
221БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 221–228

Трусов Н.В., Балакина А.С., Мжельская К.В.,  
Никитин Н.С., Аксенов И.В., Гусева Г.В., Тутельян В.А.  

«Влияние ресвератрола на развитие неалкогольной жировой болезни  
печени у крыс, получавших высокожировой высокофруктозный рацион»

https://doi.org/10.33647/2713-0428-20-3E-221-228

ВЛИЯНИЕ РЕСВЕРАТРОЛА НА РАЗВИТИЕ НЕАЛКОГОЛЬНОЙ 
ЖИРОВОЙ БОЛЕЗНИ ПЕЧЕНИ У КРЫС, ПОЛУЧАВШИХ 
ВЫСОКОЖИРОВОЙ ВЫСОКОФРУКТОЗНЫЙ РАЦИОН 

Н.В. Трусов*, А.С. Балакина, К.В. Мжельская, Н.С. Никитин, И.В. Аксенов,  
Г.В. Гусева, В.А. Тутельян

ФГБУН «Федеральный исследовательский центр питания, биотехнологии и безопасности пищи» 
109240, Российская Федерация, Москва, Устьинский пр-д, 2/14

Многие исследования указывают на способность полифенола ресвератрола (РЕС) оказывать 
благотворное влияние на заболевания печени, в т. ч. на неалкогольную жировую болезнь печени 
(НАЖБП). Липогенез de novo в печени рассматривается как один из возможных молекулярных 
механизмов развития ожирения и НАЖБП. Целью данной работы было изучение влияния РЕС 
на  развитие НАЖБП и оценка экспрессии генов ключевых ферментов углеводного и  липидного 
обмена у крыс, получавших рацион с высоким содержанием жира и фруктозы (ВЖВФР). В течение 
10  недель контрольная группа крыс-самцов Wistar получала стандартный рацион и  воду; три 
опытные группы — ВЖВФР. Крысы 2-й и 3-й опытных групп получали РЕС в суточной дозе 
10  и  100  мг/кг массы тела соответственно. Проводили гистологическое исследование печени 
и изучали экспрессию генов ферментов углеводного (Khk, Gck, Pklr) и липидного (Acaca, Fasn, Scd) 
обмена, а  также факторов транскрипции (Mlxipl, Srebf1, Ppara). Потребление ВЖВФР приводило 
к развитию НАЖБП, что сопровождалось увеличением экспрессии гена Gck, снижением — Pklr, 
Acaca, Fasn, Scd. РЕС в обеих дозах не оказал влияния на развитие НАЖБП, а также на экспрессию 
изучаемых генов.
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The beneficial effect of polyphenol resveratrol (RES) on liver diseases, including non-alcoholic fatty liver 
disease (NAFLD), has been reported in numerous studies. De novo lipogenesis in the liver is considered 
as  one of the possible molecular mechanisms for the development of obesity and NAFLD. This work 
aimed to study the effect of RES on the development of NAFLD and to evaluate the expression of car-
bohydrate and lipid metabolic key enzymes genes in rats fed on a high-fat high-fructose diet (HFHFrD). 
For 10 weeks, the control group of Wistar male rats received a standard diet and water; three experimental 
groups were fed on HFHFrD. The rats in the 2nd and 3rd experimental groups received RES at a daily dose 
of 10 and  100 mg/kg body weight, respectively. A histological examination of the liver was carried out 
and the expression of carbohydrate (Khk, Gck, Pklr) and lipid (Acaca, Fasn, Scd) metabolizing enzymes 
and transcription factors (Mlxipl, Srebf1, Ppara) genes was studied. The consumption of HFHFrD led 
to the development of NAFLD, accompanied by an increase in Gck gene expression, a decrease in Pklr, 
Acaca, Fasn, Scd. RES in both doses had no effect on the development of NAFLD, as well as on the ex-
pression of the studied genes.
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Введение
Малоподвижный образ жизни и значи-

тельное увеличение в рационе населения 
насыщенных жиров и простых углеводов 
сопровождается в последние десятилетия 
существенным ростом распространённости 
неалкогольной жировой болезни печени 
(НАЖБП), которая характеризуется разви-
тием гепатостеатоза, фиброза, внутрилобу-
лярного (лобулярного) воспаления и бал-
лонной дистрофии гепатоцитов. Липогенез 
de novo в печени рассматривается как один 
из возможных молекулярных механизмов 
развития ожирения и НАЖБП. Он связан 
с ферментами ацетил-КоА карбоксилазой, 
синтазой жирных кислот и стеароил-КоА 
десатуразой, катализирующими переход 
ацетил-КоА в малонил-КоА и далее в ацил-
КоА с последующим образованием моно-
ненасыщенных жирных кислот соответ-

ственно. Интенсивность синтеза жирных 
кислот из углеводов во многом обусловле-
на доступностью субстратов для липоге-
неза de novo, что в свою очередь зависит 
от функционального состояния ферментов 
гликолиза: кетогексокиназы и глюкокина-
зы, обеспечивающих начальную метабо-
лическую активацию фруктозы и глюкозы 
соответственно, а также пируваткиназы, 
катализирующей конечный этап гликоли-
за, — превращение фосфоенолпирувата 
в пируват. Важную роль в липидном об-
мене играют транскрипционные факторы 
SREBP-1c и ChREBP (повышающие экс-
прессию генов ферментов гликолиза и ли-
погенеза), а также PPARα (стимулирующий 
β-окисление жирных кислот) [11].

Некоторые экспериментальные и кли-
нические исследования указывают на спо-
собность полифенола ресвератрола (РЕС) 
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(3,4',5 тригидроксистильбена), основны-
ми источниками которого в рационе че-
ловека являются виноград, вино, арахис, 
фисташки, черника, клюква, какао, ока-
зывать благоприятное воздействие на за-
болевания печени, включая НАЖБП [5, 6, 
10]. Однако данные, описывающие влия-
ние РЕС на экспрессию ключевых генов 
углеводного и липидного обмена на фоне 
высокожирового высокофруктозного раци-
она (ВЖВФР) (имитирующего широко рас-
пространённый «западный» тип питания), 
фрагментарны, а информация о комплекс-
ном воздействии на указанные группы ге-
нов практически отсутствует.

Материалы и методы
Все экспериментальные процедуры прово-

дились в соответствии с рекомендациями 
«Международные руководящие принципы 
биомедицинских исследований на живот-
ных», разработанными Советом междуна-
родных научных медицинских организаций, 
и «Руководством по уходу и использованию ла-
бораторных животных» (the Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals, 8th edition).

Четырёхнедельные самцы крыс Wistar 
были получены из филиала «Столбовая» 
ФГБУН «Научный центр биомедицин-
ских технологий ФМБА России» (Москов-
ская обл.). Животным давали одну неделю 
на акклиматизацию. Крыс размещали пара-
ми в помещении при температуре 22±2°С 
при 12-часовом цикле свет/темнота. 
Ежедневно измеряли потребление рациона 
и р-ра фруктозы.

Крысы были разделены на четыре груп-
пы (n=6 в группе). В течение 10 недель 
контрольную группу кормили стандартным 
рационом (12% жира по калорийности) 
и водой; три опытные группы — высоко-
жировым высокофруктозным рационом 
(ВЖВФР) (52% жира по калорийности 
и 20% р-р фруктозы вместо питьевой воды). 
Крысы двух опытных групп (ВЖВФР + 
РЕС10 и ВЖВФР + РЕС100) получали 

РЕС в суточной дозе 10 и 100 мг/кг массы 
тела соответственно. Выбранные дозы РЕС 
были сопоставимы с дозами, используемы-
ми в экспериментах на модельных живот-
ных и в исследованиях на добровольцах 
[8]. Животных выводили из эксперимента 
после 16-часового голодания путём декапи-
тации под эфирным наркозом.

Образцы печени фиксировали в 10% за-
буференном формалине, заливали парафи-
ном, нарезали на микротоме и окрашивали 
гематоксилином и эозином (для обзорного 
осмотра) и по Ван-Гизону (для определе-
ния соединительной ткани) по стандарт-
ным методикам [3]. Гистологические 
образцы анализировали на оптическом 
микроскопе AxioImager Z1 («Karl Zeiss», 
Германия) с камерой AxioCamHRc («Karl 
Zeiss», Германия). Для получения и анализа 
окрашенных срезов тканей при 100-крат-
ном увеличении использовали программу 
AxioVision Rel.4.8 («Karl Zeiss», Германия), 
оценивали по полуколичественной шкале 
SAF [4]. Данные с каждого слайда объе-
диняли для определения медианы баллов 
в каждой группе.

Образцы печени немедленно заморажи-
вали и хранили при температуре –80°C. 
Тотальную РНК из ткани печени выде-
ляли с помощью TRI Reagent («Sigma-
Aldrich», США) в соответствии с инструк-
циями производителя. Концентрацию РНК 
определяли методом спектрофотометрии. 
Экспрессию мРНК целевых генов опре-
деляли методом TaqMan ПЦР в реальном 
времени с флуоресцентным красителем 
FAM. После выделения и определения кон-
центрации, 2 мкг очищенной РНК подвер-
гали обратной транскрипции для синтеза 
комплементарной ДНК. Далее, с использо-
ванием праймеров и зондов для кетогексо-
киназы (Khk), глюкокиназы (Gck), пируват-
киназы (Pklr), ацетил-КоА карбоксилазы 
(Acaca), синтазы жирных кислот (Fasn), 
стеароил-КоА десатуразы (Scd), транс-
крипционных факторов SREBP-1c (Srebf1), 
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Рис. 1. Репрезентативные микрофотографии печени крыс (область портального тракта, ув. ×100). Степень 
развития неалкогольной жировой болезни печени (НАЖБП) соответствует медиане выраженности соответ-
ствующих признаков в указанной группе крыс. Статистически значимые различия между группами обозначены 
разными буквами — a и b. 
Fig. 1. Representative microphotographs of the rat liver (portal tract area, magn.×100). The score of non-alcoholic 
fatty liver disease (NAFLD) corresponds to the median of the relevant characteristics in the specified group of rats. 
Statistically significant differences between groups are indicated by different letters (a and b).

ChREBP (Mlxipl), PPARa (Ppara), а так-
же генов домашнего хозяйства (β-актин 
(Actb) и GAPDH (Gapdh)), произведённых 
в компании «ДНК-синтез» (Россия), про-

водили ПЦР на приборе CFX96 Real-Time 
PCR Detection System («Bio-Rad», США), 
как описано ранее [9]. Экспрессию мРНК 
оценивали по отношению к Actb и Gapdh 
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и определяли методом 2-ΔΔCT. Данные ана-
лизировали с помощью теста Краскела  — 
Уоллиса с последующим пост-хок тестом 
Данна с использованием программного 
обеспечения Prism («GraphPad», США).

Результаты исследований
Гистологическое исследование не выя-

вило отклонений в структуре печени крыс 
контрольной группы (S0A0F0) (рис. 1). 
Морфологические признаки НАЖБП на-
блюдались в печени крыс всех опытных 
групп, получавших ВЖВФР, при значитель-
ных внутригрупповых различиях в их выра-
женности. В печени крыс первой опытной 
группы (ВЖВФР) выявлены стеатоз и бал-
лонная дистрофия гепатоцитов без фибро-
за (S1A1F0). РЕС не оказал статистически 
значимого влияния на морфологические 
изменения в печени крыс, получавших 
ВЖВФР. Однако у крыс, получавших РЕС 
в дозе 10 мг/кг массы тела, отмечена тен-
денция к более выраженной инфильтрации 
лимфоплазмоцитарными элементами вну-
три печёночных долек (S1A2F0), а в дозе 
100 мг/кг массы тела — к незначительному 
усилению стеатоза и баллонной дистрофии 
гепатоцитов (S2A2F0) по сравнению с кры-
сами, получавшими ВЖВФР без РЕС.

Для поиска молекулярных механизмов 
гепатостеатоза в печени крыс изучали экс-
прессию генов ферментов углеводного (Khk, 
Gck, Pklr) и липидного (Acaca, Fasn, Scd) 
обмена, а также транскрипционных фак-
торов SREBP-1c (Srebf1), ChREBP (Mlxipl), 
PPARα (Ppara) (рис. 2). Как показано 
на рис.  2А, у крыс, получавших ВЖВФР, 
наблюдалась тенденция к снижению уров-
ня мРНК кетогексокиназы (Khk, фруктоки-
назы) (на  34%, p=0,076) и статистически 
значимое повышение уровня мРНК глюко-
киназы (Gck) (на 2085%) и снижение уров-
ня мРНК фермента печени пируваткиназы 
(Pklr) (79%) по сравнению с контрольной 
группой. В то же время наблюдалось по-
давление экспрессии генов всех изученных 

ферментов de novo липогенеза: ацетил-
КоА карбоксилазы альфа (Acaca) (на 70%), 
синтазы жирных кислот (Fasn) (на 84%) 
и стеароил-КоА десатуразы (Scd) (на 97%) 
(рис.  2В). Уровень мРНК факторов транс-
крипции PPARα, ChREBP и SREBP-1c 
не претерпел значительных изменений 
(рис.  2C). РЕС статистически значимо 
не изменял экспрессию генов по сравнению 
с ВЖВФР, однако наблюдалась тенденция 
к снижению уровня мРНК глюкокиназы 
(Gck), наиболее выраженной при исполь-
зовании РЕС в дозе 100 мг/кг/сут (на 51%, 
p=0,096).

Обсуждение результатов
Анализ литературных данных не позво-

ляет сделать однозначный вывод о влиянии 
РЕС при НАЖБП, в т. ч. на экспрессию 
генов ферментов углеводного и липидно-
го обмена и участвующих в их регуляции 
транскрипционных факторов, что может 
быть связано с различными условиями 
эксперимента (состав рациона, доза РЕС, 
период кормления и т. д.). РЕС в суточной 
дозе 100 мг/кг м.т. в течение 4 недель сни-
жал уровень триглицеридов и уменьшал 
проявления НАЖБП, но не влиял на экс-
прессию генов ацетил-КоА карбоксилазы, 
синтазы жирных кислот, стеароил-КоА 
десатуразы, а также SREBP-1c и PPARα 
в печени мышей, получавших высокожи-
ровой рацион (60% жира по калорийности) 
[5]. У крыс, получавших рацион с высоким 
содержанием жира (45% жира), РЕС в дозе 
30 мг/кг/сут в течение 6 недель приводил 
к снижению активности ацетил-КоА кар-
боксилазы в печени, не влияя на активность 
синтазы жирных кислот и экспрессию ге-
нов транскрипционных факторов PPARα 
и SREBP-1c [1]. В работе [10] добавление 
РЕС в дозе 100 мг/кг/сут в течение 10 не-
дель уменьшало выраженность НАЖБП 
за счёт снижения экспрессии генов SREBP-1c 
и синтазы жирных кислот в печени крыс, 
получавших высокожировой рацион (59% 
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Рис. 2. Уровень мРНК генов ферментов углеводного (А) и липидного (B) обмена, а также транскрипционных 
факторов (С) в печени крыс, получавших высокожировой высокофруктозный рацион (ВЖВФР) и ресвератрол 
(РЕС). 1 — контрольная группа; 2 — ВЖВФР; 3 — ВЖВФР+РЕС в дозе 10 мг/кг м.т.; 4 — ВЖВФР+РЕС в дозе 
100 мг/кг м.т. (в % от контроля). Данные представлены в виде медианы, интерквартильного размаха, мак-
симального и минимального значения. Уровень мРНК целевых генов в опытных группах (2, 3 и 4) определяли 
относительно уровней мРНК генов Actb и Gapdh методом ПЦР в реальном времени по сравнению с медианными 
значениями в контрольной группе (1). Статистически значимые различия (p˂0,05) между группами обозначены 
разными буквами (a и b).
Fig. 2. Gene expression of carbohydrate (A), lipid metabolizing enzymes (B) and transcription factors (C) in the liver 
of rats fed on high fat high-fructose diet and resveratrol. 1 – control group; 2 – high-fat high-fructose diet (HFHFrD); 3 – 
HFHFrD + 10 mg resveratrol/kg b.w.; 4 – HFHFrD + 100 mg resveratrol/kg b.w. (in % of control). Results are expressed 
as median, interquartile range, maximum and minimum values. mRNA abundance related to Actb and  Gapdh was 
determined using real-time PCR. The data are presented relative to the median of the control group (1). Statistically 
significant differences (p˂0.05) between groups are indicated by different letters (a and b).

жира), что может быть связано с влиянием 
полифенола на АМФ-активируемую про-
теинкиназу. В эксперименте [2] на крысах, 

которых кормили высокожировой диетой 
(45% жира) в течение 6 недель, РЕС в дозе 
15 мг/кг/сут не влиял на активность син-
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«Влияние ресвератрола на развитие неалкогольной жировой болезни  
печени у крыс, получавших высокожировой высокофруктозный рацион»

тазы жирных кислот и экспрессию PPARα, 
однако наблюдалось снижение активности 
ацетил-КоА карбоксилазы в печени. В дру-
гом исследовании РЕС в дозе 100 мг/кг/сут 
в течение 6 недель не оказывал существен-
ного влияния на экспрессию гена SREBP-1c 
в печени крыс, которых кормили высокохо-
лестериновым рационом с высоким содер-
жанием жира (65% жира) [8].

Способность РЕС подавлять экспрессию 
гена глюкокиназы в гепатоцитах крыс, от-
меченная в нашем исследовании, была 
также обнаружена в работе [7], что может 
быть связано с опосредованным FoxO1 по-
давлением транскрипционной активности 
HNF-4a. Наряду с этим в другом исследо-
вании было показано отсутствие эффекта 
РЕС на экспрессию HNF-4a на фоне высо-
кожирового рациона [5]. Учитывая отсутст-
вие значимого влияния полифенола на экс-

прессию Srebf1 в нашей работе, вероятным 
механизмом ингибирующего действия РЕС 
на Gck может быть влияние других транс-
крипционных факторов, таких как HIF-1, 
USF1 и USF2 [7].

Выводы
Ресвератрол в обеих использованных до-

зах не оказывает существенного влияния 
на развитие НАЖБП, а также на экспрессию 
генов, связанных с углеводным и липид-
ным обменом, в печени крыс, получавших 
ВЖВФР. Это подчёркивает сложное дейст-
вие биологически активных веществ, кото-
рые могут оказывать различные эффекты 
в зависимости от комбинаций и использу-
емых доз. Дальнейшие исследования могут 
помочь более чётко установить, каковы эф-
фекты полифенолов и характер биологиче-
ских процессов, вовлечённых в их действие.
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