый NOS2, во-
влечен в патогенез многих заболеваний данного 
органа, включая фиброз, и образуется преиму-
щественно в гепатоцитах и звездчатых макрофа-
гах (клетки Купфера) [4, 5]. Несколькими года-
ми ранее сообщалось о синтезе NOS2 и другими 
клетками печени: эндотелиоцитами синусоид-
ных капилляров, перисинусоидными клетками, 
холангиоцитами [6]. 

У пациентов с вирусным гепатитом выявлена 
положительная корреляционная связь между экс-
прессией белка NOS2 в печени и фиброзом [7]. 
В печени экспериментальных животных, содер-
жащихся на диете с большим количеством жира, 
отмечено повышение экспрессии мРНК Nos2 [8, 
9]. В ряде работ показано, что повреждение пече-
ни мышей и крыс четыреххлористым углеродом 
(CCl4) приводит к росту уровня мРНК Nos2 [10–
12]. Селективный ингибитор Nos2 (FR260330) 
вызывал процесс регресса фиброза печени у 
крыс после перорального введения [13].

Индукция экспрессии мРНК Nos2, актива-
ция фермента и последующая продукция NO 
представляют собой многостадийный процесс, 
подвергающийся сложной регуляции на всех 
уровнях [2, 14]. Мигрирующие в печень гемопо-
этические стволовые клетки костного мозга при 
фиброзе секретируют провоспалительные ци-
токины [15]. Предположительно, эти цитокины 
способны индуцировать синтез Nos2 в клетках, 
но нельзя исключать и другие, в настоящее вре-
мя не известные стимулы.

Вышеуказанные данные свидетельствуют, 
что Nos2 выполняет определенную роль в фи-
брогенезе печени. К сожалению, молекулярно-
клеточный механизм, с помощью которого Nos2 
способствует прогрессированию фиброза, до 

конца не понятен. Сопоставляя данные иссле-
дователей, невозможно сделать конкретные вы-
воды – в частности, какие клетки секретируют 
Nos2 и что их побуждает к выполнению данной 
функции. 

В данной работе мы поставили перед собой 
цель оценить потенциал использования уровня 
мРНК Nos2 в качестве маркера фиброгенеза у 
крыс на различных стадиях фиброза и цирроза 
печени, вызванных тиоацетамидом. В изучен-
ной литературе подобные публикации отсут-
ствуют.

Материалы и методы. В эксперименте ис-
пользовали 117 половозрелых крыс-самцов Wistar 
массой 190–210 г. Протокол исследования был 
одобрен на заседании Комиссии по биоэтике и 
гуманному обращению с лабораторными жи-
вотными при учреждении образования «Витеб-
ский государственный ордена Дружбы народов 
медицинский университет» (протокол № 6 от 
03.01.2019). Фиброз и цирроз печени у животных 
индуцировали свежеприготовленным раствором 
тиоацетамида (ТАА), который вводили в желудок 
с помощью зонда в дозе 200 мг на 1 кг массы тела 
животного 2 раза в неделю в течение 17 недель.  
С использованием генератора случайных чисел 
животных разделили на 9 групп (по 12 особей в 
каждой) – контрольную и 8 опытных в зави-
симости от длительности воздействия ТАА: 
3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 и 17 недель. Крысы кон-
трольной группы получали воду без ТАА в 
аналогичном объеме. Во время эксперимента 
погибло 9 животных.

Забор биологического материала и пробо-
подготовка. Животных выводили из экспери-
мента согласно разделению по группам. Сразу 
после декапитации из большой левой доли пече-
ни крыс скальпелем забирали фрагменты органа 
диаметром не более 5 мм. Работу проводили при 
температуре +20 °С с жестким соблюдением 
временных интервалов – манипуляции с одним 
животным занимали 100–140 с. 

После забора образцы помещали в крио-
пробирки и далее в жидкий азот для транспор-
тировки и хранения непосредственно до начала 
процедуры выделения суммарной РНК. Гомоге-
низацию отобранного материала осуществляли 
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с использованием фарфоровых ступок и пести-
ков в присутствии жидкого азота, не допуская 
размораживания ткани. 

Выделение суммарной РНК и обратная 
транскрипция. Выделение суммарной РНК 
осуществляли из всех образцов каждой груп-
пы животных одновременно, с соблюдением 
временных рамок от группы к группе. Анализ 
каждой фракции клеток обладает большим по-
тенциалом, однако в настоящем исследовании 
его не выполняли. Работали с навесками ор-
гана порядка 20–50 мг. Непосредственно по-
сле приготовления препараты замораживали в 
жидком азоте. (Многие авторы по ряду порой 
не зависящих от них причин опускают эту ин-
формацию или предоставляют ее в ограничен-
ном формате, что не позволяет сделать выво-
ды о качестве забора и первичной подготовки 
биоматериала.) 

Суммарную РНК из исследуемых образцов 
печени выделяли с помощью набора реагентов 
«АртРНК MiniSpin» («АртБиоТех», Беларусь) 
согласно протоколу производителя. После этой 
процедуры и очистки суммарную РНК элюиро-
вали с мини-колонок с помощью свободной от 
РНКаз воды высокой степени очистки (сопро-
тивление – 18,2 МОм/см), входящей в состав 
набора. Контроль качественных характеристик 
образцов выполняли путем электрофореза в 
агарозном геле (выборочно) без денатуриру-
ющих условий (однократный трис-ацетатный 
буфер, 2 %-й агарозный гель). Количество сум-
марной РНК после выделения определяли с 
помощью спектрофотометрии (длина волны – 
260 нм, спектрофотометр Specord 250 (Analytic 
Jena, Германия)). Выборочно снимали спектр 
поглощения 220–340 нм. 

Синтез кДНК проводили с использовани-
ем олиго-dТ-праймеров и набора реагентов 
ArtMMLV Total («АртБиоТех») в соответствии 
с инструкцией производителя. Для одной реак-
ции применяли одинаковое стартовое количе-
ство суммарной РНК – 200 нг. 

Метод полимеразной цепной реакции в 
режиме реального времени (ПЦР-РВ). При 
ПЦР-РВ использовали реагенты производства 
«Праймтех» (Беларусь). Конечный объем реак-

ционной смеси составил 25 мкл, она содержала 
все необходимые компоненты: 2 мМ хлорида 
магния, 0,1 мМ смеси дезоксинуклеотидтри-
фосфатов, 500 нМ олигонуклеотидов, включая 
зонд для ПЦР-РВ, 1,25 ед. термостабильной 
Taq-ДНК-полимеразы с соответствующим бу-
ферным раствором. Режим термоциклирова-
ния: +95 °С – 2 мин, затем 40 циклов: +95 °С – 
5 с, +60 °С – 45 с. Детекция сигнала осущест-
влялась по каналу FAM после каждого цикла. 
В работе использовали прибор CFX96 Touch 
(BioRad, США). Эффективность реакций опре-
деляли с помощью метода стандартной кривой 
и серий разведений концентрированных образ-
цов кДНК с шагом 5 раз. Критерием удовлет-
ворительной эффективности считали не менее  
95 %. Все реакции проводили в триплетах.  
В каждой экспериментальной и контрольной 
группе все 12 образцов анализировали отдель-
но для получения наибольшей достоверности 
и учета внутригрупповой вариации, фенотипи-
ческой гетерогенности уровня экспрессии ге-
нов. Для оценки относительного уровня мРНК 
Nos2 применяли метод 2–∆∆Ct.

Выбор олигонуклеотидов. Использовали 
олигонуклеотидные праймеры и флуоресцент-
но-меченые зонды, универсальные для всех 
альтернативных сплайс-вариантов мРНК ге-
на-мишени, доступных в базе данных NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Выбор оли-
гонуклеотидных праймеров и зондов проводи-
ли в бесплатном онлайн-приложении Primer3 
v. 0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Уни-
кальность и специфичность полученных оли-
гонуклеотидов проверяли с помощью онлайн-
сервиса Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi). Перечень выбранных молекулярных 
мишеней и кандидатов в референсные гены 
представлен в табл. 1.

В случае наличия нескольких вариантов 
мРНК, перед началом дизайна проводили их 
выравнивание с помощью бесплатного про-
граммного пакета Ugene v. 33 (UniPro, Рос-
сия). Для дизайна использовали консерва-
тивные участки последовательности мРНК 
(позволяющие анализировать все известные 
альтернативные сплайс-формы мРНК сум-
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марно) с соблюдением правила о размеще-
нии одного или более олигонуклеотидов в 
месте соединения двух разных экзонов. По-

следовательности выбранных олигонукле-
отидных праймеров и зондов представлены  
в табл. 2.

Таблица 1
ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕНА-МИШЕНИ И КАНДИДАТОВ В РЕФЕРЕНСНЫЕ ГЕНЫ,  

ИСПОЛЬЗОВАННЫХ В ИССЛЕДОВАНИИ
CHARACTERISTICS OF THE TARGET AND CANDIDATE REFERENCE GENES USED IN THE STUDY

Ген Статус Идентификатор 
в базе NCBI

Референсная
последовательность

мРНК
Кодируемый белок

Nos2 Мишень 24599 NM_012611.3 Индуцибельная синтаза оксида азота 
(nitric oxide synthase 2)

Hprt1
Кандидат  

в референсные 
гены

24465 NM_012583.2
Гипоксантинфосфорибозилтранс-

фераза (hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1)

Sdha
Кандидат  

в референсные 
гены

157074 NM_130428.1

Субъединица А флавопротеина, 
входящего в комплекс 

сукцинатдегидрогеназы (succinate 
dehydrogenase complex flavoprotein 

subunit A)

Hes1*
Кандидат  

в референсные 
гены

29577 NM_024360.4
Фактор транскрипции 1 семейства 

bHLH (basic helix-loop-helix) 
(hes family bHLH transcription factor 1)

Примечание: * – ген Hes1 использован в качестве кандидата в референсные гены, поскольку в предварительных 
экспериментах показал высокий уровень стабильности экспрессии; первоначально рассматривался как ген-мишень. 

Таблица 2
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ СПЕЦИФИЧЕСКИХ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ ПРАЙМЕРОВ  

И ФЛУОРЕСЦЕНТНО-МЕЧЕНЫХ ЗОНДОВ, ИСПОЛЬЗОВАННЫХ В ИССЛЕДОВАНИИ
SEQUENCES OF SPECIFIC OLIGONUCLEOTIDE PRIMERS  

AND FLUORESCENT-LABELLED PROBES USED IN THE STUDY

Название гена Последовательность олигонуклеотида, 5’ → 3’ Модификация 5’/ 3’

Nos2_прямой TCACCCAGTTGTGCATCG –
Nos2_обратный AGGACCAGAGGCAGCACAT –
Nos2_зонд GGCTGGAAGCCCCGCTAT FAM/BHQ1
Hprt1_прямой GGACAGGACTGAAAGACTTGCT –
Hprt1_обратный ACAGAGGGCCACAATGTGAT –
Hprt1_зонд CATGAAGGAGATGGGAGGCC FAM/BHQ1
Sdha_прямой CCCACAGGTATCTATGGTGCT –
Sdha_обратный TTGGCTGTTGATGAGAATGC –
Sdha_зонд CATCACAGAAGGGTGCCGTG FAM/BHQ1
Hes1_прямой GAAAGATAGCTCCCGGCATT –
Hes1_обратный CGGAGGTGCTTCACTGTCAT –
Hes1_зонд CCAAGCTGGAGAAGGCAGACA FAM/BHQ1
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Морфологическое исследование. Образцы 
печени диаметром 5 мм помещали в 10 %-й 
раствор нейтрального формалина на фосфат-
ном буфере и фиксировали в течение 24 ч. За-
тем осуществляли обработку фиксированного 
материала с последующей заливкой в парафин 
с использованием автомата для гистологиче-
ской обработки ткани STP-120 и станции для за-
ливки ткани парафином EC-350 (Thermo Fisher 
Scientific, Германия). С помощью ротационно-
го микротома НМ 340Е (MICROM Laborgerate 
GmbH, Германия) изготавливали в среднем 
по 3-4 среза толщиной 4 мкм и помещали их 
на предметные стекла. Для получения обзор-
ных гистологических препаратов срезы печени 
окрашивали гематоксилином и эозином, а для 
выявления соединительной ткани – по методу 
Маллори в автоматическом программируемом 
приборе для цитологических и гистологических 
исследований HMS 70 (Thermo Fisher Scientific).

Морфометрический анализ гистологиче-
ских препаратов проводили с использованием 
компьютерных программ ImageScope Color и 
cellSens Standard на базе микроскопа OLYMPUS 
BX51 (Япония). Степень фиброза (F) опре-
деляли согласно полуколичественной шкале  
K.G. Ishak [16].

Статистический анализ. Результаты коли-
чественных измерений оценивали в программах 
Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США), IBM SPSS 
Statistics 23.0 (IBM Company, США), Microsoft 
Office Excel (Microsoft Corp., США). 

В выборках для каждой недели экспери-
мента определяли нормальность частотного 
распределения признака по критерию Лилли-
ефорса. Получали описательные статистики и 
представляли количественные эксперименталь-
ные данные в виде средних и их соответствую-
щих доверительных интервалов (М (95% ДИ: 
j-q)), медианы и значения 15-го и 85-го про- 
центилей (Ме (15%; 85%)). Об уровне стати-
стической значимости различий изучаемых 
признаков в группах с нормальным частотным 
распределением данных судили по t-критерию 
Стьюдента; в случае отличия выборок от нор-
мального частотного распределения использо-
вали U-критерий Манна–Уитни. 

Результаты
Морфологический анализ печени крыс.  

В печени контрольных животных степень фи-
броза по шкале K.G. Ishak соответствовала F0. 
Небольшое количество соединительной ткани 
выявлялось вокруг сосудов триад, централь-
ных и собирательных вен. 

Через 3 недели введения ТАА в гистоло-
гических препаратах отмечалось разрастание 
соединительной ткани вокруг портальных зон 
с формированием неполных септ (портальный 
фиброз, степень F1). Мостовидный фиброз не 
верифицировался.

На фоне дальнейшей интоксикации (5 и 7 не-
дель эксперимента) в печени крыс установлен 
портальный, мостовидный, местами центро-
лобулярный и диффузный перицеллюлярный 
фиброз. Его степень по шкале K.G. Ishak соот-
ветствовала F2/F3 и F3/F4.

По истечении 9 недель (степень фиброза 
F4/F5) выявлены обширные разрастания со-
единительной ткани вокруг портальных зон. 
В отдельных местах около портальных зон от-
мечались единичные сформированные ложные 
печеночные дольки. Данный этап эксперимен-
та рассматривали как начало процесса транс-
формации фиброза печени крыс в цирроз.

На следующем этапе эксперимента (11 не-
дель) в гистологических препаратах установле-
на диффузная перестройка паренхимы органа 
с формированием ложных печеночных долек. 
Степень фиброза соответствовала F5 (непол-
ный цирроз).

При продолжающейся затравке животных 
(13 недель) морфологически отмечено то-
тальное поражение органа (F6 – достоверный 
цирроз).

К концу эксперимента (15 и 17 недель) на-
блюдались: тотальное образование ложных пе-
ченочных долек разных диаметра и формы с 
интенсивными очаговыми лимфоидно-гистио-
цитарными инфильтратами; местами выражен-
ное разрастание соединительной ткани вокруг 
долек. 

Особо следует отметить, что во всех гисто-
логических препаратах жировая дистрофия не 
была выявлена.
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Динамика уровня мРНК гена Nos2. В лите-
ратурных источниках [10–12] при моделирова-
нии фиброза печени крыс исследователи часто 
отмечают рост уровня мРНК Nos2. Согласно 
полученным нами данным (без нормализации 
результатов ПЦР-РВ с применением референс-
ных генов), в ходе инициации и развития фи-
броза наблюдался рост уровня мРНК Nos2 с 
пиковыми значениями, в 3 (р < 0,05) и более 
раза превышающими контрольное (рис. 1).

При использовании стандартной нормали-
зации и часто применяемых в такого рода ис-
следованиях референсных генов (Hprt и Sdha) 
мы получили схожие значения уровня мРНК 
Nos2 в ходе фиброгенеза (рис. 2).

По сравнению с данными, представленны-
ми на рис. 1, на рис. 2 прослеживается немного 
больший рост уровня мРНК Nos2, однако он 
носит нелинейный характер (с несколькими 
пиками). Поскольку при нормализации дан-
ных ПЦР-РВ одним из требований к качеству 
референсного(ых) генов является минимальный 
отклик на условия эксперимента, то использова-
ние «стандартных» референсных генов мы по-
считали некорректным. На протяжении экспе-
римента (17 недель) уровень гена-мишени Nos2 

колебался в пределах 1,66 цикла (Cq, р < 0,05).  
В то же время колебания Hprt составили 
2,99 цикла (р < 0,05), что говорит о большем 
вовлечении референсного гена, чем гена-ми-

Рис. 1. Динамика уровня мРНК гена Nos2 (в сравне-
нии с контрольной точкой) при моделировании фиброза 
печени крыс тиоацетамидом с нормализацией данных 
относительно вносимого стартового количества мРНК 
перед этапом обратной транскрипции и ПЦР-РВ (200 нг 
на реакцию) 

Fig. 1. Nos2 mRNA level dynamics (compared to the 
reference point) in thioacetamide-induced rat liver fibrosis, with 
data normalized by the initial amount of mRNA before reverse 
transcription and real-time PCR (200 ng/reaction)

Рис. 2. Динамика уровня мРНК Nos2 (в сравнении с контрольной точкой) при моделировании 
фиброза печени крыс тиоацетамидом с нормализацией данных относительно референсных генов 
Hprt и Sdha 

Fig. 2. Nos2 mRNA level dynamics (compared to the reference point) in thioacetamide-induced rat 
liver fibrosis, with data normalized by the reference genes Hprt and Sdha

Lebedeva E.I. et al. J. Med. Biol. Res. (Biol. Sci.)
Nos2 mRNA as a Marker of Thioacetamide-Induced Liver Fibrogenesis... 2023, vol. 11, no. 2



168

шени Nos2, в ответ на экспериментальные ус-
ловия. Аналогичная ситуация наблюдалась и в 
случае Sdha – колебания в пределах 1,88 цикла 
(р < 0,05). При этом в зависимости от стадии 
фиброза уровень мРНК кандидатов в рефе-
ренсные гены изменялся скачкообразно. 

По итогам предварительного исследования 
из всех генов-кандидатов был выбран Hes1, 
показавший наименьший отклик на экспери-
ментальные условия (1,01 цикла), что соот-
ветствовало требованиям, предъявляемым к 
качеству референсных генов согласно прави-
лам MIQE [17].

В печени крыс на протяжении всего экс-
перимента уровень мРНК Nos2 практически 
не реагировал на фиброгенез печени, инду-
цированный ТАА (рис. 3). На начальных ста-
диях фиброза отмечались незначительные 
изменения уровня мРНК Nos2 – в пределах 
5 %, что мы считаем погрешностью. Ин-
тенсивное развитие фиброза и увеличение 
выработки компонентов внеклеточного ма-
трикса на 5–9-й неделях эксперимента со-
провождались ростом уровня мРНК Nos2 с 
пиковым значением, в 1,69 раза превышаю-
щим контрольное (р < 0,05; разница между 
контролем и 9-й неделей эксперимента со-
ставила 69 %). В точке перехода фиброза в 

цирроз (11 недель эксперимента) наблюда-
лось снижение уровня мРНК гена-мишени 
с последующим падением ниже стартового  
(в контрольной группе животных) к 13-й не-
деле эксперимента (стадия цирроза). 

Обсуждение. Уровень мРНК Nos2 и белка 
NOS2 авторы предшествующих работ изучали 
преимущественно на моделях фиброза, инду-
цированного четыреххлористым углеродом и 
диетой с высоким содержанием жира [8–12]. 
Найдены немногочисленные исследования, в 
которых применяли ТАА [18–21]. При модели-
ровании данной патологии ученые использова-
ли генетически гетерогенные группы (уровень 
SNP) крыс и мышей, разные диапазоны доз и 
концентраций, способы введения. Выражен-
ность патоморфологических изменений пе-
чени в работах варьировала. Использование 
различных вариантов эксперимента приводи-
ло к формированию портального фиброза, мо-
стовидного фиброза с неполными и полными 
соединительнотканными септами и редко со-
провождалось цирротическими изменениями 
[8–12, 19]. В изученной литературе не найдено 
работ, в которых экспрессия мРНК Nos2 иссле-
довалась в динамике фиброза. 

Печень является уникальным органом, в ко-
тором параллельно протекают патологические 

Рис. 3. Динамика уровня мРНК Nos2 (в сравнении с контрольной точкой) 
при моделировании фиброза печени крыс тиоацетамидом с нормализацией 
данных относительно референсного гена Hes1

Fig. 3. Nos2 mRNA level dynamics (compared to the reference point) in 
thioacetamide-induced rat liver fibrosis, with data normalized by the Hes1 
reference gene

Журн. мед.-биол. исследований (Биол. науки) Лебедева Е.И. и др.
2023. Т. 11, № 2  Уровень мРНК гена Nos2 как маркер фиброгенеза печени крыс...



169

изменения и процессы регенерации, срабаты-
вают компенсаторно-приспособительные ме-
ханизмы, происходит смена фенотипа клеток, 
молекулярного каскада сигнальных путей, ми-
кроРНК и прочих некодирующих РНК [22]. Мы 
изучали мРНК Nos2 во временных точках, при-
вязанных к стадиям фиброза. Очень вероятно, 
что при остром повреждении печени уровень 
экспрессии мРНК Nos2 может быть другой.

Особо следует отметить, что применение 
ТАА в отработанной нами опытным путем мо-
дели эксперимента не приводило к жировой 
дистрофии органа. Не упоминается о данной 
патологии у лабораторных животных и в дру-
гих исследованиях, в которых использовали 
ТАА [18–21]. Вместе с тем известно, что CCl4 
вызывает жировую дистрофию печени у лабо-
раторных животных [20–23]. Метаболизм аген-
тов, повреждающих данный орган, разный. 
ТАА является элективным гепатотоксином, 
известным с 1948 года. В печени ТАА окисля-
ется до ацетамида, который, в свою очередь, 
превращается в тиоацетамид-S-оксид. Послед-
ний связывается с макромолекулами, отвечаю-
щими за изменение проницаемости клеточной 
мембраны и поглощение ионов кальция. Это 
увеличивает объем ядер и ядрышек, снижает 
активность митохондрий и вызывает некроз. 
Данные процессы сопровождаются изменени-
ем конформации белков, липидов и усилением 
свободнорадикальных процессов. Механизм, с 
помощью которых ТАА вызывает повреждение 
печени, весьма сложен и далек от полного пони-
мания [19–21]. Окислительную биотрансфор-
мацию CCl4 осуществляют ферменты CYP2E1, 
CYP2B1, CYP2B2 и, возможно, CYP3A с обра-
зованием трихлорметильного радикала CCl3*. 
Этот радикал способен связываться с клеточ-
ными молекулами (нуклеиновые кислоты, бел-
ки, липиды), нарушая важнейшие клеточные 
процессы (например, метаболизм липидов с 
исходом в жировую дистрофию органа) [23]. 
Предположительно, в нашем исследовании ме-
таболиты ТАА запускают другие, не изученные 
в настоящее время молекулярные механизмы 
повреждения, а экспрессия мРНК Nos2 остает-
ся на прежнем уровне.

По данным современной научной литера-
туры, при патологиях печени ген Nos2 инду-
цируется преимущественно звездчатыми ма-
крофагами и гепатоцитами [4, 5]. Звездчатые 
макрофаги обладают пластичностью (способ-
ностью к поляризации и перепрограммирова-
нию) и в ответ на смену сигналов микроокруже-
ния изменяют свой фенотип [24]. Это приводит 
к смене функций звездчатых макрофагов. Ве-
роятно, в рамках проведенного нами экспери-
мента мРНК Nos2 усиленно индуцировался в 
гепатоцитах. Уменьшение количества гепато-
цитов при фиброгенезе сохраняло экспрессию 
мРНК гена практически на одном уровне во 
всех исследуемых временных точках.

Авторы работ [24, 25] изучали уровень 
мРНК Nos2 в культуре клеток. Для каких-то 
определенных целей это оправданно, но прово-
дить глубокие фундаментальные исследования 
и выявлять фармакологический эффект лекар-
ственных средств необходимо в естественных 
условиях при сохранности системного крово-
тока, микроциркуляторного русла, иннервации, 
гематопаренхиматозных барьеров, воспроиз-
ведение которых в настоящее время методом  
in vitro невозможно.

Во всех встреченных нами работах [8–12], где 
оценивался уровень мРНК Nos2, мало внимания 
уделено нормализации данных ПЦР-РВ. Мы счи-
таем, что это является одной из основных причин 
накопления противоречивых данных и сильной 
вариации значений индукции Nos2 при фиброге-
незе. Однако можно отметить тенденцию к росту 
уровня мРНК Nos2 при воздействии большинства 
токсических агентов. Это свидетельствует о том, 
что мРНК этого гена тем или иным путем вовле-
кается в процессы фиброгенеза. 

Таким образом, согласно нашим данным, 
наибольшим потенциалом в качестве маркера 
повреждения печени мРНК Nos2 обладает на 
стадии развитого фиброза, однако не может вы-
ступать как маркер на ранних его стадиях. Также 
невозможно использовать уровень мРНК Nos2 в 
качестве маркерного параметра при оценке сте-
пени цирроза и динамики его развития. 
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Nos2 mRNA AS A MARKER OF THIOACETAMIDE-INDUCED  
LIVER FIBROGENESIS IN RATS

The aim of this paper was to evaluate the potential of the mRNA level of the Nos2 gene as a marker 
of fibrogenesis in rats at different stages of thioacetamide-induced liver fibrosis and cirrhosis. Materials 
and methods. The experiment involved 117 mature male Wistar rats weighing 190–210 g. Liver fibrosis 
and cirrhosis were induced by a thioacetamide solution administered through a gastric catheter at a 
dose of 200 mg per 1 kg of body weight 2 times a week. The dynamics of the process was studied 
at 9 timepoints over the course of 17 weeks. Nos2 mRNA level in the liver was detected by means 
of real-time polymerase chain reaction. The stage of fibrosis was determined in histological sections 
stained using the Mallory method according to the Ishak semi-quantitative scale. Results. Throughout 
the experiment, Nos2 mRNA had practically no reaction to the thioacetamide-induced liver fibrogenesis. 
At the mild fibrosis stage (F1), an insignificant rise in the level of Nos2 mRNA was noted (within 5 %). 
Intensive development of fibrosis (F2–F4/F5) and an increase in the production of extracellular matrix 
components were accompanied by an increase in the level of Nos2 mRNA with a peak value exceeding 
the initial level (control group value) by the factor of 1.69 (р < 0.05). At the point of transition of fibrosis 
to cirrhosis (F5), a decrease in the level of mRNA of the target gene was observed, and at the stage of 
definite cirrhosis (F6), a subsequent drop below the initial level was detected. Thus, according to the 
data obtained, Nos2 mRNA has the greatest potential as a marker of liver fibrogenesis at the stage of 
advanced fibrosis, but cannot act as a marker at the early stages. Moreover, Nos2 mRNA level cannot 
be used as a marker when assessing the degree of cirrhosis and its development dynamics.

Keywords: rat liver, thioacetamide, markers of liver fibrogenesis, real-time polymerase chain reaction, 
Nos2 mRNA expression.
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