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Недостаточная изученность молекулярных механизмов фиброза и цирроза печени не позволяет пол-
ностью понять все этапы развития этих патологий. Известно, что огромную роль в реализации функ-
ций генов и сигнальных путей играют взаимодействия между ними. Однако сведения о взаимосвязи 
генов и сигнальных путей недостаточны и часто противоречивы. В настоящей работе впервые деталь-
но изучена экспрессия мРНК генов Notch1, Notch2, Yap1, Tweak (Tnfsf12), Fn14 (Tnfrsf12a), Ang, Vegfa, 
Cxcl12 (Sdf), Nos2 и Mmp-9 на разных стадиях индуцированного тиоацетамидом фиброза печени крыс 
Wistar. С помощью факторного анализа получены три фактора, которые объединили высоко корре-
лирующие гены-мишени между собой. Первый фактор включает четыре гена: Cxcl12 (r = 0.829, р < 
0.05), Tweak (r = 0.841, р < 0.05), Notch1 (r = 0.848, р < 0.05), Yap1 (r = 0.921, р < 0.05). Второй фактор 
описывает корреляции между генами Mmp-9 (r = 0.791, р < 0.05) и Notch2 (r = 0.836, р < 0.05). В третий 
фактор вошли гены Ang (r = 0.748, р < 0.05) и Vegfa (r = 0.679, р < 0.05). Гены Nos2 и Fn14 не вошли 
ни в один из факторов. Можно предположить, что продукты выбранных генов, классифицированных 
на основании уровней экспрессии их мРНК, взаимосвязаны в процессах фиброзных изменений пе-
чени крыс токсической этиологии. Полученные результаты представляют фундаментальный интерес 
для изучения патогенетических механизмов развития фиброза и цирроза печени.
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ВВЕДЕНИЕ
В развитии хронических заболеваний печени 

различной этиологии принимают участие слож-
ные сети молекулярных каскадов как сигналь-
ных путей (Notch, Hedgehog, WNT/β-катенин, 
TWEAK/Fn14, Hippo и др.), так и отдельных ге-
нов [1, 2]. 

Во время эмбрионального развития организ-
ма и физиологически нормально протекающего 
постнатального периода сигнальный путь Notch 
принимает участие в регуляции пролиферации 
и  дифференцировки клеток, апоптозе, анги-
огенезе и  других процессах [3–6]. Путь Notch 
связан с развитием ряда заболеваний человека, 
а гены Notch вовлечены в процессы активации 
и трансдифференцировки клеток в миофибро-
бластный фенотип при фиброзе легких, почек, 
сердца и печени [3, 4, 6, 7]. В эксперименталь-

ных работах на  животных показано, что экс-
прессия генов сигнального пути Notch корре-
лирует с экспрессией генов других сигнальных 
путей, таких как Hippo, Hedgehog, Wnt/β-кате-
нин, TGFβ [8, 9]. Предполагается, что ген Yap1 
(входит в  сигнальный путь Hippo) является 
Notch-зависимым геном, он запускает актива-
цию клеток, накапливающих жиры (липоциты, 
перисинусоидные клетки, клетки Ито, перици-
ты, стеллатные клетки) [10–12]. Однако данный 
механизм и взаимодействие Yap1 с другими ге-
нами до конца не исследованы [13, 14].

Гены сигнального пути TWEAK/Fn14 спо-
собны индуцировать поляризацию макрофа-
гов, секрецию профибротических медиаторов, 
деление фибробластов и  эпителиальных кле-
ток желчных протоков и проточков, ангиогенез 
и  прочие процессы в  печени [15–17]. Данные 
о связи генов Notch и сигнальных путей TWEAK/
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ВЗАИМОСВЯЗЬ УРОВНЕЙ мРНК ГЕНОВ
Fn14 при фиброзе и циррозе печени практиче-
ски отсутствуют. 

Патологический ангиогенез и  капилля-
ризация синусоидов связаны с  фиброгенезом 
и могут выступать в качестве его инициаторов. 
У животных с патологиями печени наблюдается 
аномальная экспрессия различных проангио-
генных факторов, включая фактор роста эндо-
телия сосудов (VEGF) и  ангиопоэтин (ANG). 
Противоречивые результаты доклинических 
исследований свидетельствуют о  сложностях 
в терапии фиброза с помощью сосудистой мо-
лекулярно-таргетной терапии и необходимости 
дальнейших исследований в этом направлении 
[18–20].

Хемокин CXCL12 связывается с рецептором 
(CXCR4) и  активирует ряд сигнальных путей, 
которые отвечают за пролиферацию, миграцию 
клеток и их адгезию [21]. Показано, что одной 
из функций CXCL12 в опухолях человека и жи-
вотных является стимуляция миграции клеток. 
К сожалению, к настоящему времени не удалось 
детально изучить функционирование CXCL12 
[22]. Роли хемокина в  инициации и  развитии 
фиброза различных органов посвящено незна-
чительное количество работ. Считается, что 
CXCL12 можно рассматривать как терапевти-
ческую мишень при данном патологическом 
процессе, поскольку, по  аналогии с  опухоля-
ми, CXCL12 способен стимулировать миграцию 
ряда клеток при фиброзе, способствуя его ини-
циации и прогрессированию [23, 24]. 

Результаты последних исследований свиде-
тельствуют о том, что ген Nos2 играет определен-
ную роль в фиброгенезе печени. Молекулярный 
механизм, с  помощью которого Nos2 способ-
ствует прогрессированию фиброза, понятен 
не до конца. Известно, что индукция экспрес-
сии Nos2, активация фермента и последующая 
продукция оксида азота представляют собой 
сложный многостадийный процесс [25–27].

Высокие уровни матриксной металлопро-
теиназы 9 (ММР-9) связывают со стимуляцией 
фиброза и  ремоделированием внеклеточного 
матрикса. Несмотря на  значительное количе-
ство публикаций, представленных в поисковой 
системе PubMed, связь между ростом мРНК 
Мmp-9  и  прогрессированием фиброза печени 
изучена не до конца [28, 29]. 

В  настоящей работе в  поисковых системах 
по биомедицинским исследованиям был прове-
ден поиск генов, связанных с фиброгенезом пе-
чени. Однако в проанализированных нами пу-
бликациях практически отсутствовали данные 
о связи между уровнями экспрессии выбранных 
нами генов Notch1, Notch2, Yap1, Tweak (Tnfsf12), 

Fn14 (Tnfrsf12a), Ang, Vegfa, Cxcl12 (Sdf), Nos2 
и Mmp-9. Кроме того, на существующих экспе-
риментальных моделях изучают либо конкрет-
ные, далеко отстоящие друг от друга ключевые 
позиции (норма, фиброз и  цирроз), либо фи-
брогенез, но  не  на  всем протяжении времени. 
Эти ограничения могут скрывать важные дета-
ли и ограничивают возможность соответствую-
щих выводов. По-видимому, выбранные нами 
гены-мишени связаны с процессами, отвечаю-
щими за инициацию и развитие фиброза печени 
у человека и животных, что показано в ряде ис-
следований [8, 9, 11, 15, 17, 23, 24, 28, 29]. 

Цель настоящего исследования состояла 
в  определении уровней экспрессии мРНК ге-
нов Notch1, Notch2, Yap1, Tweak (Tnfsf12), Fn14 
(Tnfrsf12a), Ang, Vegfa, Cxcl12 (Sdf), Nos2 и Mmp-
9 на разных стадиях тиоацетамид-индуцирован-
ного фиброза печени крыс Wistar и  в  анализе 
их взаимосвязи с помощью факторного анализа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В  рамках настоящей работы при описании 

генов применяли названия, принятые в  пра-
вилах и рекомендациях по номенклатуре генов 
[30].

Экспериментальная модель. Фиброз и  цир-
роз печени у крыс-самцов Wistar индуцировали 
свежеприготовленным раствором тиоацетамида 
(ТАА; “Acros Organics”, Бельгия), который вво-
дили интрагастрально через зонд в дозе 200 мг/
кг массы тела 2 раза в неделю в течение 17 нед. 
Животных разделили на восемь групп (12 особей 
в каждой) в зависимости от длительности воз-
действия ТАА: 3 нед. (группа 1), 5 нед. (2), 7 нед. 
(3), 9 нед. (4), 11 нед. (5), 13 нед. (6), 15 нед. (7), 
17 нед. (8). Крысы контрольной группы (n = 12) 
получали воду без ТАА в аналогичном объеме.

Гистологическое и морфометрическое исследо-
вание. После декапитации под кратковременным 
эфирным наркозом с применением гильотины 
из  большой левой доли печени крыс забирали 
образцы диаметром 5–10 мм, которые помеща-
ли в 10%-ный раствор нейтрального формалина 
(“Биовитрум”, Россия) на  фосфатном буфере 
и фиксировали в течение 24 ч. Затем обрабаты-
вали фиксированный материал с последующей 
заливкой в парафин с использованием автомата 
для гистологической обработки ткани STP-120 
(“Thermo Fisher Scientific”, США) и  станции 
для заливки ткани парафином EC350 (“Thermo 
Fisher Scientific”). От  каждого животного по-
лучали по  одному блоку для каждого метода 
окрашивания, с помощью микротома НМ340Е 
(“MICROM, Laborgerate GmbH”, Германия) го-
товили в среднем по 3–4 среза толщиной 4 мкм 
и помещали их на предметные стекла. Для по-
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лучения обзорных гистологических препара-
тов срезы печени окрашивали гематоксилином 
и  эозином, а  для выявления соединительной 
ткани  – по  Маллори с  помощью автомата для 
окраски HMS70 (“Thermo Fisher Scientific”).

Гистологические препараты исследовали 
с  использованием компьютерных программ 
ImageScope Color и cellSens Standard на базе ми-
кроскопа Olympus BX51 (Япония). Степень фи-
броза определяли с использованием полуколи-
чественной шкалы K.G. Ishak [31].

Оценка уровня мРНК Notch1, Notch2, Yap1, 
Tweak, Fn14, Ang, Vegfa, Cxcl12, Nos2 и Mmp-9. 
Фрагменты печени диаметром не более 5 мм по-
мещали в криопробирки и далее в жидкий азот 
для хранения до  начала процедуры выделения 
суммарной РНК. Общую фракцию РНК выде-
ляли согласно инструкции производителя набо-
ра АртРНК MiniSpin (“АртБиоТех”, Беларусь). 
Качественные характеристики образцов кон-
тролировали с  помощью электрофореза в  ага-

розном геле (выборочно) в неденатурирующих 
условиях (однократный Трис-ацетатный буфер, 
2%-ный  агарозный гель). Количество суммар-
ной РНК после выделения определяли спек-
трофотометрически (длина волны  – 260 нм, 
спектрофотометр Specord 250 (“Analytic Jena”, 
Германия)). Выборочно снимали спектр погло-
щения при 220–340 нм. 

кДНК синтезировали с использованием оли-
го-(dТ)-праймеров и набора реагентов ArtMMLV 
Total (“АртБиоТех”, Беларусь) в  соответствии 
с инструкцией производителя. В каждой реакции 
использовали 200 нг общей фракции РНК. Оли-
гонуклеотидные праймеры и зонды для прове-
дения полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ) выбирали с помо-
щью онлайн-приложения Primer3 v. 0.4.0 (http://
bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Перечень выбран-
ных молекулярных мишеней, референсный ген 
и последовательности олигонуклеотидных прай-
меров представлены в табл. 1 и табл. 2.

Таблица 1. Характеристика генов-мишеней и референсного гена, использованных в работе 

Ген Статус
Идентификатор гена 

в базе NCBI
Gene ID

Референсная
последовате-

льность
мРНК

Кодируемый белок

Notch1 Мишень 25496 NM_001105721.1 Рецептор Notch типа 1 

Notch2 Мишень 29492 NM_024358.2 Рецептор Notch типа 2 

Yap1 Мишень 363014 NM_001034002.2 Yes-связанный белок типа 1 

Tweak Мишень 360548 NM_001001513.2 Член суперсемейства фактора 
некроза опухоли 12

Fn14 Мишень 302965 NM_181086.3 Член суперсемейства рецепторов 
фактора некроза опухолей 12А, 

Ang Мишень 305843 NM_001006992.1 Ангиогенин

Vegfa Мишень 83785 NM_031836.3 Фактор роста эндотелия сосудов A

Nos2 Мишень 24599 NM_012611.3 Синтаза оксида азота 2

Cxcl12 Мишень 24772 NM_001033883.1 Хемокин подсемейства CXC

Mmp-9 Мишень 81687 NM_031055.2 Матриксная металлопротеиназа 9

Hes1* Кандидат 
в референсные гены 29577 NM_024360.4 Фактор транскрипции 1 семейства 

Нes факторов с доменом bHLH 

* Ген Hes1, первоначально рассматриваемый как ген-мишень, использовали в  качестве референсного, поскольку 
в предварительных экспериментах этот ген экспрессировался на стабильно высоком уровне [32].
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ВЗАИМОСВЯЗЬ УРОВНЕЙ мРНК ГЕНОВ
Таблица 2. Нуклеотидные последовательности специфических праймеров и флуоресцентно меченных зондов 
генов-мишеней и референсного гена

Праймер Нуклеотидная последовательность, 5’ → 3’ Модификация 5’/3’

Notch1 прямой GTGTCCCAAAGGCTTCAGC

Notch1 обратный CGTTCTTGCATGGTGTGCT

Notch1 зонд GGGCACCTGTGCCAGTATGA FAM/BHQ1

Notch2 прямой CCCTGGTTTCACAGGACCA

Notch2 обратный TTCAGGCAGGGAGTACTGGA

Notch2 зонд GTGCCAGATCGACATTGACGAC FAM/BHQ1

Yap1 прямой CTGCCTCAGGGCCTCTT

Yap1 обратный TGTGGTCTTGTTCTTATGGTTTATG

Yap1 зонд GGATGGGAGCAAGCCATGAC FAM/BHQ1

Tweak прямой CCCATTATGAGGTTCATCCAC

Tweak обратный TCTCTTCCCAGCCACTCACT

Tweak зонд GACAGGATGGAGCACAGGCA FAM/BHQ1

Fn14 прямой GGATGCGCAGCAGCAC

Fn14 обратный CAAAACCAGGGCCAGACTAA

Fn14 зонд CCTGCCCACTTCAGGATGCT FAM/BHQ1

Ang прямой TGCGAAAGTATGATGAGGAGAA

Ang обратный TGTTGCCATGGATAAAGGTG

Ang зонд ACCTCGCCCTGCAAAGAGGT FAM/BHQ1

Vegfa прямой GCAGATCATGCGGATCAAA

Vegfa обратный ATGCTGCAGGAAGCTCATCT

Vegfa зонд CCTCACCAAAGCCAGCACAT FAM/BHQ1

Nos2 прямой TCACCCAGTTGTGCATCG

Nos2 обратный AGGACCAGAGGCAGCACAT

Nos2 зонд GGCTGGAAGCCCCGCTAT FAM/BHQ1

Cxcl12 прямой CAGATTGTTGCAAGGCTGAA

Cxcl12 обратный TCCACTTTAATTTCGGGTCAA

Cxcl112 зонд AAGCAACAACAGACAAGTGTGCA FAM/BHQ1

Mmp-9 прямой CTACTCGAGCCGACGTCAC

Mmp-9 обратный AGAGTACTGCTTGCCCAGGA

Mmp-9 зонд GATGTGCGTCTTCCCCTTCG FAM/BHQ1

Hes1 прямой GAAAGATAGCTCCCGGCATT

Hes1 обратный CGGAGGTGCTTCACTGTCAT

Hes1 зонд CCAAGCTGGAGAAGGCAGACA FAM/BHQ1
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ПЦР-РВ проводили с использованием реа-
гентов производства компании “Праймтех” (Бе-
ларусь). Конечный объем реакционной смеси 
составлял 25 мкл и содержал все необходимые 
компоненты: 2 мМ хлорида магния, 0.1 мМ сме-
си dNTP, 500 нМ  олигонуклеотида, включая 
зонд для ПЦР-РВ, 1.25  ед. термостабильной 
Taq-ДНК-полимеразы в  соответствующем бу-
ферном растворе. Режим термоциклирования: 
95°С 2 мин, затем 40 циклов 95°С 5 с и 60°С 45 с. 
Детекция по  каналу FAM после каждого цик-
ла. В работе использовали прибор CFX96touch 
(“BioRad”, США). Эффективность реакций 
определяли с помощью метода стандартной кри-
вой и серий разведений концентрированных об-
разцов кДНК. ПЦР-РВ каждого образца биоло-
гического материала проводили в трех повторах. 
В  каждой экспериментальной и  контрольной 
группах все 12 образцов анализировали отдель-
но для получения наибольшей статистической 
значимости и учета внутригрупповой вариации, 
фенотипической гетерогенности уровня экс-
прессии генов. 

Эффективность реакций, а также абсолютное 
число копий соответствующих мРНК оценивали 
методом стандартной кривой. Относительный 
уровень экспрессии мРНК определяли с помо-
щью метода 2-∆∆Ct. Эффективность реакций ва-
рьировала менее чем на 5% и составила 94–97%. 

Статистический анализ. Результаты количе-
ственных измерений оценивали с использовани-
ем программ Statistica 10.0 (“StatSoft Inc.”, США), 
IBM SPSS Statistics 23.0  (“An  IBM Company”, 
28.0.1, США), Microsoft Office Excel (“Microsoft 
Corp.”, США). 

В выборках по каждой неделе эксперимента 
определяли нормальность частотного распреде-
ления признака по критерию Лиллиефорса. По-
лучали описательные статистики и  описывали 
количественные данные в виде средних и соот-
ветствующих доверительных интервалов (М (95% 
ДИ: j–q)), медианы и значения 15–85 проценти-
лей (Ме (15%; 85%)). Об уровне статистической 
значимости различий изучаемых признаков (уро-
вень экспрессии мРНК генов) в группах с нор-
мальным частотным распределением данных 
судили по t-критерию Стьюдента; в случае отли-
чия от  нормального частотного распределения 
использовали U-критерий Манна–Уитни. Взаи-
мосвязи между исследуемыми переменными изу-
чали с применением факторного анализа – мно-
гомерного метода, который позволяет получить 
факторы из коррелирующих переменных. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Одно из препятствий при разработке новых 

методов лечения фиброза печени – значитель-

ный недостаток данных о молекулярных меха-
низмах этого патологического процесса у  че-
ловека. Это связано с ограниченным доступом 
к ткани на различных стадиях заболевания. Су-
ществует проблема экстраполяции на человека 
результатов, получаемых на животных. Экспе-
риментальные модели фиброза часто отражают 
только определенные аспекты патогенеза (вос-
паление или фиброгенез) не на протяжении все-
го заболевания [33–35]. Более того, у животных 
болезни развиваются быстрее, чем у  человека. 
Необходимо помнить, что выборки пациентов 
значительно более гетерогенны, чем инбредные 
линии мышей, по  внутренним (возраст, пол, 
сопутствующие заболевания) и внешним (дие-
та, инфекции) факторам, которые могут влиять 
на уровень экспрессии генов.

В нашей работе для изучения молекулярных 
механизмов фиброгенеза печени у крыс был вы-
бран ТАА. У лабораторных животных ТАА вы-
зывает поражение печени с морфологическими 
характеристиками, аналогичными поражениям 
при фиброзе и циррозе печени у человека, по-
этому он  признан идеальным для оценки ан-
тиоксидантных, цитопротекторных и  антифи-
бротических соединений у экспериментальных 
животных [36, 37]. Нами изучено плавное на-
растание прогрессирования фиброза и отслеже-
ны все стадии развития цирроза печени у крыс. 

У  животных контрольной группы отмече-
но незначительное количество соединительной 
ткани вокруг междольковых сосудов и желчных 
протоков портальных зон, центральных и соби-
рательных вен F0 (рис. 1а). 

На раннем сроке эксперимента (3 нед.) вы-
явили умеренное формирование фиброзной 
соединительной ткани в  портальных зонах 
F1  (рис. 1б). По истечении 5 и 7 нед. в парен-
химе печени сформировался портальный, мо-
стовидный, местами центролобулярный и диф-
фузный перицеллюлярный фиброз со степенью 
F2/F3 и F3/F4 соответственно (рис. 1в). Через 
9  нед. в  области отдельных портальных зон 
наблюдали единичные ложные печеночные 
дольки, формирование которых отражает на-
чало процесса трансформации фиброза печени 
в цирроз F4/F5 (рис. 1г). При дальнейшей ин-
токсикации (11  нед.) определили диффузную 
перестройку паренхимы печени крыс с форми-
рованием ложных печеночных долек – непол-
ный цирроз F5 (рис. 1д). Последующие иссле-
дования (13 нед.) показали тотальное поражение 
печени – достоверный цирроз F6. К концу экс-
перимента (15 и 17 нед., рис. 1е) отмечено вы-
раженное диффузное разрастание фиброзных 
соединительно-тканных септ; формирование 
новых ложных печеночных долек за счет разде-
ления крупных долек тонкими патологическими 
септами; диффузный портальный, перипорталь-
ный и перицеллюлярный фиброз.
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Рис. 1. Фрагменты печени крыс контрольной группы (а) и крыс с индуцированным циррозом через 3 (б), 5 (в), 9 (г), 
11 (д) и 17 нед. (е) после начала эксперимента. Окраска по Маллори. ×40 (а, б, д, е); ×20 (в, г). а – Центральная 
вена (стрелка); б – фиброзная соединительная ткань (стрелки); в – фиброзные септы между портальными зонами 
(стрелки); г – ложная печеночная долька (выделена овальной рамкой); д – ложные печеночные дольки (стрелки); 
е – выраженная деструкция печени.

Известно, что процессы инициации и про-
грессирования фиброза печени регулируют-
ся сотнями генов. Морфологически фиброз 
и цирроз печени проявляются нарушением пла-
стинчатого строения паренхимы, активацией 
и трансдифференцировкой (изменение феноти-
пического профиля) ряда клеток, развитием вос-
паления, патологическим ангиогенезом и  раз-
растанием фиброзной соединительной ткани. 
Логичным представляется выбор тех генов-ми-

шеней, которые отвечают за эти патологические 
процессы. Для выявления и направленного вли-
яния этих генов на данные процессы возникает 
необходимость в поиске взаимосвязи между ге-
нами и определении их как факторов. Фактор-
ный анализ – это многомерный метод, который 
позволяет получить факторы из коррелирующих 
переменных [38]. С помощью данного статисти-
ческого метода мы вычисляли корреляционную 
матрицу уровней экспрессии мРНК выбранных 
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нами генов (Notch1, Notch2, Yap1, Tweak, Fn14, 
Ang, Vegfa, Cxcl12, Nos2 и Mmp-9). Затем матри-
цу анализировали методом главных компонент 
и  извлекали факторы. Фактор  – это скрытая 
переменная, вводимая для объяснения взаи-
мосвязи между исследуемыми генами. Каждый 
фактор влияет на  определенную совокупность 
генов. В результате получены три фактора, ко-
торые объединили высоко коррелирующие ге-
ны-мишени между собой (табл.  3). Определя-
ли долю вклада факторов в общую дисперсию. 
Данные представлены в табл. 3.

Таблица 3. Факторные нагрузки (коэффициенты 
корреляции) по трем извлеченным факторам (р < 0.05)

Ген-мишень Фактор 1 Фактор 2 Фактор 3
Ang 0.445 –0.024 0.748
Vegfa 0.417 0.138 0.679
Cxcl12 0.829 –0.024 0.423
Fn14 0.147 0.499 –0.603
Tweak 0.841 0.095 0.313
Mmp9 –0.116 0.791 0.108
Nos2 0.062 0.578 0.007
Notch2 0.135 0.836 –0.175
Notch1 0.848 0.147 0.125
Yap1 0.921 –0.033 0.003
Доля общей дисперсии 0.339 0.196 0.185

Для построения графика полученные фак-
торы вращали по  методу “Варимакс”, ортого-
нальному варианту вращения, при котором оси 
сохраняют взаимное расположение под прямым 
углом. На рис. 2 представлен график факторов 
в трехмерных координатах.
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Рис. 2. График извлеченных факторов в трехмерных 
координатах.

Первый фактор объединяет наибольшую долю 
дисперсии признаков (33.95%, табл. 3 и рис. 2) 
и  включает четыре гена-мишени: Cxcl12 (r  = 
0.829), Tweak (r = 0.841), Notch1 (r = 0.848), Yap1 
(r = 0.921). Этот фактор отражает взаимосвязь ис-
следуемых генов трех сигнальных путей (Notch, 
TWEAK/Fn14 и  Hippo) при фиброгенезе пече-
ни в рамках использованной нами эксперимен-
тальной модели. При этом следует отметить, что 
не  все изученные гены пути Notch и  TWEAK/
Fn14 связаны в один фактор. Можно предполо-
жить, что гены одного и того же сигнального пути 
вовлечены в разные молекулярные механизмы. 
Уровень мРНК Cxcl12 (р = 0.0000) и Tweak (р = 
0.0000) был ниже контрольного уровня на  всех 
этапах эксперимента (рис. 3). 

˜ °˛˝
˙ °ˆˇ 3 ˛˘

д
5 ˛˘

д
7 ˛˘

д
9 ˛˘

д
11 ˛˘

д
13 ˛˘

д
15

 ˛˘
д

17 ˛˘
д

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

Cxcl12 Tweak Notch1 Yap1

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

0.52

0.29

0.08

0.08

0.06 0.06 0.04

0.04 0.04
0.09

0.05

0.33

0.33 0.30

0.82

0.86

0.66
0.44

0.62

0.53

1.00
1.16

1.19

1.14

0.89

0.56

0.44

0.24

0.240.22

0.20

У˙
ов

ен
ь 

м
РН

К
, о

тн
. е

д.

Рис. 3. Изменение уровней экспрессии мРНК генов первого фактора при моделировании фиброза и  цирроза 
печени крыс.



137

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

ВЗАИМОСВЯЗЬ УРОВНЕЙ мРНК ГЕНОВ
Максимальное снижение экспрессии этих 

генов выявлено при достоверном циррозе F6. 
Гены Notch1 и Yap1 на прогрессирование фибро-
за печени “реагировали” несколько иначе. Мак-
симальные падения уровня мРНК Notch1 (p < 
0.00001) и Yap1 (p < 0.00001) выявлены на ста-
дии неполного цирроза F5 по сравнению с кон-
трольной группой (рис. 3). При этом на стадии 
F1 экспрессия мРНК Notch1 (р = 0.0773) и Yap1 
на F1 (р = 0.3181) и F2/F3 (р = 0.5960) не отли-
чалась от контроля. Ген Yap1 является Notch-за-

висимым геном, что согласуется с опубликован-
ными данными [10–12]. 

Второй фактор описывает корреляции меж-
ду генами Mmp-9 (r = 0.791) и Notch2 (r = 0.836) 
и  отражает 19.62% общей дисперсии иссле-
дуемых признаков (табл.  3, рис.  2). На  стадии 
F1  экспрессия мРНК Mmp-9  несколько сни-
зилась. При трансформации фиброза печени 
в  цирроз F4/F5  отмечено повышение уровня 
мРНК как Mmp-9, так и  Notch2 (p  < 0.00001) 
по сравнению с контрольной группой (рис. 4).
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Рис. 4. Изменение уровней экспрессии мРНК генов второго фактора при моделировании фиброза и  цирроза 
печени крыс.

В  третий фактор вошли гены Ang (r  = 
0.748) и  Vegfa (r  = 0.679). Этот фактор описы-
вает 18.51% общей дисперсии (табл. 3, рис. 2). 
Уровни экспрессии этих генов были снижены 
на протяжении всего эксперимента по сравне-

нию с контрольной группой. На стадии досто-
верного цирроза F6 отмечено максимальное па-
дение уровня мРНК Ang (p < 0.00001), а мРНК 
Vegfa – в 6.62 раза (p < 0.00001, рис. 5).
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Рис. 5. Изменение уровней экспрессии мРНК генов третьего фактора при моделировании фиброза и цирроза 
печени крыс.
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Ранее нами были описаны структурно-функ-
циональные нарушения сосудистого русла пече-
ни крыс и, в частности, установленный веноз-
ный ангиогенез [39]. Согласно опубликованным 
данным, Ang и Vegfa кодируют проангиогенные 
факторы [18–20], но в настоящем исследовании 
их экспрессия снизилась. 

Гены Nos2 и Fn14 не вошли ни в один из фак-
торов. Судя по факторным нагрузкам, ген Fn14 
нельзя присоединять ни к одному из факторов. 
Согласно графику нагрузок в  трехмерных ко-
ординатах (рис.  2), ген Nos2 можно включить 
во второй фактор. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, с  помощью факторного 

анализа получены три фактора, которые объе-
динили между собой гены-мишени, имеющие 
сильную корреляционную связь. Первый фак-
тор включает четыре гена: Cxcl12 (r  = 0.829, 
р < 0.05), Tweak (r = 0.841, р < 0.05), Notch1 (r = 
0.848, р < 0.05), Yap1 (r = 0.921, р < 0.05). Второй 
фактор описывает корреляции между генами 
Mmp-9  (r = 0.791, р < 0.05) и Notch2 (r = 0.836, 
р < 0.05). В третий фактор вошли гены Ang (r = 
0.748, р < 0.05) и Vegfa (r = 0.679, р < 0.05). Гены 
Nos2 и  Fn14 не  вошли ни  в  один из  факторов. 
Анализ генов, классифицированных по  уров-
ню экспрессии мРНК, позволяет предположить 
существование патогенетической взаимосвязи 
продуктов этих генов в  процессах фиброзных 
изменений печени токсической этиологии. Не-
сомненно, полученные результаты представля-
ют фундаментальный интерес для изучения па-
тогенетических механизмов развития фиброза 
и цирроза печени.

Работа выполнена в  рамках Государствен-
ной программы научных исследований “Фунда-
ментальные и прикладные науки – медицине” 
Министерства Здравоохранения Республики Бе-
ларусь, задание 2.89 “Изучить роль экспрессии 
генов NOTCH- и  TWEAK-сигнальных путей, 
участвующих в процессах пролиферации и диф-
ференцировки клеток печени в  норме и  при 
ее токсическом поражении” (регистрационный 
номер 20190107).

Протокол эксперимента одобрен на  засе-
дании Комиссии по биоэтике и гуманному об-
ращению с  лабораторными животными при 
учреждении образования “Витебский государ-
ственный ордена Дружбы народов медицинский 
университет” (протокол №  6  от  03.01.2019 г). 
Все манипуляции с животными проводили в со-
ответствии с  рекомендациями Конвенции Со-
вета Европы по охране позвоночных животных, 
используемых в  экспериментальных и  других 
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Currently, data on the molecular mechanisms of fibrosis and cirrhosis of the liver do not allow us to fully 
understand all the stages in  the development of  these pathological processes. It  is known that individual 
genes and signaling pathways do not function independently. Relations between them play a huge role in the 
implementation of their functions. Due to the complexity of studying this factor, information about their 
relationship is insufficient and often contradictory. In the present work, for the first time at different stages 
of thioacetamide-induced fibrosis in the liver of Wistar rats, mRNA expression of Notch1, Notch2, Yap1, 
Tweak (Tnfsf12), Fn14 (Tnfrsf12a), Ang, Vegfa, Cxcl12 (Sdf), Nos2, and Mmp-9 genes was studied in detail. 
Using factor analysis, three factors were obtained that combined highly correlated target genes with each 
other. The first factor includes four genes: Cxcl12 (r = 0.829, p < 0.05), Tweak (r = 0.841, p < 0.05), Notch1 
(r = 0.848, p < 0.05), Yap1 (r = 0.921, p < 0.05). The second factor describes the correlations between the 
Mmp-9 (r = 0.791, p < 0.05) and Notch2 (r = 0.836, p < 0.05) genes. The third factor included genes Ang (r = 
0.748, p < 0.05) and Vegfa (r = 0.679, p < 0.05). The Nos2 and Fn14 genes were not included in any of the 
factors. The selected genes classified on the basis of mRNA expression levels suggest that their products have 
a pathogenetic relationship in the processes of fibrotic changes in the liver of toxic etiology. Undoubtedly, 
the results obtained are of fundamental interest and require further expansion in the study of fibrosis and 
cirrhosis of the liver.
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