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Введение. Изучено влияние гепатопротекторных средств на экспрессию генов, участвующих в регуляции 
апоптоза и клеточного цикла (Casp7 и Chek1) в условиях токсического действия четыреххлористого углеро-
да (тетрахлорметан, CCl4).
Материал и методы. Исследования проводили на беспородных самцах крыс (n = 70), разделённых на группы 
контроля, модельную с CCl4-индуцированным токсическим гепатитом и 3 опытных, в которых осуществля-
лось введение препаратов (гептор, мексидол и оксиметилурацил) за 1 ч до применения CCl4. Через 24 и 72 ч 
после введения CCl4 животных декапитировали и извлекали печень. С помощью полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией в режиме реального времени изучена экспрессия генов Casp7 и Chek1 в печени 
крыс.
Результаты. Токсическое поражение печени крыс CCl4 через 24 ч приводило к повышению уровня экспрессии 
гена Chek1. Применение гепатопротекторных препаратов практически не изменяло экспрессию генов Casp7 
и Chek1 относительно группы, получавшей только CCl4. В то же время при сравнении эффекта мексидола 
наблюдались значимые различия в экспрессии исследуемых генов между двумя временными точками 24 и 72 ч. 
Воздействие гептора выявило изменения в уровне экспрессии гена Casp7 при сравнении показателей через 24 
и 72 ч после введения.
Заключение. Введение гепатопротекторных средств животным, получавшим CCl4, не оказывало суще-
ственного влияния на транскрипционную активность генов Casp7 и Chek1.
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ANALYSIS OF CHANGES IN CASP7 AND CHEK1 GENES EXPRESSION IN LIVER TOXIC DAMAGE INDUCED 
BY TETRACHLORMETHANE AGAINST THE BACKGROUND OF HEPATOPROTECTORS
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Introduction. The effect of hepatoprotectors on the expression of genes involved in the regulation of apoptosis and the 
cell cycle (Casp7 and Chek1) under the toxic effects of carbon tetrachloride (carbon tetrachloride, CCl4) was studied. 
Material and methods. Studies were performed in male albino mongrel rats (n=70), assigned to the control group, 
modulated with CC14-induced toxic hepatitis and three experimental ones in which the administration of drugs (Hep-
tor, Mexidol and Methyluracil) was carried out 1 hour before CCl4 administration. After 24 and 72 h of CCl4 admin-
istration animals were decapitated and the liver was removed. The expression of Casp7 and Chek1 genes in rat liver 
was studied by real-time using polymerase chain reaction with reverse transcription. 
Results. Toxic damage to the liver of rats receiving CCl4 after 24 h resulted an increase in the expression of the 
Chek1 gene. The use of hepatoprotective drugs practically did not alter the expression of the Casp7 and Chek1 
genes relative to the group that received only CCl4. At the same time, when comparing the effect of Mexidol, there 
were significant differences in the expression of the genes under study between two time points of 24 and 72 h. The 
effect of Heptor revealed changes in the expression level of the Casp7 gene when comparing the results 24 and 72 
h after administration. 
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Цель исследования – изучение влияния гепатопротекторных 
препаратов (гептор, мексидол и метилурацил) на экспрессию 
генов, вовлечённых в регуляции апоптоза (Casp7) и клеточного 
цикла (Chek1) при экспериментальном токсическом поражении 
печени, вызванном четырёххлористым углеродом.

Материал и методы
Исследование проводили на самцах белых беспородных 

крыс (n = 70) массой 170–190 г. Животные были разделены на 
пять групп по 7 особей в каждой. Условия содержания и корм-
ления были одинаковы для всех групп животных. Крысам 1-й 
(контрольной) группы подкожно вводили 1 мл оливкового масла, 
крысам 2-й группы – 50% масляный раствор CCl4 в дозе 2 г/кг, 
животным 3-й группы наряду с CCl4 вводили внутрибрюшин-
но гептор в дозе 72 мг/кг, животным 4-й группы наряду с CCl4 
вводили подкожно мексидол в дозе 50 мг/кг, а 5-й группе наря-
ду с CCl4 вводили перорально оксиметилурацил (ОМУ) в дозе  
50 мг/кг. Все препараты вводили крысам за 1 ч до применения 
CCl4. Животных выводили из эксперимента путём декапитации 
под CO2-наркозом через 24 и 72 ч после введения CCl4 с соблю-
дением всех требований и биоэтических норм. Печень извлека-
ли и помещали в жидкий азот.

Тотальную РНК выделяли из ткани печени с помощью реа-
гента ExtractRNA («Евроген», Россия) в соответствии с инструк-
циями производителя. Реакцию обратной транскрипции осу-
ществляли с использованием готового набора реактивов MMLV 
RT kit и праймеров олиго(dT)15 («Евроген», Россия). Уровень 
экспрессии генов Casp7 и Chek1 оценивали методом полиме-
разной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ) 
в присутствии красителя SYBR Green («Евроген», Россия») на 
амплификаторе Rotor-Gene Q («Qiagen», Германия). В качестве 
гена сравнения использовали ген домашнего хозяйства Gapdh . 
Праймеры разрабатывали с помощью программного обеспече-
ния Primer-BLAST и синтезировали в фирме «Евроген» (Россия).

Результаты обрабатывались с использованием программы 
IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM, США). Полученные данные про-
веряли на нормальность распределения с помощью критерия 
Колмогорова–Смирнова. Применяли дисперсионный анализ 
(ANOVA). Различия считали статистически значимыми при 
p < 0,05.

Результаты
Результаты сравнительного анализа экспрессии генов Casp7 

и Chek1 в группах животных, получавших CCl4 и гепатопротек-
торные препараты, по отношению к контролю представлены на 
рис. 1, 2. Полученные данные продемонстрировали повышение 
кратности экспрессии гена Casp7 через 24 ч после введения CCl4 
от –0,12 в контрольной группе до 0,62 (р = 0,321) (см. рис. 1). 
При применении гепатопротекторов происходило умеренное 

Введение
Токсические поражения печени – большая группа заболе-

ваний, характеризующихся морфологическими изменениями 
ткани органа и связанными с ними обменными нарушениями. 
По мере индустриализации растёт количество токсических по-
ражений печени, обусловленных загрязнением окружающей 
среды, профессиональными и бытовыми вредностями. К веще-
ствам, способным вызывать поражения печени, относится более 
40 групп химических веществ, в том числе производственные 
токсиканты, компоненты ракетных топлив, медикаментозные 
средства, природные соединения, минералы, отходы химиче-
ской и фармацевтической промышленности [1, 2]. Широкое 
распространение получило экспериментальное моделирование 
острого и хронического поражения печени, индуцированного 
четырёххлористым углеродом (тетрахлорметан, CCl4). Введение 
CCl4 животным приводит к жировой и белковой дистрофии пе-
чёночных клеток и проявлению очагов некроза [3, 4].

В патогенезе токсического поражения печени большое зна-
чение придаётся активации перекисного окисления липидов, 
окислительному стрессу и поражению фосфолипидов мембран 
митохондрий [5]. Существенный интерес представляет поиск 
средств с антиоксидантными и гепатопротекторными свойства-
ми, способных повышать устойчивость печени к воздействию 
токсических веществ. Антиоксиданты могут подавлять или за-
медлять процессы свободнорадикального окисления, восстанав-
ливая разрушенные соединения. К лекарственным средствам, 
обладающим указанными свойствами, относятся гептор, мекси-
дол и метилурацил. В ряде исследований показана их антиокси-
дантная эффективность при поражении печени [6–8].

Для понимания молекулярных механизмов, лежащих в ос-
нове повреждения печени и её метаболической адаптации к 
воздействию токсикантов, необходимо исследование генов, во-
влечённых в регуляцию этих процессов. Центральную роль в ре-
ализации программы апоптотической клеточной гибели играют 
каспазы – семейство цистеиновых протеаз [9]. Эффекторная ка-
спаза-7, которая кодируется геном Casp7, относится к участни-
кам финальной стадии процесса апоптоза [10]. Каспаза-7 может 
выступать в роли ключевого регулятора регенерации ткани. Так, 
от сигналов, запускаемых каспазой-7, во многом зависит регене-
рация печени [11]. Активная каспаза-7 локализована в митохон-
дриальной и микросомальной фракции гепатоцитов мышей [12]. 
Основными передатчиками точек контроля за повреждениями и 
репликацией ДНК считаются серин-треониновые киназы Chek1 
и Chek2, активация которых зависит от активности протеинки-
наз ATR и ATM [13]. Ген Chek1 кодирует чекпойнт-киназу 1, ко-
торая принимает участие в контроле клеточного цикла, блокируя 
клетки в S- и G2/M-фазах в ответ на повреждения ДНК. Основ-
ным механизмом действия Chek1 на клеточный цикл является 
инактивация фосфатаз семейства Cdc25 [14].
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усиление экспрессии относительно группы, получавшей только 
CCl4 (p > 0,05). При этом отмечалось практически одинаковое 
воздействие препаратов на уровень экспрессии гена Casp7: крат-
ность экспрессии у крыс, получавших гептор, мексидол и ОМУ, 
составила 1,09; 0,86 и 1,09 соответственно.

Через 72 ч воздействие CCl4 сопровождалось отчётливым 
снижением кратности экспрессии гена Casp7 до –1,04 по сравне-
нию с контролем, где данный показатель составил –0,25, однако 
отмеченные различия не достигли статистической значимости 
(p = 0,208). Эта же тенденция наблюдалась и в отношении из-
менений экспрессии Casp7 при применении гептора и мексидо-
ла, показатели составили –1,29 и –1,20 соответственно. Гептор 
и мексидол проявляли небольшой подавляющий эффект на экс-
прессию гена Casp7 через 72 ч в отличие от слабого стимули-
рующего эффекта через 24 ч (p < 0,05). Тогда как под влиянием 
ОМУ уровень экспрессии повысился, практически достигнув 
контрольных значений (–0,42) (p = 0,433).

Несколько иной динамикой отличалась экспрессия гена 
Chek1. Через 24 ч после введения CCl4 в печени крыс наблю-
далось статистически значимое повышение уровня транскрип-
ции Chek1 по сравнению с контрольной группой (–0,18 и 1,30 
соответственно; p = 0,012) (см. рис. 2). У животных, получавших 
гепатопротекторы, отмечалось небольшое снижение экспрессии 
гена Chek1 по отношению к аналогичному показателю у крыс, 
получавших только CCl4 (p > 0,05).

По сравнению с контрольной группой экспрессия гена Chek1 
через 72 ч после воздействия CCl4 имела тенденцию к незначи-
тельному снижению в диапазоне от –0,25 до –0,58 (p = 0,917). 
Наряду с этим в ответ на введение животным препаратов транс-
крипционная активность гена Chek1 в печени через 72 ч практи-
чески не изменялась относительно группы, получавшей только 
CCl4 (p > 0,05). Причём кратность экспрессии гена Chek1 была 
ниже спустя 72 ч после применения мексидола, чем через 24 ч, 
составив –0,63 и 1,10 соответственно (p < 0,05).

Обсуждение
Известно, что CCl4 индуцирует развитие окислительного 

стресса и повреждает клетки печени. Нарушение окислитель-
но-восстановительного гомеостаза при токсическом поражении 
печени может быть причиной индукции апоптоза, для которо-
го характерна активация каспазного каскада [15]. Можно пред-
положить, что индуцированный CCl4 окислительный стресс 
способен вызывать опосредованную каспазой апоптотическую 
клеточную гибель гепатоцитов. Механизмы апоптоза до конца 
не изучены, но многочисленные исследования указывают на ка-
спазный каскад в качестве основного ключевого регулятора за-
программированной гибели клеток [16–18].
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Рис. 1. Изменение экспрессии гена Casp7 в печени крыс в условиях 
CCl4-индуцированного повреждения под действием гептора, мекси-
дола и оксиметилурацила.

Рис. 2. Изменение экспрессии гена Chek1 в печени крыс в условиях 
CCl4-индуцированного повреждения под действием гептора, мекси-
дола и оксиметилурацила.

В нашей работе при введении CCl4 через 24 ч зафиксировано 
небольшое повышение уровня экспрессии гена Casp7 в печени 
крыс, которое через 72 ч сменялось незначительным снижени-
ем. Можно предположить, что 72 ч недостаточно, чтобы вызвать 
значимые изменения в паттернах экспрессии гена Casp7. В то 
же время показано, что применение гепатопротекторов суще-
ственно не влияет на активность гена Casp7 в обеих временных 
точках. Однако слабый стимулирующий эффект гептора и мек-
сидола на экспрессию исследуемого гена через 24 ч меняется на 
небольшой подавляющий через 72 ч, что указывает на низкий 
уровень апоптоза гепатоцитов и неблагоприятные условия для 
развития каспазного каскада.

Многочисленные исследования указывают на примени-
мость ингибиторов каспаз для лечения различных заболеваний, 
связанных с усилением апоптоза клеток [19, 20]. Вместе с тем 
роль и клиническое значение апоптоза при многих заболеваниях 
печени всё ещё остаются противоречивыми. Тем не менее есть 
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Заключение
В условиях проведённого эксперимента четырёххлористый 

углерод, введённый отдельно и на фоне трёх различных гепато-
протекторов, практически не влиял на экспрессию генов Casp7 
и Chek1, участвующих в контроле апоптоза и клеточного цикла. 
В то же время обнаружены значимые различия при сравнении 
изменений экспрессии исследуемых генов через 24 и 72 ч после 
воздействия препаратов. Необходимы дальнейшие исследова-
ния, направленные на выявление потенциальных генов, вовле-
чённых в ответ на действие гепатопротекторов, что позволит 
обосновать отдельные механизмы реализации эффектов препа-
ратов и более детально охарактеризовать их действие.
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