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Аннотация. Известно, что ожирение и сахарный диабет приводят к развитию метаболического синдрома и неал-
когольной жировой болезни печени. В поддержании клеточного гомеостаза при неалкогольной жировой болезни 
печени принимают активное участие механизмы запрограммированной клеточной гибели. Белки семейства BCL-2 
являются ключевым регулятором физиологического и патологического апоптоза. Используемые в исследовании 
гомозиготные самцы мышей линии BKS.Cg-Dock7mLeprdb/+/+/J (мыши db/db) характеризуются прогрессирующим 
ожирением и развитием сахарного диабета 2-го типа (СД2), выраженной гипергликемией с 4–8-й недели жизни и 
развитием органных поражений после 8–10-й недели. Целью работы было изучить экспрессию молекулярно-кле-
точных регуляторов апоптоза в клетках печени самцов мышей db/db на разных сроках развития ожирения и сахар-
ного диабета (в возрасте 10 и 18 нед). Проведены иммуногистохимический анализ (с помощью непрямого авидин-
биотинового пероксидазного метода) и морфометрическая оценка экспрессии антиапоптотического белка Bcl-2 и 
проапоптотического протеина Bad в клетках печени исследуемых животных на разных сроках развития ожирения 
и СД2. В печени исследуемых самцов в возрасте 10 нед установлено превышение значения площади окрашива-
ния на белок Bcl-2 над белком Bad. Индекс соотношения площадей экспрессии Bcl-2/Bad у 10-недельных животных 
оказался в два раза выше по сравнению с 18-недельными особями, что свидетельствует о наличии условий для 
блокирования процессов апоптоза в печени мышей db/db более раннего возраста. На 18-й неделе жизни у самцов 
мышей db/db обнаружено почти трехкратное увеличение площади экспрессии белка Bad на фоне неизменившейся 
экспрессии белка Bcl-2. Снижение значения соотношения площадей окрашивания Bcl-2/Bad у 18-недельных живот-
ных произошло за счет роста площади экспрессии Bad, что подтверждает отсутствие антиапоптотической защиты 
клеток и создает условия для активации митохондриальной «ветви» апоптоза в печени самцов мышей db/db с вы-
раженными признаками ожирения и СД2. 
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Abstract. Obesity and diabetes mellitus are known to lead to the development of metabolic syndrome and non-alcoholic 
fatty liver disease (NAFLD). The mechanisms of programmed cell death are actively involved in maintaining cellular ho-
meostasis along development of NAFLD. Proteins of the BCL-2 family are key regulators of physiological and pathological 
apoptosis. Homozygous males of BKS.Cg-Dock7mLeprdb/+/+/J mice (db/db mice) are characterized by progressive obesity 
and the development of type 2 diabetes mellitus (DM2) with severe hyperglycemia at 4–8 weeks and organ lesions at 
8–10 weeks of age. The aim of this research was to study the expression of molecular cell regulators of apoptosis in liver 
cells of db/db mice males at different stages of obesity and diabetes development (at the age of 10 and 18 weeks). Im-
munohistochemical analysis (using the indirect avidin-biotin peroxidase method) and morphometric evaluation of the 
expression of the antiapoptotic protein Bcl-2 and the proapoptotic protein Bad in liver cells of studied animals at different 
stages of obesity and DM2 were carried out. An excess of the value of the Bcl-2 protein staining area over the Bad protein 
staining area was revealed in the liver of 10-week-old animals. The Bcl-2/Bad expression area ratio in 10-week-old animals 
was twice as high as in 18-week-old animals, which indicates the presence of conditions for blocking apoptosis in the liver 
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of younger db/db mice. At the 18th week of life, db/db mice displayed an almost threefold increase in the expression area 
of the Bad protein against the background of an unchanged expression of the Bcl-2 protein. The decrease in the Bcl-2/Bad 
staining area ratio in 18-week-old animals was due to the increase in the Bad expression area, which indicates the absence 
of antiapoptotic cell protection and creates conditions for activation of the mitochondrial pathway of apoptosis in the liver 
of male db/db mice with pronounced signs of obesity and DM2.
Key words: db/db mice; obesity; type 2 diabetes mellitus (DM2); liver; endothelial cells; hepatocytes; Bcl-2; Bad.
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Введение
В условиях развития неалкогольной жировой болезни 
печени (НАЖБП) в поддержании клеточного гомеостаза 
принимают активное участие механизмы запрограммиро-
ванной клеточной гибели (Schuppan, Schattenberg, 2013). 
Ожирение и связанные с ним нарушения обмена веществ, 
включая накопление липидов в печени и воспаление, 
играют важную роль в канцерогенезе печени. Последние 
данные указывают на то, что ожирение и сахарный диа-
бет приводят к развитию метаболического синдрома и 
НАЖБП, которые у пациентов с этим заболеванием могут 
прогрессировать до неалкогольного стеатогепатита, вклю-
чающего риск развития цирроза и гепатоцеллюлярной 
карциномы (Shimizu et al., 2011). Белки семейства BCL-2 
являются ключевым регулятором физиологического и па
тологического апоптоза. Согласно современной модели 
регуляции апоптоза, соотношение белков регуляторов 
апоптоза Bcl-2, Bad и Bax определяет чувствительность 
клеток к воздействию апоптотических факторов и служит 
«молекулярным переключателем», определяющим, будет 
ли происходить рост либо атрофия ткани (Sun et al., 2015). 
Молекулярные особенности развития митохондриальной 
«ветви» апоптоза в печени самцов мышей db/db в постна-
тальном онтогенезе на разных сроках развития ожирения и 
сахарного диабета 2-го типа (СД2) до настоящего времени 
не изучены.

Цель нашего исследования – изучить экспрессию мо
лекулярно-клеточных регуляторов апоптоза белков се
мейства BCL-2 – антиапоптотического белка Bcl-2 и про-
апоптотического протеина Bad – в клетках печени самцов 
мышей db/db на разных сроках развития ожирения и СД2 
(в возрасте 10 и 18 нед).

Материалы и методы
Эксперименты проведены в ЦКП SPF-виварий Института 
цитологии и генетики СО РАН на гомозиготных самцах 
мышей линии BKS.Cg-Dock7mLepr db/+/+/J (мыши db/db). 
Гомозиготные особи этой линии имеют дефект рецептора 
лептина (Lepr db) и характеризуются полифагией, про-
грессирующим ожирением с 3–4-й недели жизни, выра-
женной гипергликемией с 4–8-й недели жизни, развитием 
органных поражений после 8–10-й недели. Животных 
содержали в помещении с регулярным световым циклом 
14С:10Т, постоянной комнатной температурой 24 ± 2 °C 
и относительной влажностью 45 ± 10 %, на стандартном 
корме (Ssniff, Германия) и воде ad libitum. 

Исследования проводили на мышах в возрасте 10 (n = 7) 
и 18 (n = 7) недель, который сопоставим с 10 и 18 годами 
человека соответственно (Flurkey et al., 2006). Животных 

выводили из эксперимента методом краниоцервикальной 
дислокации и забирали образцы печени для светоопти-
ческих и иммуногистохимических исследований. Все 
экспериментальные работы на животных были выпол-
нены с соблюдением принципов гуманности, проведены 
в соответствии с «Правилами работ с использованием 
экспериментальных животных» (Приложение к приказу 
Министерства здравоохранения СССР от 12.08.1977 г. 
№ 755) и директивой Европейского сообщества (86/609/
ЕЭС). Исследование одобрено локальным этическим ко
митетом (Протокол № 128 от 15.03.2017). 

Образцы печени фиксировали в 10 % забуференном 
формалине (BioVitrum, Россия) в течение 48 ч, обезво-
живали в серии спиртов возрастающей концентрации 
и заключали в гистомикс (BioVitrum). Срезы ткани тол-
щиной 3 мкм получали на микротоме LEICA RM2155 
(Германия). Для светооптического исследования исполь-
зовали препараты, окрашенные гематоксилином Майера и  
эозином. 

Иммуногистохимическое исследование экспрессии 
белков Bcl-2 и Bad проводили на парафиновых срезах пе
чени с помощью непрямого авидин-биотинового перокси-
дазного метода с использованием набора “Vectastain Uni- 
versal Elite ABC Kit” (Vector Laboratories, Catalog Number 
PK- 7200). На последнем этапе иммуногистохимическую 
окраску осуществляли в хромогенном субстрате, содер-
жащем диаминобензидин (раствор готовится ex tempore 
из компонентов набора “ImmPACT DAB” (Vector Labora-
tories, Catalog Number SK-4105). Часть срезов докраши-
вали гематоксилином Майера, промывали водой и после 
дегидратации монтировали под покровные стекла. Для 
количественной оценки экспрессии Bcl-2 и Bad в печени 
мышей проводили компьютерный морфометрический 
анализ цифровых фотографий, полученных при помощи 
микроскопа LEICA DM 2500 с видеокамерой LEICA 
DFC425C (Германия) при увеличении ×400. С помощью 
программы “Image J” на цифровых снимках определяли 
среднюю площадь зон окрашивания на Bcl-2 и Bad. Вы-
числяли индекс отношения площади экспрессии Bcl-2 к 
площади экспрессии Bad. 

Статистическую обработку результатов исследований 
проводили при помощи лицензионного пакета программ 
Statistica 6.1 (cерийный № AXXR101E832903FA). Для 
анализа данных, подчиняющихся нормальному распре-
делению (среднюю площадь окрашивания белков Bcl-2 
и  Bad), рассчитывали среднее арифметическое и стан-
дартную ошибку средней арифметической; достоверность 
различий исследуемых групп устанавливали с помощью 
t-критерия Стьюдента. Достоверность различий данных, 
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отличных от нормального распределения (индекс отно-
шения площади экспрессии Bcl-2 к площади экспрессии 
Bad), определяли с помощью непараметрического кри-
терия Манна–Уитни. Различия сравниваемых величин 
считали статистически значимыми при p < 0.05.

Результаты
В печени исследуемых самцов мышей в возрасте 10 нед 
обнаружены застойные явления в междольковых венах, 
расширение лимфатических сосудов, желчных протоков. 
В отдельных гепатоцитах и группах паренхиматозных кле-
ток, расположенных главным образом в промежуточных 
зонах печеночных долек, отмечены признаки белковой 
дистрофии и аккумуляции липидов, преимущественно 
мелкокапельного характера. 

Иммуногистохимически был выявлен слабый Bаd-по
ложительный сигнал в отдельных гепатоцитах и в гете-
рогенной популяции синусоидных клеток кровеносных 
капилляров печени (рис. 1, а), участвующих в образова-
нии гемато-лимфатического барьера печени, включаю
щего эндотелиоциты, клетки Купфера, клетки Ито и 
Pit-клетки (Мичурина и др., 2016). При этом в клетках 
печени наблюдалось выраженное иммуногистохимиче-
ское окрашивание и на антиапоптотический белок Bcl-2. 
В печеночных дольках исследуемый маркер был сосре-
доточен в основном в эндотелиальных клетках выстилки 
кровеносных синусоидных капилляров и в единичных 
гепатоцитах (см. рис. 1, б ). 

Количественная оценка экспрессии молекулярно-кле-
точных регуляторов апоптоза антиапоптотического белка 
Bcl-2 и проапоптотического протеина Bad в печени самцов 
мышей db/db показала, что в клетках органа у животных в 
возрасте 10 нед происходит превышение значения площа-
ди иммуногистохимического окрашивания на белок Bcl-2 
над значением этого параметра для белка Bad (рис. 2).

Рис. 1. Печень мышей db/db в возрасте 10 нед: а – слабо выраженное иммуногистохимическое окрашивание на проапоп-
тотический белок Bаd с докраской гематоксилином Майера; б – ярко выраженное иммуногистохимическое окрашивание 
на антиапоптотический белок Bcl-2 с докраской гематоксилином Майера.
Здесь и на рис. 3: черными стрелками указаны синусоидные капилляры печени, белыми – иммуногистохимически окрашенные 
гепатоциты. Окуляр ×10, объектив ×40.

Рис. 2. Площадь окрашивания белков Bcl-2 и Bad в печени мышей 
db/ db в возрасте 10 и 18 нед.

* Различия достоверны между группами «10 нед» и «18 нед» (p < 0.05).
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В печени мышей самцов мышей db/db в возрасте 18 нед 
отмечены признаки развития неалкогольной жировой 
болезни, более выраженные, чем у животных 10-недель
ного возраста. В паренхиматозных клетках всех зон пече
ночных долек определялась диффузная аккумуляция ли
пидов средне- и крупнокапельного характера, развиваю- 
щаяся на фоне нарушений микроциркуляции, внутри-

органного транспорта желчи, значительной дилятации 
кровеносных и лимфатических сосудов в системе триад 
и центральных вен. 

Исследование экспрессии молекулярно-клеточных ре
гуляторов апоптоза белков семейства BCL-2 в печени сам-
цов мышей db/db в возрасте 18 нед показало выраженное 
иммуногистохимическое окрашивание на проапоптоти-
ческий белок Bаd эндотелиальных клеток кровеносных 
синусоидных капилляров. Сильный Bаd-положительный 
сигнал определялся в гепатоцитах, расположенных пре-
имущественно в перипортальных зонах и вокруг цен-
тральных вен (рис. 3, а), а также в дуктальном эпителии 
желчных протоков триад. При этом в клетках гемато-
лимфатического барьера печени и единичных гепатоцитах 
исследуемых животных в возрасте 18 нед наблюдалось 
слабое иммуногистохимическое окрашивание на анти-
апоптотический белок Bcl-2 (см. рис. 3, б ).    

Морфометрический анализ печени животных в возрас
те 18 нед показал увеличение площади экспрессии про
апоптотического белка Bad, по сравнению с 10-недельны
ми мышами. При этом площадь окрашивания на анти-
апоптотический белок Bcl-2 не изменилась, по сравнению 
с животными в возрасте 10 нед (см. рис. 2). 

Оценка отношения площадей  экспрессии Bcl-2/Bad 
выявила значительное снижение этого индекса у 18-не-
дельных мышей db/db по сравнению с 10-недельными 
животными (рис. 4), происходящее за счет возрастания 
главным образом площади экспрессии Bad у самцов в 
возрасте 18 нед. Полученные данные свидетельствуют об 

Рис. 3. Печень мышей db/db в возрасте 18 нед: а – выраженное иммуногистохимическое окрашивание на проапоптотиче-
ский белок Bаd с докраской гематоксилином Майера; б – слабое иммуногистохимическое окрашивание на антиапоптоти-
ческий белок Bcl-2 с докраской гематоксилином Майера. 
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отсутствии антиапоптотической защиты клеток органа, 
что создает условия для активации митохондриальной 
«ветви» апоптоза в клетках печени мышей db/db в воз-
расте 18 нед.

Обсуждение
Известно, что на развитие программированной клеточной 
гибели оказывают влияние пострансляционные модифи-
кации белков семейства BCL-2. Один из путей регуляции 
активности апоптоз-индуцирующих белков – процесс 
фосфорилирование/дефосфорилирование, это влияет на 
их способность образовывать гетеродимеры с другими 
членами белков семейства BCL-2. В свете современных 
данных, индукция экспрессии антиапоптотического белка 
Bcl-2 вызывает закрытие каналов в митохондриальной 
мембране и предотвращает выход протеазы AIF (фактор, 
индуцирующий апоптоз) и цитохрома С, защищая тем са
мым клетку от апоптоза. При этом Bcl-2 блокирует реак-
ции перекисного окисления липидов в мембранах клеток, 
обеспечивая защиту клеток от повреждения свободными 
радикалами и препятствуя, таким образом, развитию 
апоптоза (Chevalier et al., 2000; Пальцев, 2002; Мушкам-
баров, Кузнецов, 2007; Dewanjee et al., 2015). Ранее нами 
было установлено, что к 10-недельному возрасту мыши 
db/db уже характеризовались ожирением, имели тяжелую 
гипергликемию с уровнем глюкозы в плазме 506 мг/дл 
(28.1 ммоль/л) и больше. Однако существенных различий 
в уровнях глюкозы, триглицеридов, общего холестери-
на, АЛТ и ГГТ у мышей db/db в возрасте 10 и 18 нед не 
найдено (Michurina et al., 2016). Как обнаружено в этом 
исследовании, в печени самцов в возрасте 10 нед площадь 
экспрессии антиапоптотического белка Bcl-2 превышает 
значение площади имуногистохимического окрашивания 
на проапоптотический белок Bad. Полученные результаты 
свидетельствуют о наличии антиапоптотической защиты 
клеток печени на данном сроке развития НАЖБП.

Показано, что при СД2 в печени самцов мышей db/db 
в возрасте 18 нед выявляются ультраструктурные нару-
шения энергетического и белоксинтетического аппаратов 
клеток, углеводного и жирового обмена, что приводит к 
развитию белковой и жировой дистрофии гепатоцитов 
(Michurina et al., 2016). 

Нарушения кровообращения и лимфотока в печени этих 
животных обуславливают нарушения морфологической 
организации гемато-лимфатического барьера печени, 
приводят к понижению экспрессии рецептора LYVE-1 
на мембранах эндотелиальных клеток синусоидов. Такие 
морфологические перестройки способствуют развитию 
тканевой гипоксии, оксидативного стресса и поврежде-
нию митохондрий – индукторов клеточной гибели (Eckert 
et al., 2003; Michurina et al., 2016). В этих условиях с по- 
мощью белков семейства Bcl-2 запускается митохондри
альная «ветвь» апоптоза клеток. При нарушении наруж-
ной мембраны митохондрий из межмембранного объема 
также выделяется термолабильный фактор, катализиру-
ющий реакции с О2 и приводящий к развитию окисли-
тельного стресса. При этом образуются активные формы 
кислорода, разрушающие митохондрии и являющиеся 
мощными индукторами апоптоза (Колесников и др., 1999; 
Dewanjee et al., 2015).

Развитие микровезикулярного стеатоза также считается 
следствием тяжелого нарушения функции митохондрий 
(Begriche et al., 2011). Предполагают, что те же митохон-
дриальные нарушения могут быть частой причиной раз-
вития мелкопузырчатого стеатоза и апоптоза у мышей с 
ожирением (Trak-Smayra et al., 2011).

В нашем исследовании выявлены наибольшие изме
нения в эндотелиальных клетках кровеносных синусо
идных капилляров печени. Мы только начинаем пони
мать  всю сложность функций эндотелиальных клеток. 
В настоящее время доказано, что эти клетки контролируют 
регенерацию печени как «пространственно-временной 
реостат». Динамически регулируя экспрессию ангиопоэ
тина-2, они координируют собственную регенерацию и 
пролиферацию гепатоцитов, поддерживают восстанов-
ление соединительной ткани, контролируют созревание 
и состояние покоя кровеносных сосудов (Hu et al., 2014). 
Эндотелий выступает в качестве исходной линии защи-
ты от вторжения патогенных микроорганизмов, а также 
регулирует тонус сосудов и проницаемость. Поскольку 
поврежденные эндотелиоциты могут отделяться от их 
базальной мембраны и свободно циркулировать в крови, 
дискуссионной была возможность обнаружения эндоте-
лиального апоптоза в естественных условиях.  Степень 
развития сосудистых травм непосредственно коррелирует 
с травмой органов у больных в критическом состоянии 
(Hutchins et al., 2013). Выявленное нами в печени самцов 
мышей db/db в возрасте 18 нед выраженное иммуноги-
стохимическое окрашивание на проапоптотический белок 
Bаd эндотелиальных клеток кровеносных синусоидных 
капилляров при низком уровне экспрессии в них анти-
апоптотического белка Bcl-2 свидетельствует о развитии 
митохондриальной «ветви» апоптоза в клетках гемато-
лимфатического барьера печени при НАЖБП (Shimizu et 
al., 2011; Hutchins et al., 2013). 

Поскольку запуск апоптоза происходит через инакти
вирование Bcl-2 при его связывании с белком Bad, уста
новленное нами увеличение площади окрашивания про
апоптотического белка Bad говорит об отсутствии анти
апоптотической защиты и развитии апоптоза по митохон-
дриальному пути в клетках печени. Это подтверждается 
также понижением соотношения площадей экспрессии 
Bcl-2/Bad в печени у самцов мышей db/db на 18-й неделе 
жизни.

Заключение
Проведены иммуногистохимический анализ и морфоме-
трическая оценка экспрессии молекулярно-клеточных 
регуляторов апоптоза белков членов семейства BCL-2: 
антиапоптотического белка Bcl-2 и проапоптотического 
протеина Bad в клетках печени самцов мышей db/db на 
разных сроках развития ожирения и сахарного диабета 
2-го типа. В печени самцов в возрасте 10 нед выявлено 
превышение значения площади окрашивания на белок 
Bcl-2 над белком Bad. Индекс соотношения площадей 
экспрессии Bcl-2/Bad у 10-недельных животных оказался 
в два раза выше по сравнению с 18-недельными особя-
ми, что говорит о наличии условий для блокирования 
процессов апоптоза в печени более молодых мышей. 
На 18-й неделе жизни у мышей обнаружено почти трех-
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кратное увеличение площади экспрессии белка Bad на 
фоне неизменившейся экспрессии белка Bcl-2. Снижение 
значения отношения Bcl-2/Bad у 18-недельных живот-
ных отмечалось за счет роста площади экспрессии Bad. 
Полученные результаты свидетельствуют об отсутствии 
антиапоптотической защиты клеток и создании условий 
для активации митохондриальной «ветви» апоптоза в 
печени самцов мышей db/db с выраженными признаками 
ожирения и СД2. 
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