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к.б.н. Маргариты Васильевны Кудрявцевой 

 

ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования 

Хронические гепатиты (ХГ) различной этиологии — широко распространенные 

болезни печени человека и животных. Постепенно прогрессируя, ХГ переходит в свою 

завершающую и наиболее опасную стадию — цирроз печени (ЦП). ЦП — одна из 

основных причин смертности населения многих стран (Sun et al., 2019; Zhai et al., 2021а) 

— представляет очень серьезную проблему для здравоохранения и экономики (Mokdad 

et al., 2014; Scaglione et al., 2015; Sepanlou et al., 2020). Лечение ЦП — сложная задача, 

окончательного решения которой еще не найдено. Единственным способом 

радикального излечения этого заболевания в настоящее время считается трансплантация 

печени. Однако частое отсутствие подходящих доноров, риск отторжения и 

необходимость пожизненно использовать иммуносупрессию приводят к тому, что 

трансплантация печени не может считаться рутинной операцией. Высокая стоимость 

такой операции делают ее недоступной для очень многих пациентов, остро 

нуждающихся в ней (Jadlowiec et al., 2016).  

Развитие цирроза приводит к глубоким изменениям архитектоники печени, 

подробно описанным в различных работах (Подымова, 1999; Malhi, Gores, 2008; Zhou et 

al., 2014; Torbenson, Washington, 2020). Подавляющее большинство исследований ЦП 

проведено на экспериментальных животных. Хотя количественного сравнения ЦП 

человека с экспериментальными моделями ЦП не проводилось, многие авторы отмечали 

сходство этого заболевания у человека и животных (Бреслер и др., 1969; Верин, 1984; 

Michalopoulos, 1990; Chen, Hwang, 1994; Canturk, 1999; Kus, 2004; Planaguma, 2005).  

ЦП сопровождается не только сильными изменениями микроскопической 

структуры печени, но и значительным нарушением её многочисленных функций, в т.ч. 

глюкостатической. Глюкостатическая функция — одна из основных функций печени, 

которая заключается в поддержании постоянного уровня глюкозы в крови. Важным 

механизмом её выполнения является способность клеток паренхимы печени 

(гепатоцитов) синтезировать гликоген из глюкозы, поступающей из крови или 
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образующейся путем глюконеогенеза из веществ не углеводной природы, и расщеплять 

его в соответствии с требованиями организма. 

В качестве запасного вещества гликоген содержится практически во всех клетках 

человека и животных. Со времени его открытия К. Бернаром (1857) прошло более 

160 лет. Несмотря на интенсивные исследования метаболизма гликогена, вылившиеся, в 

частности, в четыре Нобелевские премии (C.Cori и G.Cori, 1947; L.Leloir, 1970; 

E.Sutherland, 1971; E.Krebs и E.Fischer, 1992), сведения о пространственной структуре 

этого разветвленного полимера глюкозы остаются довольно скудными. Считается, что 

полностью сформированная молекула гликогена, называемая также β-частицей 

(Takeuchi et al., 1978; Devos et al., 1983; Rybicka, 1996; Sullivan et al., 2014; Deng et al., 

2016; Wang et al., 2022), имеет диаметр около 42 нм и содержит ~ 55000 остатков 

глюкозы, соединенных α-(1→4) и α-(1→6) гликозидными связями. β-частица состоит из 

12 концентрических ярусов глюкозных остатков, самогликозилирующегося белка 

гликогенина, находящегося в центре частицы, и многочисленных белков, участвующих 

в ее формировании и деградации (Shearer, Graham, 2004; Roach et al., 2012). Четыре 

внешних яруса β-частицы (макрогликоген, МГ) включают ~ 95 % всех глюкозных 

остатков, а восемь внутренних ярусов образуют так называемый скелет или прогликоген 

(ПГ) и содержат около 5 % всех глюкозных остатков молекулы (Melendez-Hevia et al., 

1993; Rybicka, 1996; Melendez et al., 1999; Shearer, Graham, 2002). Полагают, что ПГ 

является стабильной промежуточной формой гликогена на пути формирования полной 

β-частицы (Lomako et al., 1991; 1993; Alonso et al., 1995).  

Информация о механизмах формирования β-частиц, их пространственной 

структуре и ее изменениях в норме и при патологии ограничена. К сожалению, ни один 

из известных химических или молекулярно-биологических методов не позволяет 

описать пространственную структуру такой огромной и сложной молекулы с 

достаточной точностью и полнотой (Brewer, Gentry, 2019; Brust et al., 2020).  Почти все 

предложенные методы применимы к гликогену, выделенному из тканей, что создает 

опасность нарушения его исходной структуры. Кроме того, имеющиеся методы 

способны дать информацию о структуре молекул гликогена, находящихся лишь в 

статичном состоянии. Подавляющее большинство данных о пространственной 

структуре молекул гликогена основано либо на теоретических представлениях и 

математических расчетах, либо на результатах определения размеров α- и β-частиц 
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гликогена, полученных с помощью электронной микроскопии или эксклюзионной 

хроматографии (Gunja-Smith et al., 1970; Goldsmith et al., 1982; Melendez-Hevia et al., 

1993; Melendez et al., 1997; Sullivan et al., 2014; Rousset et al., 2022). Поэтому разработка 

метода, позволяющего исследовать пространственную структуру молекул гликогена и 

ее динамику непосредственно в клетках, является настоятельной необходимостью. 

 Гликоген служит легкодоступным источником энергии для различных 

метаболических процессов во многих тканях и органах. Его содержание в печени 

является чувствительным показателем не только состояния энергетических резервов в 

гепатоцитах, но также углеводного обмена во всем теле. В норме общее содержание 

гликогена в клетках печени колеблется достаточно в узких границах и регулируется 

соотношением скоростей его синтеза и распада (Devos et al., 1983; Rybicka, 1996; 

Sullivan et al., 2010). Избыток или, напротив, значительное снижение содержания 

гликогена в гепатоцитах может быть причиной тяжелых болезней печени, которые 

сопровождаются также нарушением структуры его молекул (Кудрявцева, 1987; 

Розенфельд, Попова, 1989; Ganesh et al., 2001; Tagliabracci et al., 2007; Mayatepek et al., 

2010; Tagliabracci et al., 2011).  

 Известно, что цирроз часто сочетается с другими болезнями (Олевская и др., 

2018), и около 40 % пациентов с ЦП имеют коморбидный статус (Jepsen et al., 2008). 

Среди наиболее распространенных сопутствующих заболеваний, отмечают сахарный 

диабет (СД) 2-го типа (Hickman et al., 2007; Garcia-Compean et al., 2009). Показано, что 

наличие диабета у пациентов с ЦП заметно снижает продолжительность их жизни 

(Tolman et al., 2007; Garcia-Compean et al., 2015; Kumar, 2018). Однако влияние 

коморбидности диабета и цирроза на метаболизм и содержание гликогена в гепатоцитах 

не изучено.  

Поэтому оценка метаболизма, содержания и структуры гликогена в гепатоцитах 

имеет важное значение для определения функционального состояния печени, прогноза 

ЦП и поиска новых подходов к его лечению. 

  

Степень разработанности темы 

Данные о содержании гликогена в цирротической печени, имеющиеся в 

настоящее время, немногочисленны. Ранее было показано, что содержание гликогена 

при ЦП ниже, чем в норме (Owen et al., 1981; Krähenbühl et al., 1991; Krähenbühl et al., 
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1996, 2003). Тем не менее, результаты этих работ не позволяют сделать однозначный 

вывод об уровне гликогена в цирротической печени, т.к. они получены с помощью 

непрямых методов. Надежность этих методов сильно зависит от точности измерения 

объема фиброзной ткани и паренхимы в исследуемом материале. 

Сведения о содержании гликогена в печени больных СД 2-го типа столь же 

немногочисленны и противоречивы. Хотя было показано, что содержание гликогена в 

печени диабетиков находится на низком уровне (Whitton, Hems, 1975; Golden et al., 

1979), вопрос остается открытым. Это связано с тем, что вся информация о низком 

содержании гликогена в печени получена, в основном, на животных, у которых диабет 

индуцировали в течение относительно короткого времени (short-term диабет) тогда как 

диабет у человека развивается в течение многих месяцев и даже лет (long-term диабет). 

Длительное развитие диабета может вызвать адаптивные изменения в тканях организма, 

как ответ на гипоинсулинемию и гиперглюкагонемию (Friedmann et al., 1963), и 

повлиять на содержание гликогена в клетках печени. 

Во многих работах было показано, что гликоген состоит из двух фракций. Одна из 

них хорошо извлекается с помощью трихлоруксусной кислоты (ТХУ), в то время как 

для экстракции другой требуется обработка тканей крепкой щелочью, что объясняется 

связью этой фракции с белками (Prins, Jeanlos, 1948; Shearer, Graham, 2004; James et al., 

2008). Наличие в клетках двух фракций гликогена подтверждено также in situ с 

помощью цитохимических методов (Kugler, Wilkinson, 1961; Кудрявцева и др., 1974). 

Установлено, что содержание растворимой и нерастворимой в ТХУ фракций гликогена 

в тканях изменяется при различных физиологических и патологических условиях 

(Кудрявцева и др., 1992; Adamo, Graham, 1998; Graham et al., 2001; Battram et al., 2004; 

Shearer, Graham, 2004; Shearer et al., 2005; Wilson, 2009; Granlund et al., 2011). 

Полученные результаты позволили заключить, что изменения содержания этих фракций 

свидетельствуют не только об их важной роли в метаболизме гликогена, но также о 

серьезных перестройках структуры его молекул. Данные о содержании фракций 

гликогена в клетках могут дать ценную информацию о динамике числа остатков 

глюкозы, степени заполнения ярусов, количестве белков, участвующих в 

присоединении-отсоединении остатков глюкозы и других характеристиках молекул 

гликогена в норме и при патологии (Bezborodkina et al., 2018). 
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Острая нехватка донорской печени, необходимой для трансплантации пациентам 

с терминальной стадией цирроза, стимулировала поиск альтернативных подходов 

лечения этой болезни: искусственные биологические и небиологические конструкции, 

трансплантация зрелых гепатоцитов и стволовых клеток человека, а также ксеногенных 

органов и клеток (Burra et al., 2004; Buzhor et al., 2014; Heydari et al., 2020; Mirdamadi et 

al., 2020). Все эти методы, по-видимому, способны оказать большую помощь при 

терапии ЦП, однако, они находятся на стадии экспериментов и вряд ли сейчас могут 

широко применяться в клинической практике. Поэтому в настоящее время активно 

проводятся исследования, цель которых состоит в усилении потенций самой 

патологически измененной печени к восстановлению.  

Существует много доказательств реверсии цирротических изменений в печени до 

состояния близкого к норме (Саркисов, Рубецкой, 1965; Powell et al, 1970; Солопаев, 

1980; Dufour et al., 1997; Kaplan et al., 1997; Lau et al., 1999; Benyon, Iredale, 2000; 

Wanless, 2001; Kweon et al., 2001; Hammel et al., 2001). Как правило, в исследованиях, 

посвященных обратимости ЦП, главное внимание обращают на морфологические 

изменения в печени и гораздо меньшее — на восстановление ее функций. Между тем, 

именно степень восстановления функциональной способности патологически 

измененной печени является ключевым показателем обратимости цирроза. Поэтому 

анализ содержания и структуры гликогена, важного источника энергии для различных 

метаболических процессов в гепатоцитах, имеет особое значение для оценки 

способности органа к восстановлению. 

Исходя из вышесказанного, цель настоящей работы состояла в определении 

роли клеточных и макромолекулярных механизмов регуляции гликогенеза в 

гепатоцитах нормальной и патологически измененной печени крыс и человека. 

Для достижения цели работы были поставлены следующие задачи: 

1. В нормальной и патологически измененной печени крыс и человека определить 

уровни гликогена в гепатоцитах и активность ключевых ферментов гликогенеза и 

гликогенолиза на разных стадиях пищевого цикла.  

2. В нормальной и цирротической печени крыс и человека установить влияние 

размера и плоидности гепатоцитов на содержание в них гликогена. 

3. Оценить влияние коморбидности цирроза печени и сахарного диабета 2-го типа 

у человека на содержание гликогена в гепатоцитах. 
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4. Разработать цитофлуориметрический метод исследования пространственной 

структуры молекул (β-частиц) гликогена в отдельных гепатоцитах.  

5. Установить структуру молекул гликогена в гепатоцитах нормальной и 

цирротической печени крыс на разных стадиях пищевого цикла. 

6. Определить структуру молекул гликогена в гепатоцитах крыс и человека в 

нормальной и в патологически измененной печени. 

7. Оценить степень восстановления структуры и функции цирротической печени 

крыс и человека после применения различных методов лечения. 

 

Научная новизна 

Впервые установлена роль полиплоидии и гипертрофии гепатоцитов в регуляции 

гликогенеза в нормальной и цирротической печени крысы и человека. Впервые показано 

влияние коморбидности ЦП и СД 2-го типа на содержание гликогена в гепатоцитах 

человека. Разработан оригинальный количественный метод изучения пространственной 

структуры молекул гликогена в отдельных клетках паренхимы печени. Впервые 

определен вклад числа и размера молекул гликогена в его содержание в гепатоцитах 

нормальной и цирротической печени крыс и человека. Впервые определена динамика 

пространственной структуры молекул гликогена в гепатоцитах нормальной и 

цирротической печени крыс в ходе гликогенеза. Впервые установлена пространственная 

структура молекул гликогена в гепатоцитах нормальной и цирротической печени крыс и 

человека. Впервые проведена оценка пространственной структуры молекул гликогена в 

гепатоцитах в ходе реабилитации цирроза печени у крыс и человека. 

 

Теоретическая и практическая значимость 

Результаты работы демонстрируют что, несмотря на кардинальную перестройку 

структуры цирротической печени, содержание гликогена в клетках ее паренхимы, как и 

в норме, пропорционально дозе генов. В нормальной печени способность гепатоцитов 

запасать гликоген зависит от размера и массы (веса) клеток, в то время как при циррозе 

подобная зависимость отсутствует. Полученные данные, с одной стороны, 

свидетельствуют о сохранении нормальной регуляции процессов транскрипции и 

трансляции в патологически измененном органе, а с другой, указывают на то, что 

посттрансляционные механизмы при циррозе значительно нарушены. Следствием этих 
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нарушений является значительное увеличение концентрации гликогена, изменение его 

структуры и метаболизма в гепатоцитах цирротической печени. Степень увеличения 

содержания гликогена в клетках на фоне прогрессии хронического гепатита является 

показателем тяжести поражения печени и связана, прежде всего, со снижением 

активности гликогенфосфорилазы а и глюкозо-6-фосфатазы. Полученные данные 

свидетельствуют о том, что содержание гликогена в гепатоцитах при диабете 2-го типа 

увеличено. Однако коморбидность ЦП и СД не приводит ни к аддитивному, ни к 

синергическому эффектам. 

Разработан оригинальный метод исследования пространственной структуры 

молекул гликогена в отдельных гепатоцитах. Метод позволяет определять число 

остатков глюкозы и расстояние между ними на внешних ярусах молекул гликогена. С 

помощью этого метода установлено, что при циррозе молекулы гликогена мельче, чем в 

нормальной печени, но их количество в гепатоцитах крыс и человека в несколько раз 

превышает норму.  

Терапия цирроза печени после удаления повреждающего агента заметно снижает 

содержание гликогена в гепатоцитах и нормализует пространственную структуру его 

молекул. 

 

Методология и методы исследования 

Для решения поставленных в диссертации задач был использован комплекс 

современных методов клеточной биологии, включающий конфокальную лазерную 

микроскопию, цитохимические методы, абсорбционную и флуоресцентную 

цитофотометрию, микроинтерферометрию, электронную микроскопию, метод анализа 

изображений. В качестве материала для исследований использовали пункционные 

биопсии печени пациентов с хроническим гепатитом, циррозом печени, сахарным 

диабетом 2-го типа. Экспериментальными моделями служили белые беспородные 

крысы, крысы Вистар, мыши линии C57BL/6N и трансгенные гомозиготные мыши OE-

NPY
DβH

. Статистическую обработку данных проводили с использованием стандартного 

пакета программы Sigma Plot for Windows 11.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA).  
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Структура и объем работы 

Диссертация изложена на 279 страницах машинописного текста и состоит из 

введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, 

результатов и их обсуждения, заключения и списка литературы, включающего 741 

источник. Работа иллюстрирована 92-мя рисунками и 19-ю таблицами.  

 

Личный вклад автора состоит в самостоятельном определении цели, задач и 

плана исследований диссертационной работы; сборе материала. Автором 

самостоятельно проведены подавляющее большинство экспериментов (некоторая часть 

опытов осуществлена совместно с коллегами и учениками). Интерпретация, 

статистическая обработка и окончательная оценка полученных экспериментальных 

данных, сбор и анализ научной литературы, а также написание текста диссертации 

осуществлены соискателем самостоятельно. В публикациях по теме диссертации Н.Н. 

Безбородкина или является первым автором, или внесла преобладающий вклад в их 

подготовку. 

 

Степень достоверности и апробация результатов 

Достоверность полученных результатов обеспечена исследованием большого 

объема экспериментального и клинического материала, тщательно разработанной 

схемой опытов и анализом данных литературы. Результаты, представленные в 

диссертации, получены с помощью современных, широко апробированных, 

информативных методов, на сертифицированном оборудовании, при использовании 

качественных реактивов от надежных производителей и поставщиков. Материалы 

диссертации опубликованы в ведущих международных и отечественных журналах и 

перед публикацией прошли тщательное экспертное рецензирование. 

Анализ полученных данных проведен с помощью целого комплекса 

статистических методов. Полученные результаты обработаны с помощью адекватных 

специализированных программ. 

Материалы диссертации были представлены и обсуждены на более чем 30 

российских и международных научных мероприятиях, в том числе: XIII 

Международном конгрессе фармакологов (Мюнхен, Германия, 1998); VI и VII 

Конгрессах Европейского общества аналитической клеточной патологии (Гейдельберг, 
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Германия, 1999; Каен, Франция, 2001); Втором фармакологическом конгрессе 

(Будапешт, Венгрия, 1999); XI Международном конгрессе гистохимии и цитохимии 

(Йорк, Англия, 2000); XIII и XIV Гейдельбергском симпозиумах по цитометрии 

(Гейдельберг, Германия, 2000, 2001); Общероссийской конференции с международным 

участием «Проблемы морфологии (теоретические и клинические аспекты)» (Сочи, 

2002); Конференции «Клеточная и тканевая инженерия растений и животных» (Москва, 

2002); 21-й ежегодной конференции немецкого общества по цитометрии (DGfZ) (Бонн, 

Германия, 2011); II Всероссийской научной конференции молодых ученых «Проблемы 

биомедицинской науки третьего тысячелетия» (Санкт-Петербург, 2012); XXVII и 

XXVIII конгрессах международного общества по развитию цитометрии (ISAC) 

(Лейпциг, Германия, 2012; Сан Диего, Калифорния, США, 2013); 23-й конференции 

азиатско-тихоокеанского общества по изучению печени (APASL) (Сингапур, Сингапур, 

2013); III и IV конференциях молодых ученых Института цитологии РАН (Санкт-

Петербург, 2012, 2014); XVII Всероссийском симпозиуме «Структура и функции 

клеточного ядра» (Санкт-Петербург, 2014); VI международной научно-практической 

конференции «Актуальные проблемы биологии, нанотехнологии и медицины» (Ростов-

на-Дону, 2015); 30-м ежегодном съезде по клинической цитометрии (Денвер, Колорадо, 

США, 2015); Международном конгрессе по микроскопии (Коттаям, Керала, Индия, 

2015); 38-м и 41-м конгрессах Федерации европейских биохимических обществ (FEBS) 

(Санкт-Петербург, 2013; Virtual, 2021); Конференции, посвященной 95-летию 

Академика К. Зуфарова (Ташкент, Узбекистан, 2021). 

По теме диссертации опубликовано 16 статей в рецензируемых научных 

изданиях, входящих в международные реферативные базы данных и системы 

цитирования, определенные ВАК РФ, 3 отечественных монографии, 1 глава в 

международной коллективной монографии. 
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Оковитый, О.В. Иванова, Б.Н. Кудрявцев // Цитология.  — 2002. — Т. 44, вып. 7. — С. 

668–675.  

Кудрявцева М.В., Безбородкина Н.Н., Оковитый С.В., Нилова В.К., Иваникова 

Н.В., Кудрявцев Б.Н. Исследование влияния бемитила на углеводный обмен 

цирротически измененной печени крыс / М.В. Кудрявцева, Н.Н. Безбородкина, С.В. 

Оковитый, В.К. Нилова, Н.В. Иваникова, Б.Н. Кудрявцев // Цитология. — 2002. — Т. 44, 

вып. 2. — С. 166–174. 

Оковитый С.В., Безбородкина Н.Н., Улейчик С.Г., Шуленин С.Н. 

Гепатопротекторы / С.В. Оковитый, Н.Н. Безбородкина, С.Г. Улейчик, С.Н. Шуленин. 

— М.: ГЭОТАР-Медиа. — 2010. — 112 с. [ISBN 978-5-9704-1455-2] 

Bezborodkina Natalia N., Chestnova Anna Yu., Kudryavtsev Boris N. Glycogen 

metabolism during chronic liver diseases / Natalia N. Bezborodkina, Anna Yu. Chestnova, 

Boris N. Kudryavtsev — In: P.L. Weiss, B.D. Faulkner (Eds). Glycogen: Structure, Functions 

in the Body and Role in Disease. — New York: NOVA Publishers, 2013. — P. 47–79. [ISBN 

978-1-62948-395-5]  

Оковитый С.В., Приходько В.А., Безбородкина Н.Н., Кудрявцев Б.Н. 2022. 

Гепатопротекторы: руководство для врачей. 2-е изд., перераб. и доп. / С.В. Оковитый, 

В.А. Приходько, Н.Н. Безбородкина, Б.Н. Кудрявцев. — М.: ГЭОТАР-Медиа. — 2022. 
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Основные научные результаты 

1. Развитие цирроза печени у человека сопровождается более значительными 

нарушениями ее функций и большей утратой гепатоцитов (>50 %), чем у крыс (~28 %). 

Полиплоидизация и гипертрофия клеток при циррозе у крыс практически полностью 

компенсируют убыль гепатоцитов, в то время как у человека эти процессы лишь 

частично восполняют потерю клеток (Bezborodkina et al., 2021 — стр. 5–7 (личный вклад 

автора 90 %)). 
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2.  Гликогенез в популяции гепатоцитов при циррозе характеризуется более 

низкой (на 22 %) скоростью, чем в нормальной печени. Содержание гликогена в клетках 

нормальной печени прямо зависит от их размера, тогда как при циррозе подобная связь 

отсутствует. Тем не менее, в ходе гликогенеза содержание гликогена в гепатоцитах 

нормальной и цирротической печени сохраняется пропорциональным уровню 

плоидности клеток (Bezborodkina et al., 2013 — стр. 1084, 1089 (личный вклад автора 90 

%); Bezborodkina et al., 2016 — стр. 357, 361, 363 (личный вклад автора 90 %)). 

3.  Разработан оригинальный микрофлуориметрический метод, позволяющий 

исследовать содержание легкодоступной (макрогликоген) и труднодоступной 

(прогликоген) фракций гликогена в одной и той же клетке и получать информацию о 

структуре гликогена в отдельных клетках, порядке его синтеза и деградации в печени. 

Метод основан на использовании PAS-реакции с реактивами типа Шиффа разного цвета 

и FRET (Förster Resonance Energy Transfer) методики (Безбородкина и др., 2009 — стр. 

1027–1030, 1035 (личный вклад автора 90 %); Bezborodkina et al., 2011 — стр. 420, 422–

423 (личный вклад автора 80 %); Chestnova et al., 2015 — стр. 135, 138–139 (личный 

вклад автора 80 %)). 

4.  Содержание гликогена в гепатоцитах трансгенных гомозиготных мышей OE-

NPYDβH с фенотипом преддиабета соответствует значениям нормы, составляя 

28,53±0,97 и 30,87±0,98 усл.ед. соответственно. Однако структура молекул гликогена 

значительно отличается от структуры характерной для мышей с фенотипом дикого типа 

(WT): 0,62±0,02 усл.ед. и 1,63±0,02 усл.ед. соответственно, p<0,001. Синтез и 

накопление гликогена в гепатоцитах OE-NPYDβH мышей происходит преимущественно 

непрямым путем, через глюконеогенез, а в печени мышей WT используется прямой путь 

его синтеза (Ailanen et al., 2018, стр. 6, 7 (личный вклад автора 70 %)).  

5. Увеличение содержания гликогена в гепатоцитах сопровождается изменениями 

пространственной структуры его молекул, которые выражаются в большем количестве 

цепей и ярусов, заполненных остатками глюкозы, а также в увеличении количества 

белков, связанных с остатками глюкозы на поверхности молекул. При этом внешний 

слой молекул гликогена в гепатоцитах полностью никогда не заполняется остатками 

глюкозы и всегда содержит остатки, связанные с белками (Bezborodkina et al., 2021 — 

стр. 6 (личный вклад автора 80 %)).  
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6. В гепатоцитах происходит непрерывный синтез и деградация макромолекул (β-

частиц) гликогена. Гепатоциты голодных крыс содержат 1,6 х 108 частиц гликогена. 

Рефидинг крыс глюкозой приводит к быстрому увеличению количества частиц в 

цитоплазме гепатоцитов. Тем не менее, основной вклад в повышение содержания 

гликогена в клетках вносит наращивание числа остатков глюкозы в его молекулах. 

Двухчасовой рефидинг крыс глюкозой приводит к увеличению размера молекул 

гликогена примерно в 2 раза (Bezborodkina et al., 2022 — стр. 7 (личный вклад автора 90 

%)). 

 

Положения, выносимые на защиту: 

1. В нормальной и цирротической печени одноядерные и двуядерные гепатоциты 

различной плоидности не отличаются по скорости накопления гликогена. В гепатоцитах 

нормальной печени степень накопления гликогена связана с размером клеток, а при 

циррозе подобная зависимость отсутствует. 

2. Содержание гликогена в гепатоцитах цирротической печени крыс и человека 

значительно превышает норму. Основными причинами гликогеноза гепатоцитов при 

циррозе являются ослабление гликогенолиза и усиленный глюконеогенез.  

3. Разработан оригинальный микрофлуориметрический метод исследования 

содержания гликогена и пространственной структуры его молекул (β-частиц) в 

отдельных гепатоцитах. Показано, что в гепатоцитах нормальной печени крыс 

изменение содержания общего гликогена на ранних стадиях гликогенеза обусловлено 

синтезом новых молекул (β-частиц), а на поздних — присоединением глюкозных 

остатков к уже имеющимся в клетках частицам. В гепатоцитах цирротической печени 

крысы изменение содержания гликогена в процессе гликогенеза обусловлено 

заполнением внешних ярусов β-частиц. Увеличение содержания гликогена в 

гепатоцитах человека в ходе развития цирроза печени связано, главным образом, с 

образованием β-частиц de novo. 

4. По мере развития цирроза расстояние между цепями глюкозных остатков на 

внешних ярусах молекул гликогена в гепатоцитах крысы увеличивается, в то время как 

в гепатоцитах человека — уменьшается.  
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5. Расстояние между внешними ярусами молекул гликогена уменьшается по мере 

заполнения их остатками глюкозы, что подтверждает гипотезу о саморегулируемости 

размера молекул гликогена. 

6. Молекулы гликогена в гепатоцитах крыс и человека при циррозе мельче, чем в 

нормальной печени, а их количество в несколько раз превышает норму.  

7. Применение различных методов терапии цирроза не приводит к полному 

восстановлению исходного долькового строения печени даже по истечении длительного 

времени наблюдения. Однако терапия цирроза после удаления повреждающего агента 

заметно снижает содержание гликогена в гепатоцитах и нормализует пространственную 

структуру его молекул. Лечение цирроза приводит к увеличению числа остатков 

глюкозы на внешних ярусах молекул гликогена. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Печень и ее роль в организме млекопитающих 

Печень — самая крупная железа млекопитающих, ее относительная масса у 

разных видов колеблется от 1,5 % до 6 % (Prothero, 1982). Абсолютная же масса этого 

органа весьма различна, например, у синего кита (Balaenoptera musculus) она достигает 

более 1 т, у взрослого человека составляет 1,2–1,8 кг, у крыс и мышей 8–10 г и 2–3 г 

соответственно, а у одного из самых мелких млекопитающих — малой бурозубки (Sorex 

minutus) — всего 0,18–0,31 г (Ивантер и др., 1985; Шмидт-Ниельсен, 1987; Rogers, 

Dintzis, 2018). 

Клеточная популяция печени состоит из паренхимных и непаренхимных 

элементов. Последние представлены синусоидальными (эндотелиоциты и клетки 

Купфера) и перисинусоидальными (клетки Ито и Pit-клетки) клетками. К основным и 

наиболее многочисленным паренхимным клеткам печени млекопитающих относятся 

гепатоциты. Они составляют 60–80 % от общего числа клеток и 85–90 % массы печени 

(Bioulac-Sage et al., 1999; Xu, Zhang, 2018). По разным оценкам среднее число 

гепатоцитов в печени человека составляет 100–250×10
9
 клеток (Bioulac-Sage et al., 1999; 

Arias et al., 2020), а у крыс в 1 г печени содержится от 1,96×10
8
 (Knox, 1976) до 2,62×10

8 

гепатоцитов (Байдюк, 2013). 

Печень занимает стратегическое положение в организме и выполняет до 500 

различных метаболических функций, участвуя в обмене белков, липидов, витаминов, 

секреции желчи, детоксикации, пигментном и минеральном обмене. Она играет 

центральную роль в углеводном обмене: поддерживает постоянную концентрацию 

глюкозы в крови, регулирует накопление и распределение глюкозы в периферических 

тканях. Накапливать глюкозу в форме гликогена способны и другие органы, однако 

только печень может расщеплять его и обеспечивать поступление свободной глюкозы в 

систему кровообращения (Kuntz, Kuntz, 2008; Chiang, 2014) (рис. 1.1).  

Метаболические пути в печени находятся под жестким нейрогуморальным 

контролем (Reinke, Asher, 2016), ее иннервация осуществляется ветвями блуждающих 

нервов и печеночного (симпатического) сплетения, а участие в регуляции обменных 

процессов принимают гормоны эпифиза, аденогипофиза, надпочечников, 
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поджелудочной и щитовидной желез (Charni-Natan et al., 2019). Источником энергии для 

чрезвычайно энергоемких тканеспецифических функций печени служит аэробное 

окисление углеводов, жиров и белков, поступающих с пищей или хранящихся в 

различных тканях в виде резервов (Rui, 2014). Основными резервными веществами у 

животных являются гликоген и триацилглицериды (жиры). При полном окислении 

последних образуется, в виде АТФ, значительно больше энергии по сравнению с 

гликогеном. Тем не менее, гликоген имеет два преимущества. Он очень быстро 

мобилизуется для метаболических нужд организма и, что еще важнее, из него можно 

получать энергию даже в условиях аноксии. 

 

 

Рисунок 1.1 — Основные метаболические функции печени. 

 

1.2. Гликоген и его роль в различных тканях и клетках млекопитающих 

 

Гликоген служит легкодоступным и универсальным источником энергии для 

метаболических процессов у живых существ с различным уровнем организации: от 

примитивных гетеротрофных прокариот (архей и бактерий) до высших эукариот — 

млекопитающих (Ball et al., 2011). Впервые гликоген или, как его раньше называли, 

животный крахмал, был получен и описан французским физиологом, Клодом Бернаром. 

К. Бернар обнаружил, что при действии этанола и избытка ледяной уксусной кислоты на 

гомогенат свежей ткани печени гликоген выпадает в виде белого осадка, а полный его 
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гидролиз приводит к образованию глюкозы (Bernard, 1857). В дальнейшем было 

показано, что гликоген содержится почти во всех тканях, но в наибольшей 

концентрации, 5–7 % от общей массы органа, он присутствует в печени. Общее 

содержание гликогена в печени составляет примерно 0,4 г у крысы и 70–100 г у 

человека (Wasserman, 2009; Zois, Harris, 2016). Значительное количество гликогена 

присутствует также в скелетных мышцах. Хотя концентрация гликогена в них гораздо 

меньше, чем в печени, его общее количество — выше (Zois, Harris, 2016). Например, у 

человека оно достигает 400–500 г (Wasserman, 2009; Jensen et al., 2011). 

Причина, по которой глюкоза хранится в клетках в виде полимера, связана с 

низкой осмолярностью этой формы. Запас гликогена в гепатоците примерно 

соответствует концентрации глюкозы 0,4 М, однако реальная концентрация 

нерастворимого гликогена в клетке составляет всего 0,01 мкМ. Содержание в цитозоле 

0,4 М глюкозы в мономерной высокоосмолярной форме могла бы привести к 

проникновению воды в клетку и к ее лизису. Кроме того, при внутриклеточной 

концентрации глюкозы 0,4 М и концентрации глюкозы 5 мМ в крови млекопитающих, 

изменение свободной энергии, соответствующее переносу глюкозы внутрь клетки 

против ~ 80-кратного градиента концентрации, было бы недопустимо велико (Нельсон, 

Кокс, 2012). 

В силу своей способности с высокой скоростью расщепляться до глюкозы и 

быстро откладываться в клетках гликоген играет чрезвычайно важную роль в жизни 

человека и животных.  

Во-первых, на поздних этапах эмбриогенеза млекопитающих гликоген в большом 

количестве накапливается в органах плода, особенно в печени, а затем расходуется в 

течение первых часов после рождения на энергетические нужды новорожденного 

(Doljanski, 1960; Kalhan, 2017). Для эмбрионов человека и животных глюкоза, как 

источник энергии, имеет первостепенное значение (Kalhan, Parimi, 2000; Dowling, 

McAuliffe, 2013). Ее концентрация в плазме крови поддерживается на постоянном 

уровне за счет транспорта через плаценту из материнского организма (Mota-Rojas et al., 

2011). Рождение и несколько суток после него является критическим этапом в жизни 

млекопитающих, а накопление перед рождением большого количества гликогена в 

печени – одним из важнейших адаптивных механизмов (Hers, 1981; Аршавский, 1982; 

Gruppuso, Brautigan, 1989).  
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Во-вторых, гликоген играет важную роль в мышечном сокращении. Мышцы 

различного функционального назначения составляют до 40–45 % массы тела 

млекопитающих (Frontera, Ochala, 2015) и содержание в них гликогена достигает 0,5–

2 % от влажной массы мышцы (Розенфельд, Попова, 1989).  

В-третьих, организму жизненно необходимо поддерживать концентрацию 

глюкозы в крови в узком физиологическом диапазоне для нормального 

функционирования нервной ткани, клеток крови и семенников. В состоянии сытости и в 

постабсорбтивном периоде мозг работает почти исключительно за счет глюкозы, а 

скорость ее использования оценивается в 117–142 г/день (Nuttall et al., 2008). Еще одна 

причина жесткой регуляции концентрации глюкозы в крови заключается в ее 

токсичности. Модификации белков, вызванные их гликозилированием (Degenhardt et al., 

1998), окислительные повреждения клеток, индуцированные глюкозой (Huebschmann et 

al., 2006), и другие вредные эффекты, опосредованные глюкозой, особенно четко 

проявляются у людей с тяжелыми формами диабета (Cleary et al., 2006). 

 

 1.3. Регуляции глюкостатической функции печени и метаболизм гликогена 

 

В зависимости от пищевого статуса организма выделяют 5 фаз гомеостаза 

глюкозы (Ruderman et al., 1976) (табл. 1.1). В абсорбтивной фазе I концентрация 

глюкозы и инсулина в крови повышается, глюкагона — падает. В результате 

происходит всасывание глюкозы, образующейся в кишечнике при переваривании 

углеводов: 55 % печенью, 25 % инсулиннезависимыми тканями (мозг, нервы, 

форменные элементы крови, мозговой слой почек и эпителий семенников) и 15 % 

инсулинозависимыми тканями (жировая ткань, скелетные мышцы) (Тепперман, 

Тепперман, 1989). В постабсорбтивной фазе II концентрации глюкозы, инсулина и 

глюкагона возвращаются к исходному уровню. Печень начинает продуцировать 

глюкозу, главными потребителями которой являются головной мозг, почки, 

эритроциты, жировая ткань и скелетные мышцы. Типичным постабсорбтивным 

состоянием у человека является состояние организма после ночного сна. Если пища не 

поступает в течение суток и более, наступает состояние голодания (III-V фазы). На всех 

стадиях голодания, из-за истощения запасов гликогена, единственным источником 

глюкозы становится глюконеогенез в печени и почках (Ercan et al., 1994) (табл. 2.1) 
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Таблица 1.1 — Фазы гомеостаза глюкозы. 

 Фаза I Фаза II Фаза III Фаза IV Фаза V 
И

ст
о
ч

н
и

к
 

г
л

ю
к

о
зы

 

Экзогенные 

углеводы 

 

Гликогенез 

в печени 

Гликоген  

 

Глюконеогенез 

в печени 

 Гликоген 

Глюконеогенез 

в печени и 

почках  

Глюконеогенез 

в печени и 

почках 

Т
к

а
н

и
/о

р
г
а
н

ы
, 

и
сп

о
л

ь
зу

ю
щ

и
е 

г
л

ю
к

о
зу

 

ВСЕ  

(печень 

захватывает 

около 50 % 

глюкозы после 

приема пищи) 

ВСЕ  

(печень, 

мышцы, 

жировая ткань 

— в меньшей 

степени) 

ВСЕ 

(печень, 

мышцы, 

жировая ткань 

— в меньшей 

степени) 

Мозг, 

эритроциты, 

почки, мышцы 

(небольшое 

количество) 

Эритроциты, 

почки,  

мозг (в 

меньшей 

степени) 

О
сн

о
в

н
о
й

 

и
ст

о
ч

н
и

к
 

эн
ер

г
и

и
 

д
л

я
 м

о
зг

а
 

Глюкоза Глюкоза Глюкоза 
Глюкоза 

Кетоновые 

тела 

Кетоновые 

Тела  

ГЛЮКОЗА 

К
о
г
д

а
 

н
а
ч

и
н

а
ет

ся
?

 

3–4 ч после 

приема пищи 

6–12 ч после 

приема пищи 
Голодание 1 сут 

Голодание до 

24 сут 

Голодание 

более 1 мес 

 

Таким образом, концентрация глюкозы в крови на разных стадиях пищевого 

цикла представляет собой баланс между интенсивностью потребления глюкозы 

периферическими тканями и соотношением скоростей синтеза и распада гликогена в 

печени.  

Гликоген может синтезироваться прямым путем (гликогенез) из поступающей в 

клетки глюкозы крови и непрямым путем (глюконеогенез) из веществ неуглеводной 

природы. Деградация гликогена (гликогенолиз) в организме происходит путем 

гидролиза или фосфоролиза. Гликоген может быть использован в ходе аэробного или 

анаэробного гликолиза на нужды самой ткани или для продукции глюкозы, а также, 

через пентозофосфатный путь — для образования НАДФ-Н и пентозофосфатов, 

необходимых для синтеза жирных и нуклеиновых кислот (рис. 1.2). 

В большинстве органов и тканей млекопитающих используются лишь отдельные 

блоки реакций, связанных с метаболизмом гликогена. Например, в скелетных мышцах 

(Przybylski et al., 2006), сердце (Chandramouli et al., 2015), мозге (Rojas, Schwartz, 2014) и 

эритроцитах (Moses et al., 1972) метаболизм гликогена направлен в сторону гликолиза, 

тогда как в корковом веществе почек (Segura, Ruilope, 2013) и тонком кишечнике 
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(Mithieux, Gautier-Stein, 2014) метаболизм ориентирован на синтез гликогена через 

глюконеогенез. Единственным органом у млекопитающих, который обладает полным 

набором реакций метаболизма гликогена, является печень. При этом она, как правило, 

не использует глюкозу, образующуюся при гликогенезе, для собственных нужд, а 

продуцирует ее для потребления другими органами.  

 

 

Рисунок 1.2 — Общая схема метаболизма гликогена (Zois, Harris, 2016). 

 

Основная схема реакций гликогенеза и гликогенолиза подробно описана (Bender, 

Mayes, 2015; Zois, Harris, 2016) и отличается в различных тканях лишь некоторыми 

деталями. 

Синтез гликогена начинается с присоединения УДФ-глюкозы к белку-затравке 

гликогенину, в качестве акцептора переносимого остатка глюкозы выступает сам 

гликогенин (Lomako et al, 2004; Chaikuad et al., 2011). У человека есть два гена, 

кодирующих этот белок — GYG1 и GYG2. Первый их них экспрессируется во всех 

тканях, а экспрессия второго ограничена печенью, сердцем и поджелудочной железой 

(Henrissat, Davies, 2000). В отличие от человека, грызуны обладают лишь GYG1 (Zhai et 

al., 2001).  
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Дальнейшее формирование полной молекулы гликогена происходит с участием 

гликогенсинтазы (ГС), ветвящего фермента (ВФ) и других ферментов после окончания 

самогликозилирования гликогенина. Предполагается, что гликоген никогда не 

расщепляется в клетках до конца, а его синтез может начинаться сразу, на 

предсуществующем гликогенине (Calder, Geddes, 1992). Остатки глюкозы переносятся 

ГС на нередуцирующий конец олигосахарида, образованного на гликогенине, и 

соединяются между собой α-1 → 4 гликозидными связями (рис. 1.3). В результате, 

формируется полисахаридная цепь, а гликогенин остается внутри молекулы гликогена. 

 

 

Рисунок 1.3 — Пути гликогенеза и гликогенолиза в печени (по Bender, Mayes, 2015).  

   

Млекопитающие обладают двумя генами, кодирующими ГС: GYS1 

экспрессируется в скелетных мышцах и большинстве клеток, способных к синтезу 

гликогена, а GYS2 — только в печени (Qian et al., 2014). ГС может находиться в 

неактивном фосфорилированном (в или I форма) и активном нефосфорилированном (а 

или D форма) состоянии. Глюкозо-6-фосфат (Г-6-Ф) способен преодолеть 
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инактивирование фермента, связанное с фосфорилированием, и полностью восстановить 

его активность. Это свойство позволяет определять активность ГС в присутствии и 

отсутствии Г-6-Ф, а также дает возможность оценить степень фосфорилирования 

фермента (Aiston et al., 2003). Дополнительный механизм регуляции активности ГС 

связан с изменением ее внутриклеточной локализации. Показано, что инкубация 

изолированных из печени голодных крыс гепатоцитов вместе с глюкозой, помимо 

активации ГС, способствует ее переходу из диффузного распределения в цитоплазме на 

периферию клетки (Jurczak et al., 2008). Этот факт хорошо согласуется с данными о том, 

что синтез гликогена начинается вблизи клеточной мембраны гепатоцитов, а по мере его 

накопления перемещается от периферии клетки внутрь (Fernandez-Novell et al., 2002). 

ГС катализирует перенос глюкозидных остатков лишь на линейно 

расположенный участок цепи. После того как число линейно расположенных остатков 

глюкозы достигнет 11, цепь начинает разветвляться при участии ветвящего фермента 

(ВФ). Он образует α-1,6-глюкозидные связи и приводит к формированию большого 

числа концевых мономеров. Такая разветвленная структура обуславливает компактность 

молекул гликогена и дает возможность значительно увеличить скорость его синтеза и 

деградации (рис. 1.4, а). 

 

 

Рисунок 1.4 — (а) Механизм действия ветвящего фермента. Ветви образуются при 

переносе примерно семи концевых глюкозных остатков с линейного участка цепи на С6-OH-

группу остатка глюкозы другой цепи. Новая точка ветвления образуется на расстоянии не менее 

4 остатков от любой другой уже существующей точки ветвления. (б) Механизм действия 

деветвящего фермента (Takusagawa F., 2010). 
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Как уже упоминалось, деградация гликогена в клетках может идти 

фосфоролитическим и гидролитическим путем. Последний осуществляется 

глюкозидазами. Наиболее известна из них α-амилаза поджелудочной железы и слюны, 

расщепляющая α-1,4-гликозидные связи. Подвергаться гидролизу гликоген может и в 

лизосомах. На этот путь обратили внимание из-за болезни Помпе, при которой 

происходит мутация в гене лизосомальной α-гликозидазы (Hirschhorn, Reuser, 2000) и, 

как следствие, накопление огромного количества гликогена в лизосомах и везикулярных 

структурах (Fukuda et al., 2006).  

Фосфоролиз гликогена начинается с образования глюкозо-1-фосфата — реакции, 

которую катализирует гликогенфосфорилаза (ГФ), ключевой фермент гликогенолиза 

(рис. 1.3). Его молекулярная структура сложна, но довольно хорошо изучена. Известно, 

что биологической активностью обладает димер ГФ. Переход ГФ из неактивного в 

активное состояние происходит за счет присоединения АМФ и сопровождается 

изменением четвертичной структуры фермента (Rath et al., 2000; Pautsch et al., 2008). 

При инактивации ГФ также, как и ГС, перемещается из растворимой фракции в т.н. 

«частичковую» (Green et al., 2004). 

ГФ способна расщеплять только линейные цепи (α-1,4-связи) гликогена, но как 

только до α-1,6-ветвления остается примерно 4 остатка глюкозы, ее действие 

прекращается и начинает работать деветвящий фермент (ДВФ). ДВФ обладает 

трансферазной и 1,6-глюкозидазной активностями, а его функция заключается в 

выпрямлении цепи глюкозных остатков в участках ветвления (рис. 1.4, б). 

Каталитические единицы ДВФ могут действовать независимо одна от другой, 

предполагая присутствие нескольких активных центров, в том числе для связи с 

гликогеном (Zhai et al., 2016). Хотя этот фермент был открыт почти 50 лет назад, его 

трехмерная структура и молекулярная основа функционирования до сих пор мало 

изучены. 

В итоге, благодаря совместному действию ДФВ и ГФ, гликоген расщепляется до 

Г-1-Ф, который под действием фосфоглюкомутазы трансформируется в Г-6-Ф. Именно 

Г-6-Ф используется во многих метаболических путях или превращается в свободную 

глюкозу, поступающую в кровь.  

Для поддержания постоянной физиологической концентрации глюкозы в крови 

гликоген печени используется, главным образом, в промежутках между приемами 
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пищи. Считается, что в постабсорбтивном периоде у человека около 70–75 % глюкозы 

образуется за счет гликогенолиза (Kruszynska, 1999). При длительном голодании запасы 

гликогена в печени истощаются до нескольких процентов от первоначального уровня 

(Rothman et al., 1991). В этих условиях снабжение тканей глюкозой осуществляется 

почти целиком за счет глюконеогенеза, протекающего в печени и, в меньшей степени, в 

корковом слое почек, надпочечниках и тонком кишечнике (Mithieux et al., 2004; Watford, 

2005). Источниками глюкозы, синтезируемой de novo печенью через глюконеогенез, 

являются лактат, пируват, глицерин и некоторые аминокислоты. 

 

 

Рисунок 1.5 — Схема глюконеогенеза и гликолиза в печени. Ключевые глюконеогенные 

ферменты заключены в двойные рамки. АТФ, необходимый для глюконеогенеза, поступает в 

результате окисления жирных кислот (по Bender, Mayes, 2015). 
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Практически все реакции глюконеогенеза представляют собой обращение 

реакций гликолиза и катализируются соответствующими гликолитическими 

ферментами. Однако, из-за необратимости некоторых из них, в глюконеогенезе 

существуют свои, обходные, реакции. Одним из главных этапов глюконеогенеза 

является терминальная реакция, катализируемая глюкозо-6-фосфатазой (Г-6-Фазой) 

(рис. 1.5).  

Этот фермент занимает центральную стратегически важную позицию в регуляции 

концентрации глюкозы в крови. Известно, что Г-6-Фаза печени имеет молекулярную 

массу 60–70 кДа (Reczek, Villee, 1982), состоит из 5 основных полипептидов (Burchell, 

1982) и находится у млекопитающих в микросомальной фракции (De Duve et al., 1951). 

Показано, что Г-6-Фаза содержится также в почках, кишечнике, поджелудочной железе, 

надпочечниках, семенниках и селезенке, но ее активность в этих органах низка по 

сравнению с печенью (Burchell, Hume, 1995; Rajas et al., 1999; Croset et al., 2001). 

В клетках фермент локализуется преимущественно на внутренней стороне 

мембран шЭПР, а его субстрат находится в цитозоле (Waddell, Burchell, 1991). С 

помощью моноклональных антител было показано, что перенос Г-6-Ф через мембрану 

осуществляется специфической транслоказой Т1, а освобождаемые при гидролизе 

субстрата глюкоза и Фн переносятся в цитозоль транслоказами Т2 и Т3 соответственно 

(рис. 1.6) (Rodwell et al., 2015).  

 

 

Рисунок 1.6 — Гидролиз Г-6-Ф. Каталитический сайт глюкозо-6-фосфатазы обращен к 

просвету шероховатого эндоплазматического ретикулума (шЭПР). ГЛЮТ 2 – белок-переносчик 

глюкозы 2 типа (по Rodwell et al., 2015). 
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Г-6-Ф образуется на первом этапе одного из важнейших и древнейших 

метаболических процессов у живых организмов — гликолиза, под действием 

гексокиназы (рис. 1.5). У многих млекопитающих, в т.ч. человека, есть четыре 

изоформы гексокиназы (Lowes et al., 1998; Coerver et al., 1998; Ehsani-Zonouz et al., 

2001), но только гексокиназа IV или глюкокиназа (ГК) обладает низким сродством к 

глюкозе (Km около 20 ммоль/л), не ингибируется Г-6-Ф и эффективно функционирует 

при концентрациях глюкозы выше 1 мг/мл (Cornish-Bowden, Cardenas, 1991). Ее доля в 

общей гексокиназной активности отличается у разных видов млекопитающих: 

например, в печени крыс, мышей и хомячков она составляет 84–91% (Ureta et al., 1971; 

Reyes, Cardenas, 1984), а у человека — лишь 40 % (Lowes et al., 1998).  

В гепатоцитах ГК находится в комплексе с регуляторным белком GKRP, который 

действует как конкурентный ингибитор по отношению к глюкозе (Arden et al., 2005) и 

является наиболее важным посттранскрипционным регулятором (Roncero et al., 2009). 

Потеря GCKR снижает как количество ГК, так и ее активность (Grimsby et al., 2000).  

Показано, что отсутствие ГK в печени человека способствует развитию легкой 

степени диабета (Malecki, Klupa, 2005). Однако у жвачных животных, кошек и птиц 

физиологически низкая активность ГК в печени не приводит к диабету. Скорее всего, 

это обусловлено разным составом пищи и таким способом получения энергии для 

жизнедеятельности, при котором активность ГК не обязательна для удаления избытка 

глюкозы из циркуляции (Ureta, 1982; Aschenbach et al., 2010; Polakof et al., 2011; 

Verbrugghe et al., 2012).  

Подавляющее большинство данных о глюкостатической функции, метаболизме и 

содержании гликогена получено без учета особенностей тканевого строения органа и 

структуры его клеточной популяции. Как правило, исследования проводились на 

гомогенатах ткани, изолированных клетках и органоидах, выделенных ферментах или 

путем определения концентрации метаболитов в притекающей и оттекающей от печени 

крови и т.д. Между тем, печень представляет орган с высокой организацией 

метаболизма, четкой гистологической структурой и клеточной популяцией, в которой 

каждый тип клеток имеет строгую локализацию и выполняет определенную функцию. 
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1.4. Влияние тканевых и клеточных факторов на метаболизм и содержание 

гликогена в печени 

 

Все метаболические пути, связанные с накоплением и деградацией гликогена, 

происходят в гепатоцитах. Как клеточный тип они возникают из клеток-

предшественников (гепатобластов) в раннем эмбриональном периоде: у человека 

примерно на 18-е сут, а у крыс — на 10–11-е сут пренатального развития (Zhao, Duncan, 

2005; Shin, Monga, 2013) (рис. 1.7). 

 

 

Рисунок 1.7 — Схема морфогенеза печени. Гепатобласты — бипотенциальные 

стволовые клетки — дифференцируются в гепатоциты или холангиоциты (билиарные 

эпителиальные клетки). В ходе морфогенеза эти клетки подвергаются созреванию и 

приобретают дополнительные характеристики, такие как полярность, и становятся способны 

выполнять ключевые функции печени. 

 

Эмбриональная печень растет с большой скоростью благодаря высокой 

пролиферативной активности гепатоцитов (Заварзин, 1967), однако после рождения их 

митотическая активность быстро снижается. У взрослых крыс число гепатоцитов, 

находящихся в фазе синтеза ДНК, составляет лишь доли процента (Stöcker et al., 1972). 

На фоне падения пролиферативной активности гепатоцитов происходит их 

полиплоидизация, наиболее интенсивная в течение первых 3–4 нед после рождения 

крысят, во время перехода от питания молоком матери на самостоятельное питание 

пищей, богатой углеводами (James et al., 1979; Бродский, Урываева, 1981; Богданова и 
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др., 1990). Полагают, что она осуществляется путем чередования ацитокинетических 

митозов и бимитозов, в результате чего в печени взрослых крыс появляются 

одноядерные и двуядерные гепатоциты различных классов плоидности — 2с, 2с×2, 4с, 

4с×2 и 8с (Brodsky, Uryvaeva, 1977; Donne et al., 2020) (рис. 1.8).  

 

 

Рисунок 1.8 — Образование гепатоцитов разной плоидности в печени крыс (Оковитый и 

др., 2022).  

 

В печени взрослых крыс преобладают одноядерные тетраплоидные гепатоциты, 

на их долю приходится ~ 80 % популяции клеток паренхимы (Богданова и др., 1990; 

Сакута, Кудрявцев, 2005). Гепатоциты более высокой плоидности редки, появляются в 

ходе старения или при гепатопатологиях. В отличие от крыс, 80–90 % гепатоцитов 

нормальной печени взрослого человека представлена одноядерными диплоидными 

клетками. Заметное число полиплоидных гепатоцитов появляется у человека лишь 

после пятидесяти лет, но даже в 90-летнем возрасте, паренхима печени почти на 60 % 

состоит из одноядерных диплоидных клеток (Кудрявцев и др., 1982; Watanabe et al., 

1984; Kudryavtsev et al., 1993). 
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Помимо клеточных факторов, метаболизм глюкозы и гликогена в гепатоцитах 

зависит от структуры паренхимы печени, обусловленной ее уникальным 

кровоснабжением (Jungermann, 1987). Печень одновременно получает артериальную и 

венозную кровь, поступающую соответственно из печеночной артерии и портальной 

вены (рис. 1.9). 

 

 

Рисунок 1.9 — Микроскопическое строение печени (схема) (Оковитый и др., 2022). 

 

Традиционно основной морфофункциональной единицей печени считают 

печеночную дольку.  Несколько представлений о ее строении лишь отражают различные 

стороны структуры и функции этого органа (Sasse et al., 1992; Romert et al., 1993; 

Teutsch, 2005). Согласно классической точке зрения, дольки имеют форму 

шестигранных призм. По углам их оснований располагаются портальные тракты с 

ветвями воротной вены, печеночной артерии, желчными протоками, лимфатическими 

сосудами и нервными волокнами. В центре дольки находится центральная вена, по 

которой кровь оттекает в сосуды, несущие кровь в нижнюю полую вену и, далее, в 

правый желудочек сердца (рис. 1.9, 1.10, а). Вокруг центральной вены расположены 

трабекулы, состоящие примерно из 20 гепатоцитов (рис. 1.10). У многих видов 
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животных радиальное направление трабекул в дольках не всегда заметно из-за часто 

возникающих между ними анастомозов.  

 

 

Рисунок 1.10 — Микроструктура печени, кислородный градиент и метаболическая 

зональность. a — Классическая долька печени. Ответвления воротной вены (синяя точка), 

печеночной артерии (красная точка), желчный проток (зеленая точка). Ацинус и его три зоны. 1 

– перипортальная зона; 2 – промежуточная зона; 3 – перивенозная. б — Синусоид печени и 

градиент кислорода. в — Функциональная активность ацинуса печени в зависимости от 

кислородной зональности (по Kietzmann, 2017; Lee-Montiel et al., 2017). 
 

При описании строения печени часто используют понятие «ацинус». Он 

образован сегментами двух рядом расположенных классических долек (рис. 1.10, а) и, в 

отличие от них, кровоснабжение в ацинусе идет от центральных участков к 

периферическим (Rappaport, 1981). В ацинусе выделяют три зоны: перипортальную, 

снабжающуюся кровью с высоким содержанием кислорода, промежуточную и 

перивенозную. Последняя прилежит к центральной вене и получает кровь с низкой 

концентрацией кислорода, но обогащенную конечными продуктами клеточного 
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метаболизма (Kietzmann, 2017) (рис. 1.10, а). Зонам 1, 2 и 3 печеночного ацинуса в 

классической дольке соответствуют портальная, промежуточная и центральная зоны.  

Давление кислорода в перипортальной зоне превышает таковое в центральной 

зоне более чем в 2 раза (Kietzmann, 2017; Lee-Montiel et al., 2017) (рис. 1.10, б). 

Перипортальные гепатоциты, как более «аэробные», обладают большим 

митохондриальным объемом (20 % v/v) и площадью крист (33000 мкм
2
) по сравнению с 

клетками из перицентральной зоны, митохондриальный объем у которых составляет 

12 % v/v, а общая площадь крист 23000 мкм
2 

(Arias et al., 2020). Как следствие, у 

перипортальных гепатоцитов более высокая скорость дыхания и окислительное 

фосфорилирование (Sell, 2001). 

Градиент концентраций кислорода, субстратов и гормонов, существующий между 

различными зонами дольки печени, естественно, отражается на обмене глюкозы и 

гликогена в гепатоцитах, расположенных в этих зонах (рис. 1.10, в). У перипортальных 

клеток выше способность к синтезу глюкозы путем глюконеогенеза. Соответственно, у 

них более высокая активность Г-6-Фазы (Teutsch et al., 1999), фруктозо-1,6-дифосфатазы 

(Schmidt et al., 1978) и фосфоенолпируваткарбоксикиназы (Wimmer et al., 1990). В 

перивенозных гепатоцитах идет интенсивный гликолиз, что проявляется, в частности, в 

высоком содержании и активности ГК (Toyoda et al., 1995). 

Полагают, что перипортальный гликоген синтезируется преимущественно из 

глюконеогенных предшественников, а перивенозный гликоген — непосредственно из 

глюкозы (Jungermann, Katz, 1989; Jungermann, Kietzmann, 1997). Вопрос о том, в какой 

зоне дольки начинается синтез гликогена после приема пищи, и с какой скоростью он 

протекает в разных зонах, остается открытым. Показано, однако, что перипортальные 

гепатоциты быстрее накапливают гликоген после кормления голодных крыс смесью 

глюкозы и фруктозы (Kudryavtseva et al., 1992). Известно также, что в постабсорбтивном 

периоде содержание гликогена в гепатоцитах портальной зоны нормальной печени 

человека и крыс выше по сравнению с клетками центральной зоны (Kudryavtseva et al., 

1996; Kudryavtseva et al., 2001б). 

Гепатоциты сильно отличаются по содержанию гликогена. Различная активность 

ферментов и концентрация субстратов метаболизма гликогена в индивидуальных 

клетках играют, по-видимому, наиболее значительную роль в дисперсии клеток по 

содержанию гликогена. Однако гетерогенность гепатоцитов по уровню плоидности, 
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размеру и пролиферативной активности также может вносить существенный вклад и 

влиять на их функциональную активность. Исследование in situ показало, что во время 

синтеза ДНК в гепатоцитах крысят уровень гликогена в клетках разной плоидности 

падает примерно на 26 %, относительно клеток, находящихся в G0+1-фазе клеточного 

цикла. По мере прохождения гепатоцитами S-фазы клеточного цикла содержание в них 

гликогена постепенно уменьшается (Шалахметова и др., 1981). Установлено также, что 

содержание гликогена в одноядерных и двуядерных гепатоцитах различной плоидности 

в ходе постнатального онтогенеза (Кудрявцева, Шалахметова, 1979; Шалахметова и др., 

1981) и в регенерирующей печени крыс (Майтесян, 1983) соответствует их степени 

плоидности. Однако зависимость содержания гликогена в гепатоцитах от уровня их 

плоидности исследована лишь для одного вида млекопитающих — крыс. Подобные 

данные для других видов, в частности, человека, отсутствуют. Кроме того, неясно, 

зависит ли данная закономерность от пищевого статуса организма и сохраняется ли на 

разных фазах глюкозного гомеостаза. 

Роль размера гепатоцитов на их функцию гораздо менее ясна, чем роль 

пролиферативной активности и плоидности. Размер клеток — это фундаментальный 

параметр, оказывающий существенное влияние на общий план строения клеток и их 

функцию (Jorgensen, Tyers, 2004). Однако подавляющее большинство исследований 

влияния размера клеток на их функциональную активность посвящено ионозависимым 

изменениям функции. 

Показано, что набухание и обезвоживание гепатоцитов вызывают изменения в 

потреблении кислорода, продукции глюкозы, скорости глюконеогенеза и гликолиза, 

активности ключевых ферментов углеводного обмена в этих клетках (Hallgren et al., 

2003; Krumschnabel et al., 2003). В целом, гидратация клеток стимулирует анаболические 

процессы и пролиферацию, а обезвоживание ведет к усилению катаболизма и повышает 

чувствительность к апоптозу (Schliess, Häussinger, 2003). Быстрые изменения размера 

гепатоцитов, вызванные их набуханием или дегидратацией, невелики по амплитуде 

(около 35 %) и не сопровождаются изменениями в клетках количества органоидов и 

различных структур (Espelt et al., 2008). Напротив, вариабельность массы (размера) 

гепатоцитов в печени млекопитающих гораздо более масштабная. Так сухая масса и 

содержание белка в индивидуальных гепатоцитах равной плоидности могут различаться 

в несколько раз (Завадская и др., 1989; Богданова и др., 1990). Есть предположение, что 



39 

 

количество гликогена, которое может накапливаться в гепатоцитах, сильно зависит от 

их размера, т.е. чем больше клетка, тем большее количество гликогена она может 

откладывать в своей цитоплазме (Newsholme, Start, 1975). Вместе с тем, данные, 

подтверждающие или опровергающие эту гипотезу, до сих пор отсутствуют. 

 

 

1.5. Хронические патологии, связанные с нарушением метаболизма, 

содержания и структуры гликогена в печени 

 

Ключевая роль печени в углеводном метаболизме млекопитающих, важным 

звеном которого является метаболизм гликогена, предполагает, что болезни этого 

органа, связанные с нарушением обмена гликогена, могут привести к серьезным 

последствиям для всего организма. В настоящее время известно большое количество 

болезней печени у человека и животных, связанных с дефектами метаболизма 

гликогена. Условно их можно разделить на врожденные и приобретенные в течение 

жизни. 

 

1.5.1. Врожденные болезни, связанные с нарушением метаболизма гликогена  

 

Гликогеновые болезни (ГБ) или гликогенозы представляют группу генетически 

обусловленных заболеваний и характеризуются недостаточностью одного из ферментов, 

связанных с синтезом или деградацией гликогена (рис. 1.11).  

Принцип классификации ГБ основан на дефиците какого-либо фермента 

метаболизма гликогена и типе ткани, в которой он отсутствует. Всего в настоящее время 

известны двенадцать различных ГБ (Chandramouli et al., 2015; Curtino, Aon, 2019), 

которые в основном проявляются в эпизодах гипогликемии и гепатомегалии, но 

вариабельность характерных черт этих болезней очень велика. 
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Рисунок 1.11 — Биогенез гликогена и врожденные дефекты его метаболизма, 

вызывающие гликогеновые болезни у людей (Curtino, Aon, 2019). 

 

Около 80 % всех ГБ печени составляют ее типы I, m, K и n (Ozen, 2007; Curtino, 

Aon, 2019). Наиболее известными из них являются болезнь Гирке (тип I) и болезнь Кори 

(тип m). Болезнь Гирке обусловлена дефицитом Г-6-Фазы. Для печени больных ГБ I 

типа характерны набухшие гепатоциты с цитоплазмой, слабо окрашивающейся на 

гликоген, но с ядрами, содержащими большое его количество. Болезнь Кори приводит к 

потере амило-1,6-гликозидазы и вызывает избыточное накопление гликогена с 

неправильной структурой, что негативно сказывается на функции гепатоцитов. ГБ m-

типа составляет около 24 % от всех случаев гликогеновых болезней (Ozen, 2007).  

 

1.5.2. Нарушения метаболизма гликогена ненаследственной природы 

 

В сравнении с невысокой (0,002–0,005 %) частотой встречаемости 

наследственных нарушений, частота приобретенных заболеваний печени, связанных с 

серьезными отклонениями в обмене глюкозы и гликогена, исключительно высока. Они 

представляют значительную угрозу здоровью человека, а также экономике многих 

стран. В Китае, например, заболеваниями печени страдают более 300 млн. жителей 

(Wang et al., 2019). Среди заболеваний с высокой степенью распространенности стоит 
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отметить неалкогольную жировую болезнь печени (НАЖБП). Около 20–25% случаев 

НАЖБП классифицируется как неалкогольный стеатогепатит, который зачастую 

приводит к развитию фиброза, цирроза печени (ЦП) и гепатоцеллюлярной карциномы 

(ГЦК) (Prikhodko et al., 2022). 

Однако наиболее глобальными, тяжелыми и опасными для жизни человека 

болезнями печени являются хронические гепатиты (ХГ) различной этиологии и 

сахарный диабет (СД). 

Хронические гепатиты, терминальной стадией которых является ЦП — широко 

распространенные заболевания человека и животных. Основными причинами ХГ 

являются неумеренное употребление алкоголя и лекарственных препаратов, а также 

заражение через кровь различными вирусами (B, C, D, E и др.) из семейства 

Hepadnaviridae (Mauss et al., 2015). Только носителей этих вирусов насчитывается в мире 

около 2,3 миллиарда человек (Jefferies et al., 2018). Считается, что алкогольный и 

«лекарственный» гепатиты являются причиной ЦП у более половины больных ХГ, а 

вирусный гепатит, как этиологический фактор, ответственен за 10–24 % случаев 

развития ЦП (Шерлок, Дули, 2002). ЦП представляет собой тяжелое необратимое 

заболевание и нередко заканчивается летальным исходом. Ежегодная смертность от 

него составляет ~ 1,16 млн человек (Asrani et al., 2014). Предполагают, что 

компенсированный ЦП часто протекает незамеченными в течение длительного периода 

времени и «гистологический» цирроз может иметь до 1% популяции (Schuppan, Afdhal, 

2008).  

При ЦП происходит гибель гепатоцитов, узелковая трансформация паренхимы и 

образование фиброзных септ, соединяющих систему портальных сосудов с системой 

печеночных вен, а его главными диагностическими признаками считают фиброз 

большей части паренхимы, выраженную регенерацию печеночной ткани, необычно 

мелкие портальные тракты и избыточное количество центральных вен в дольках, 

нарушение дольковой структуры органа (Shuppan, Adfhal, 2008; Оковитый и др., 2010). 

Нужно отметить, что при всей полиэтиологичности повреждений печени основные 

звенья ее патогенеза сходны между собой (табл. 1.2) (Оковитый и др., 2022).  
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Таблица 1.2 — Основные патогенетические механизмы развития острых и хронических 

заболеваний печени.  

Заболевания Ведущий патогенетический механизм 

Вирусные гепатиты  

Острый и хронический 

вирусный гепатит В 

Цитолиз гепатоцитов связан с активностью 

Т-киллеров (при наличии НВсоrAg и 

HBAg) 

Острый и хронический 

вирусный гепатит С Прямой цитотоксический эффект вируса; 

иммунный цитолиз Острый и хронический 

вирусный гепатит D 

Аутоиммунный 

гепатит  

Первичный билиарный 

цирроз печени 

Аутоантителозависимая 

цитотоксичность — 

иммуноопосредованные некрозы 

гепатоцитов при аутоиммунном гепатите 

или холангиоцитов при первичном 

билиарном циррозе печени 

Лекарственные и 

алкогольные 

поражения печени 

Жировая дистрофия 

печени без некрозов 

Острый гепатит, 

стеатогепатит 

Блокада ферментов, участвующих в 

синтезе липопротеидов, фосфолипидов и 

др. Усиление перекисного окисления 

липидов (ПОЛ) мембран гепатоцитов с 

накоплением высокоактивных форм и 

соединений кислорода; блокада 

ферментов, участвующих в 

детоксикационной функции печени 

(цитохром Р-450 и др. микросомальные 

ферменты) 

Болезнь Вильсона–Коновалова, гемохроматоз Усиление ПОЛ, активация фиброгенеза 

Циррозы печени 

Соответствует этиологическому фактору; 

активация фиброгенеза; 

аутоантителозависимая цитотоксичность; 

нарушение системы микросомального 

окисления 

 

Непрерывная гибель клеток в ходе развития патологического процесса в печени 

стимулирует регенераторный ответ, основными клеточными механизмами которого 

являются пролиферация, полиплоидизация и гипертрофия гепатоцитов (рис. 1.12) (Goss, 

1966; Богданова и др., 1990; Сакута, Кудрявцев, 2005).  
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Рисунок 1.12 — Клеточные механизмы регенерации печени (Оковитый и др., 2022). 

 

Ведущую роль в репаративном росте печени при повреждающем действии 

агентов различной этиологии играют процессы, связанные с синтезом ДНК, – 

пролиферация и полиплоидизация гепатоцитов, которые приводят к увеличению числа 

клеток и/или количества геномов в клетках. Пролиферативная реакция паренхимы 

печени при хроническом воздействии гепатотоксинами характеризуется тем, что 

вероятность прохождения гепатоцитам полного клеточного цикла снижается. В 

результате незавершенных клеточных делений в паренхиме увеличивается доля клеток с 

полиплоидными ядрами. Как следствие, средняя плоидность гепатоцитов значительно 

возрастает (Завадская, 1989; Кудрявцев и др., 1993). При хроническом отравлении крыс 

гепатотропным ядом CCl4 репаративный рост печени примерно на 50 % обеспечивается 

пролиферацией гепатоцитов, на 30 % — полиплоидизацией клеток и на 20 % — 

гипертрофией их цитоплазмы (Сакута, Кудрявцев, 1996).  

Усиление пролиферативной активности гепатоцитов при повреждении печени и 

повышение уровня их плоидности свойственно не только животным, но и человеку. ХГ 

и ЦП различной этиологии, жировой гепатоз, внепеченочный холестаз и другие 

заболевания печени человек также сопровождаются повышением плоидности 

гепатоцитов (Koike et al., 1982; Карташова, 1985; Fang et al., 1994, Melchiorri et al., 1994). 

Однако полиплоидизация гепатоцитов патологической печени человека имеет свои 

особенности: в отличие от печени крыс и мышей, доля 2с×2-гепатоцитов при ХГ у 

человека не снижается, а возрастает по мере усиления тяжести поражения печени. При 
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этом плоидность гепатоцитов никогда не достигает столь высоких степеней, как у 

грызунов (Кудрявцев и др., 1982; 1993). 

Разрастание фиброзной ткани, нарушение микроциркуляции и дольковой 

структуры паренхимы печени достигают своего апогея на конечной стадии ХГ и ЦП и 

приводят к снижению снабжения гепатоцитов кислородом и необходимыми для их 

жизнедеятельности веществами, вызывая нарушения многочисленных 

тканеспецифичных функций печени, в т.ч. метаболизма глюкозы и гликогена (Шерлок, 

Дули, 2002).  

Данные о содержании гликогена в печени больных ЦП противоречивы (Owen et 

al., 1981; Кудрявцева, 1987; Krähenbühl et al., 2003; Кудрявцева и др., 1992). С одной 

стороны, было показано, что содержание гликогена в гепатоцитах больных ХГ и ЦП 

после ночного голодания в несколько раз превышает норму и увеличивается по мере 

усиления тяжести поражения печени (Кудрявцева, 1987; Кудрявцева и др., 1992), а его 

распределение в портальной и центральной зонах дольки цирротической печени 

отличается от нормы и у человека зависит от вирусной или алкогольной этиологии 

заболевания (Kudryavtseva et al., 2001б). С другой стороны, было найдено, что 

содержание гликогена в циротической печени ниже, чем в норме (Krähenbühl et al., 1991, 

2003). 

Повышенный уровень гликогена в гепатоцитах может быть связан с изменением 

активности ГС и ГФ, ключевых ферментов гликогенеза и гликогенолиза. В некоторых 

работах было показано снижение активности ГС при экспериментальном ЦП (Giardina et 

al., 1994; Krähenbühl et al., 1996). Однако большинство данных свидетельствуют о том, 

что ее активность в цирротической печени крысы и человека не отличается от нормы 

или чуть ниже ее (Krähenbühl et al., 1991; Кудрявцева и др., 1992; Krähenbühl et al., 2003). 

Данные о скорости гликогенолиза в цирротической печени также немногочисленны и 

противоречивы. С одной стороны, обнаружено, что деградация гликогена при ЦП 

быстрее, чем в норме (Krähenbühl et al., 1991), а с другой — медленнее (Petersen et al., 

1999). Возможно, противоречивость данных связана с тем, что исследовался материал 

печени, полученный при различном пищевом статусе организма. 

Хроническое повреждение печени приводит к существенным изменениям не 

только метаболизма гликогена в этом органе, но и углеводного метаболизма в целом. 

Целый ряд черт углеводного обмена при ЦП, таких, например, как интолерантность 
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тканей к глюкозе (Mion et al., 1996), снижение активности ГК печени (Aiston et al., 2001; 

Wu et al., 2005), резистентность клеток к инсулину (Holstein et al., 2002; Garcia-Compean 

et al., 2009) сближают цирроз с другим широко распространенным и опасным 

заболеванием — сахарным диабетом (СД). СД — огромная медицинская, экономическая 

и социальная проблема во многих странах. В 2021 году уровень заболеваемости СД по 

данным ВОЗ составил более 537 млн человек, это около 10 % населения планеты в 

возрасте 20–79 лет, а к 2030 году может достигнуть 643 млн (Ogurtsova et al., 2017; IDF 

Diabetes Atlas 2021). В настоящее время СД занимает 4–е место среди болезней, которые 

становятся причиной летального исхода, а наиболее распространенным (90–95 % 

случаев) является диабет 2-го типа. Генетические факторы играют определенную роль в 

развитии болезни, особенно при СД 1-го типа, но гораздо большее влияние на 

становление этого заболевания оказывает образ жизни человека, в частности, пища и 

уровень физических нагрузок (Xu et al., 2018; Zhang et al., 2022). 

Гипергликемия и нарушение гормонального статуса, характерные для больных 

СД, сопровождаются нарушениями метаболизма гликогена в печени. Однако 

имеющиеся данные о содержании гликогена в гепатоцитах при СД немногочисленны и 

противоречивы. С использованием 
14

С-меченых предшественников было показано, что 

синтез гликогена при экспериментальном СД у крыс ухудшен (Friedmann et al., 1970; 

Whitton, Hems, 1975). При этом в печени крыс с СД обнаружено увеличение вклада 

непрямого пути синтеза гликогена (С3-предшественники → Г–6–Ф → гликоген) по 

сравнению с прямым путем его образования (глюкоза → Г–6–Ф → гликоген) (Giaccari, 

Rosetti, 1992). Вместе с тем, исследования на мышах с наследственным и 

стрептозотоциновым диабетом не выявили отличий в содержании гликогена в 

«диабетической» печени по сравнению с контрольной (Stearns, Benzo, 1977; Roesler et 

al., 1990). 

Определение концентрации гликогена и скорости его синтеза показало, что перед 

приемом пищи в печени пациентов с СД 2-го типа она ниже, чем в контрольной группе 

(227±6 и 275±10 ммоль/л печени соответственно, p < 0,001), также, как и общая скорость 

синтеза гликогена после приема пищи (Krssak et al., 2004). Схожие данные были 

получены Магнуссоном с соавт. (Magnusson et al., 1992), которые нашли, что через 4 ч 

после приема пищи концентрация гликогена в печени пациентов с СД составила 

131±20 ммоль/л печени, а в контроле — 282±60 ммоль/л печени (p < 0,05). 
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Данные об активности ключевых ферментов гликогенеза и гликогенолиза при СД 

также противоречивы. С одной стороны, было найдено, что активность ГС при СД 

возрастает (Akatsuka et al., 1983; Niewoehner, Nuttall, 1986), а активность ГФ снижается 

(Gannon, Nuttall, 1990; Magnusson et al., 1992; Hundal et al., 2000). С другой стороны, 

было показано, что в печени db/db мышей c наследственным СД уровень ГС не 

отличается от нормы, а общая активность ГФ и активность ГФа повышены. При этом 

авторы обнаружили изменения в кинетических свойствах этих ферментов при СД 

(Roesler et al., 1990). Помимо данных, приведенных выше, Голден с соавт. выявили в 

печени голодных крыс с СД более низкую активность ГС по сравнению с контрольными 

животными (Golden et al., 1979). 

 

1.6. Характеристика популяции гепатоцитов и метаболизма гликогена 

при регенерации цирротической печени 

 

Печень обладает уникальной способностью к регенерации после повреждения 

(Лиознер, 1960; Taki-Eldin et al., 2012; Gilgenkrantz, Collin de l’Hortet, 2018). В 

экспериментах на грызунах показано, что при удалении 2/3 нормальной печени 

восстановление ее массы в полном объеме происходит примерно в течение недели 

(Nadalin et al., 2004; Kele et al., 2012; Forbes, Newsome, 2016). Однако при ЦП масштаб 

потери паренхимы печени гораздо выше. За время развития экспериментального 

цирроза происходит гибель гепатоцитов, соответствующая примерно пятикратному весу 

исходного органа (Peters, 1962; Бродский, Урываева, 1981; Macdonald et al., 1986).  

Несмотря на высокий регенераторный потенциал, непрерывное воздействие на 

печень различными повреждающими агентами приводит к тому, что скорость гибели 

гепатоцитов становится выше, чем скорость восполнения их популяции. В итоге, 

оставшееся количество гепатоцитов не способно поддерживать многочисленные 

специализированные функции печени, и рано или поздно болезнь заканчивается 

печеночной недостаточностью, которая характеризуется высокой смертностью.  

В современной регенеративной медицине для лечения хронических поражений 

печени используется два основных подхода — клеточная терапия и тканевая или 

органная инженерия. Клинические испытания показали, что трансплантация 

гепатоцитов, полученных из различных источников, через воротную вену является 
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безопасной и эффективной процедурой, но эта процедура приводит лишь к 

кратковременной частичной коррекции метаболических нарушений (Fox et al., 1998). 

Второй подход связан с разработкой искусственных тканей печени и приживлением их у 

пациентов. Терапевтические подходы, использующиеся в тканевой инженерии, 

включают имплантируемые конструкции печеночной ткани или всего органа 

(Kholodenko et al., 2016; Camp et al., 2017; Stevens et al., 2017; Gilgenkrantz, Collin de 

l’Hortet, 2018). Несмотря на перспективность этих методов, очевидно, что их 

практический результат для терапии цирроза пока неясен. 

Многие полагают, что способов полного излечения ЦП в настоящее время не 

существует, а имеющиеся методы лечения малоэффективны для предотвращения 

печеночной недостаточности. Считается, что единственным спасительным вариантом 

остается трансплантация печени. Первая трансплантация печени человеку была 

произведена в 1963 году американским хирургом Томасом Старзлом. С тех пор 

количество подобных операций сильно увеличилось. Так в России в 2019 году были 

проведены 584 пересадки печени. Несмотря на успехи (~ 85% пациентов выживают в 

течение 1 года и около 70 % живут 5 лет и более) существует значительный разрыв 

между спросом и предложением. В России, например, средний срок ожидания 

трансплантации составляет ~ 3,6 года. Как следствие, по крайней мере, около 15 % 

пациентов умирают, не дождавшись операции (Chistiakov, 2012; Hannoun, 2016). 

Помимо дефицита донорского органа, высокая стоимость, послеоперационное 

отторжение трансплантата и необходимость длительного подавления иммунитета 

являются дополнительными серьезными проблемами, связанными с трансплантацией 

печени (Duan et al., 2013). Поэтому крайне важно продолжить поиск эффективных и 

оперативных способов лечения ЦП, альтернативных трансплантации. Однако 

независимо от того, какими будут эти походы, они должны учитывать, что обратное 

развитие цирротических изменений в печени будет возможным лишь при условии 

устранения причин, вызвавших эти изменения. Кроме того, эти подходы должны 

основываться на фундаментальном знании клеточных механизмов регенерации в органе, 

от которых во многом зависит исход и течение заболеваний печени. 

Хотя многие считают, что после определенного момента цирротические 

изменения в печени неумолимо развиваются в сторону завершающей летальной стадии, 

ряд авторов допускает, что ЦП может быть обратим (Солопаев, 1963; Саркисов, 1970). 
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Эта оптимистическая точка зрения основана на том, что в случае устранения причины 

заболевания, цирротические изменения в печени становятся обратимыми или, по 

крайней мере, могут подвергаться нормализации. Такая позиция базируется на трех 

предпосылках. Во-первых, на чрезвычайно высокой способности печени 

млекопитающих к регенерации, протекающей по типу компенсаторной гипертрофии. 

Даже после нескольких повторных частичных резекций печени, после которых 

суммарная масса удаленной ткани превышает исходный в 3–3,5 раза, орган способен 

достаточно быстро и полно восстанавливать свою дооперационную массу (Моносзон, 

1968; Бобылева, Ладыгина, 1975). Во-вторых, на огромных компенсаторных потенциях 

печени, подтвержденных наблюдениями в эксперименте и в клинике (Давыдовский, 

1969; Cаркисов и др., 1983; Callea et al., 1991). В-третьих, о возможности "обратного 

развития" патологических изменений свидетельствуют экспериментальные и 

клинические данные о том, что после прекращения повреждающего воздействия печень 

способна восстанавливать свои морфологические и функциональные параметры. При 

определенных условиях избыточный рост соединительной ткани становится обратимым 

(Солопаев, 1963; Саркисов, 1970). Показано, что дистрофические и некротические 

изменения в цирротической обратимы и исчезают после устранения патогенного 

фактора в результате интенсивной пролиферации гепатоцитов (Колпащикова, Алымов, 

1970; Саркисов, 1974). В случае экспериментального ЦП после устранения 

гепатотоксического воздействия наблюдалась определенная нормализация структуры и 

функции органа (Tarao et al., 1993; Mera et al., 1994; Szende et al., 1994).  

Анализ кинетики популяции гепатоцитов через 6 мес после прекращения 

повреждающего воздействия показал, что средний уровень плоидности гепатоцитов 

снижался, но оставался на 25 % выше контрольного, а содержание белка у крыс, 

перенесших цирроз, сопоставимо с нормой. Расчеты показали, что постциррозная 

регенерация печени осуществляется почти исключительно за счет пролиферации 

гепатоцитов. При этом полного восстановления структуры и состава клеточной 

популяции паренхимы не происходит (Сакута, Кудрявцев, 1996). Стоит также отметить, 

что некоторые функциональные показатели углеводного обмена печени — уровень 

гликогена в клетках, активность ГФ и ГС — после прекращения воздействия на крыс 

CСl4 восстанавливаются быстрее и в более полном объеме (Сакута, Кудрявцев, 1996).  
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Экспериментальные данные и клинические наблюдения показали, что 

обратимость структурных и патологических изменений в цирротической печени во 

многом зависит от степени повреждения органа и при далеко зашедшем патологическом 

процессе, нормализация этих изменений, по-видимому, невозможна (Okazaki, 

Maruyama, 1985; Саркисов и др., 1995). С другой стороны, слабая обратимость 

цирротических изменений может быть обусловлена недостаточной эффективностью 

регенерации патологического органа. Поэтому можно предположить, что при ее 

усилении появится возможность повышения полноты восстановления структуры и 

функции печени. 

Репаративная регенерация патологической печени направлена в первую очередь 

на нормализацию стромально-паренхиматозных взаимоотношений и может происходить 

как путем увеличения объема функционирующей паренхимы, так и путем резорбции 

избыточного коллагена. Недостаточность репаративной регенерации может служить 

предпосылкой для хронизации патологического процесса в органе (DuBois, 1990; 

LaBrecque, 1994). В связи с этим, важно найти не только способы стимуляции 

регенеративной активности, но также выявить объективные показатели степени 

восстановления структуры и функции патологически измененной печени после 

терапевтического воздействия.  

К сожалению, в большинстве исследований регенераторного потенциала и 

степени обратимости патологических изменений поврежденной печени, основное 

внимание обращается на динамику структурных изменений в паренхиме, в то время как 

адекватные характеристики тканеспецифической функциональной активности органа, за 

исключением некоторых косвенных клинических показателей, практически не 

изучались. Между тем, только прямые исследования непосредственно на гепатоцитах, 

которые ответственны за выполнение основных, жизненно важных функций печени, 

могут дать объективное представление о полноте восстановления этого органа после его 

повреждения. 

Таким образом, имеющиеся в настоящее время данные свидетельствуют о том, 

что даже через длительное время после устранения патогенного воздействия, несмотря 

на существенное улучшение показателей структуры ткани и клеточного состава 

паренхимы, полной нормализации ее структуры и функции не происходит. Поэтому 

дальнейший поиск методов и условий для успешной терапии цирротической печени и 
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глубокое понимание механизмов поддержания тканеспецифичных функций в 

патологически измененном органе представляются крайне актуальными задачами. В 

частности, это относится к важнейшей функции печени, связанной с синтезом и 

деградацией гликогена в клетках ее паренхимы. 

 

1.7. Структура молекул гликогена. α- и β-частицы. Их роль в метаболизме 

гликогена 

 

Содержание гликогена в гепатоцитах, помимо скоростей его синтеза и распада, 

определяется также количеством и размером его молекул (β-частиц гликогена) в 

клетках. Между тем, механизмы формирования и деградации молекул гликогена, 

динамики их состава и числа в норме и при патологии, роль структурных изменений 

молекул гликогена в регуляции гликогенеза и гликогенолиза во многом остаются 

неизвестными. 

В различных типах клеток млекопитающих гликоген в основном диффузно 

распределен в цитоплазме, нередко локализован рядом с гладким эндоплазматическим 

ретикуломом и вблизи митохондрий (Nielsen et al., 2010) и, по-видимому, может 

присутствовать в ядрах (Bennett et al., 2008; Levene, Goldin, 2010). Его объем в 

цитоплазме гепатоцитов варьирует от 0,5 до 19 %, в зависимости от степени сытости 

организма (Reith et al., 1973). В гепатоцитах гликоген может находится в виде двух 

типов гранул: β-частиц (молекул) и α-частиц, состоящих из нескольких десятков β-

частиц (Devos et al., 1983; Sullivan et al., 2014; Deng et al., 2016) (рис. 1.13). 

 

Рисунок 1.13 — Схематическое изображение трех уровней структуры гликогена (Li, Hu, 

2020). 



51 

 

В виде отдельных, свободно лежащих в цитоплазме β-частиц гликоген также 

присутствует в скелетных мышцах и некоторых других тканях; их молекулярный вес 

составляет ~ 10
7 

Да (Wanson, Drochmans, 1968). α-частицы характерны только для 

гепатоцитов. Они представляют собой комплекс из 20–40 ковалентно-связанных β-

частиц и на электронограммах выглядят как «розетки» различного размера (рис. 1.14). 

Диаметр α-частиц может достигать 200–300 нм (Devos et al., 1983; Sullivan et al., 2010). 

 

 

Рисунок 1.14 — Электронограммы частиц гликогена, изолированных из морского 

брюхоногого моллюска Crepidula fornicata (а), печени крысы (б) и печени мыши (в). Гликоген 

моллюска преимущественно состоит из β-частиц диаметром около 20 нм, а гликоген печени 

крысы — из α-частиц (средний диаметр ~100 нм) а, б – Sullivan et al., 2010; в – Li, Hu, 2020. 

 

Наличие или отсутствие α-частиц в ткани может определять порядок деградации 

гликогена. Считается, что в печени, где много α-частиц, он упорядочен, тогда как в 

жировой ткани, где гликоген содержится преимущественно в виде β-частиц, этот 

процесс идет случайным образом (Devos, Hers, 1980). В гепатоцитах предполагают 

наличие двух популяций частиц гликогена. Одна из них представлена преимущественно 

растущими частицами, связанными с ГС. Они присутствуют в клетке при низких 

концентрациях гликогена, а их количество ограничено. Вторую популяцию составляют 

частицы, которые достигают своих максимальных размеров и, в принципе, их число не 

лимитировано (Devos et al., 1983). 

Природа связей, удерживающих β-частицы друг с другом при образовании α-

частиц, неясна. Было показано, что эти связи не являются водородными или ионными 

(Orrell, Bueding, 1964). Накамура полагал, что β-частицы соединяются между собой α-

1,4-гликановыми цепями (Nakamura, 1977). При обработке гликогена 2-

меркаптоэтанолом или протеазой размер и форма частиц не менялся, следовательно, 
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белки, по-видимому, также не обеспечивают связи β-частиц друг с другом при 

формировании α-частиц (Hata et al., 1984). Исследование зависимости среднего размера 

β-частиц гликогена, обработанных диметилсульфоксидом, от концентрации LiBr также 

показало отсутствие водородных связей или белок-белковых взаимодействий при 

формировании α-частиц (Sullivan et al., 2010). Одно из последних предположений 

заключается в том, что в образовании и стабилизации α-частиц участвует 

негликозилированный гликогенин (рис. 1.15) (Tan et al., 2018). 

 

 

Рисунок 1.15 — Гипотетическая модель сборки α-частиц гликогена. Гликогенин 

(праймер) присутствует в ядре всех β-частиц (черный цвет). Негликозилированные димеры 

гликогенина (красный цвет) нековалентно связывают терминальную α-(1→4) глюкозу на 

поверхности β-частицы и таким образом соединяют соседние β-частицы, делая α-частицы 

устойчивыми (Tan et al., 2018). 

 

Общее содержание гликогена в клетках печени, т.е. количество его α- и β-частиц, 

колеблется в определенных границах и зависит от физиологического состояния 

организма (Devos et al., 1983; Rybicka, 1996; Sullivan et al., 2010). Данные о 

распределении частиц гликогена в печени мышей по размеру во время его синтеза, 

деградации и в период голодания, полученные с помощью эксклюзионной 

хроматографии, позволили сформулировать «рециклирующую» модель метаболизма 

гликогена (Sullivan et al., 2014).  

Прием пищи повышает концентрацию глюкозы в крови и возникает 

необходимость в синтезе большого количества гликогена. По мнению авторов модели, 

формирование в это время (стадии раннего и позднего синтеза) небольших, по 

сравнению с α-частицами, β-частиц увеличивает отношение площади поверхности к 

объему, тем самым повышает сродство ГФа к гликогену и облегчает включение 
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глюкозы в гликоген (рис. 1.16). В ходе синтеза гликогена α-частицы, оставшиеся от 

предыдущего суточного цикла, распадаются на отдельные β-частицы.  Если бы этого не 

происходило, то α-частицы гликогена, которые не деградировали в течение одного 

суточного цикла, продолжали бы расти в ходе следующей фазы синтеза, а их средний 

размер с каждым днем становился бы все больше и больше. Однако этого не 

наблюдается (Sullivan et al., 2014). 

В постабсорбтивном периоде, после завершения синтеза гликогена, происходит 

медленный выход глюкозы в кровь. Контроль за этим процессом достигается путем 

объединения β-частиц в более крупные α-частицы (рис. 1.16). Деградация гликогена 

(стадии раннего и позднего распада) в первую очередь затрагивает относительно более 

мелкие β-частицы и в меньшей степени крупные α-частицы (Sullivan et al., 2014). 

Подобный вывод подтверждается тем, что ГФ проявляет большую активность в 

гликогене с меньшим молекулярным весом (Stetten, Stetten, 1958). 

 

 

Рисунок 1.16 — Изменения структуры гликогена в печени мышей в течение суток и при 

голодании (Bezborodkina et al., 2018). 

 

Данные по включению меченой глюкозы в гликоген также указывают на то, что 

скорость метаболизма более крупных частиц ниже, чем мелких. Деградация α-частиц на 

стадии раннего синтеза сопровождается появлением β-частиц. И этот факт говорит о 

важной роли площади поверхности молекул гликогена в контроле их деградации 

(Geddes, Stratton, 1977).  

Интересной особенностью частиц гликогена во время голодания является их 

небольшая величина и низкий уровень дисперсии по размеру (рис. 1.17). Возможно, это 

обстоятельство играет энергосберегающую роль. Формирование молекул гликогена de 
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novo после поступления пищи требовало бы гораздо больших затрат энергии и больше 

времени, нежели сохранение в клетках небольших «элементарных» молекул гликогена, 

к которым может быстро присоединяться большое количество новых остатков глюкозы 

(Sullivan et al., 2014).  

 

Рисунок 1.17 — Распределение размеров частиц гликогена в печени мышей после 16 ч 

голодания.  Пунктирная линия отделяет пики гликогена от пиков загрязнения (Sullivan et al., 

2014). 

 

Характеристики α-частиц могут отличаться не только в норме, но и при 

различных заболеваниях. Например, способность к образованию α-частиц в гепатоцитах 

у мышей с диабетом ниже, чем у контрольных животных. При этом α-частицы 

диабетических мышей более устойчивы к деградации (Gilbert, Sullivan, 2014). Найдено 

также, что гликоген здоровых мышей имеет бо́льшую пропорцию крупных частиц с 

бо́льшим количеством плотно связанных между собой β-частиц, чем гликоген мышей с 

диабетом (Sullivan et al., 2011). 

Со времени открытия гликогена (1857) прошло более 160 лет. За это время 

достигнуты серьезные успехи в изучении его метаболизма (Roach, 2002; Jensen, Richter, 

2012; Zois, Harris, 2016; Petersen et al., 2017). На основании результатов химического 

анализа по определению длины цепей остатков глюкозы, характера ветвления цепей и 

распределению молекулярной массы гликогена, изолированного из тканей различных 

организмов (Gunja-Smith et al., 1970; Goldsmith et al. 1982; Geddes, 1985; Melendez-Hevia 

et al., 1993; Melendez et al., 1997), а также при использовании данных электронной 

микроскопии по оценке размера β-частиц (Wanson, Drochmans, 1968) подробно описана 

структура полисахаридной части молекул гликогена. 
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Основу молекулярной структуры гликогена составляют остатки D-глюкозы, 

связанные между собой α-(1→4) гликозидными связями в цепи, ветвящиеся в результате 

образования α-(1→6) связей. Анализ гликогена, изолированного из различных тканей 

млекопитающих, показал, что длина цепей глюкозных остатков варьирует в небольших 

пределах и, в среднем, составляет ~ 13 остатков (Melendez-Hevia et al., 1993; Melendez et 

al., 1997). 

На сегодняшний день существуют две основные структурные модели гликогена 

— Мейера-Бернфельда (Meyer, Bernfeld, 1940) и Уилана (Whelan, 1971). Согласно 

Мейеру, рост цепей глюкозных остатков происходит равномерно, а нередуцирующие 

концы всех цепей располагаются на поверхности молекулы. В модели Уилана, как и у 

Мейера, общее число А-цепей (неразветвленных) примерно равно числу В–цепей 

(разветвленных), но на поверхности молекулы располагаются только А-цепи. Уилан 

допускал также присутствие в молекуле гликогена «скрытых» А-цепей. Позднее вывод 

Мейера и Уилана о приблизительно одинаковом количестве неразветвленных и 

разветвленных цепей в молекуле гликогена был подтвержден, а «скрытые» А-цепи 

внутри молекулы обнаружены не были (Goldsmith et al., 1982). Согласно модели Уилана 

к каждой В–цепи присоединяются две другие цепи и в ходе поступательного ветвления, 

их количество увеличивается в геометрической прогрессии (рис. 1.18) (Bezborodkina et 

al., 2018).  

 

 

Рисунок 1.18 — Структура гликогена согласно модели Уилана. Полная молекула 

гликогена (β-частица) имеет сферическую форму с 12 концентрическими ярусами глюкозных 

остатков. В центре частицы находится самогликозилирующийся белок гликогенин (Гн) 

(Bezborodkina et al., 2018). 
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При этом все неразветвленные цепи располагаются на внешнем ярусе
*)

 β-частицы 

(Goldsmith et al., 1982; Roach et al., 2012). В результате число цепей на ярусе n вдвое 

превышает число цепей на ярусе n – 1, а число наружных А-цепей на ярусе, наиболее 

удаленном от центра частицы, равно сумме всех В-цепей, расположенных внутри 

частицы (2
n 

= Σ2
n-1

). В этом случае следовало ожидать, что ГФ в ходе каждого цикла 

расщепления будет удалять половину остатков глюкозы, содержащихся в А-цепях на 

внешнем ярусе β-частицы. Оказалось, однако, что ГФ удаляет менее 50 % остатков 

глюкозы внешнего яруса, оставляя на А-цепях нетронутый «огрызок» из 4-х остатков 

глюкозы, размер которого, по-видимому, слишком мал для действия фермента (Walker, 

Whelan, 1960). Тем не менее, структура молекулы гликогена позволяет ГФ быстро 

ввести в метаболический оборот около трети (50 % × 9/13 = 34,6 %) всех остатков 

глюкозы в молекуле даже без участия деветвящего фермента (Shearer, Graham, 2002; 

Graham et al., 2010). 

Математическое моделирование структуры β-частицы позволило предсказать ее 

максимальный размер, выше которого дальнейший рост невозможен. Если бы молекула 

гликогена содержала не 12, а 13 ярусов, плотность расположения глюкозных остатков 

на поверхности молекулы стала бы настолько высокой, что вызвала бы стерические 

препятствия для функционирования каталитических участков ГС и ГФ (Goldsmith et al., 

1982; Melendez-Hevia et al., 1993). Ранее к схожей мысли пришли Мадсен и Кори 

(Madsen, Cori, 1958). Исходя из этого, был сделан вывод о том, размер молекулы 

гликогена регулируется особенностями ее собственной структуры.  

Таким образом, 12-ярусная структура β-частицы оказывается оптимальной по 

следующим причинам: максимальное количество глюкозы запасается в наименее 

возможном объеме; большое число нередуцирующих концов на внешнем ярусе 

позволяет ГФ с высокой скоростью расщеплять гликоген даже без участия ветвящего 

фермента и максимально быстро обеспечивать клетки необходимым «топливом». 

                                                 
*)

 Ярус - сферическое пространство, которое занимают цепи остатков глюкозы, образованные последовательным 

ветвлением В-цепей и находящиеся на равном расстоянии от центра частицы. 1-й ярус соответствует пространству, 

занимаемому «затравочной» цепью, образованной при самогликозилировании гликогенина; 2-й ярус соответствует 

пространству, которое занимают две цепи остатков, образованные в результате ветвления затравочной цепи; 

Пространство 3-го яруса включает 4 цепи, образованные путем ветвления двух цепей остатков глюкозы на 

предыдущем (2-ом ярусе) и т.д. 
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Теоретически структуру молекул гликогена можно описать всего тремя 

параметрами, а именно, степенью ветвления (r), числом ярусов (t) и числом остатков 

глюкозы в каждой цепи (gc) (табл. 1.3) (Bezborodkina et al., 2018).  

 

Таблица 1.3 — Распределение остатков глюкозы в β-частице гликогена. 

№ яруса 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Число 

остатков 

глюкозы/ярус 

13 26 52 104 208 416 832 1664 3328 6656 13312 26624 

Число 

цепей/ярус 
1 3 7 15 31 63 127 255 511 1023 2047 4095 

Общее число 

остатков 

глюкозы 

13 39 91 195 403 819 1651 3315 6643 13299 26611 53235 

 

Значения этих параметров при расчете структуры молекул гликогена составляют: 

r = 2 (Melendez et al., 1997), tmax = 12 (Melendez et al., 1998) и gc = 13 (Melendez-Hevia et 

al., 1993). Организмы разного эволюционного уровня развития (от бактерий до человека) 

имеют очень близкие значения параметров гликогена (Melendez-Hevia et al., 1993; 

Melendez et al., 1997). Такое сходство свидетельствует, с одной стороны, о древности 

структуры гликогена, оптимальность которой эволюция шлифовала на протяжении 

многих сотен миллионов лет, а с другой — о высокой надежности теоретических 

представлений о структуре гликогена, основанных на расчетах с использованием 

названных параметров. 

Имеющиеся данные позволяют заключить, что полностью сформированная 

молекула гликогена (β-частица) имеет следующие структурные параметры:  

– диаметр 42–44 нм (Wanson, Drochmans, 1968); 

– молекулярный вес ~ 10
7 

Да (Wanson, Drochmans, 1968; Geddes, 1986); общее 

число остатков глюкозы ~ 55000 (10
7
/180 – Mr глюкозы); 

– отношение числа А-цепей к числу В-цепей ~ 1:1 (Marshall, 1974); 

– состоит из 12–ти ярусов остатков глюкозы (Melendez et al., 1997; Goldsmith et al., 

1982; Melendez-Hevia et al., 1993), соединенных α-1-4- и α-1-6- гликозидными связями. 

Последние равномерно распределены внутри частицы и составляют 7–10 % от всех 

гликозидных связей в молекуле (Shearer, Graham, 2002); расстояние между ярусами ~ 1.9 

нм (Goldsmith et al., 1982; Shearer, Graham, 2004); 
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– включает ~ 4095 цепей остатков глюкозы (на 12-ом ярусе ~ 2048 А-цепей), 

каждая из которых состоит из 13-ти остатков глюкозы (Gunja-Smith et al., 1970; 

Melendez-Hevia et al., 1993; Melendez et al., 1997). Внутренние В-цепи имеют по две 

точки ветвления, расположенные на расстоянии не менее 4-х остатков друг от друга 

(Goldsmith et al., 1982; Whelan, 1971). 

Поскольку гликоген не обладает кристаллической структурой, методы 

рентгеноструктурного анализа к нему не применимы. Тем не менее, известно, что 

полимерная глюкоза, в принципе, способна формировать спиралевидные структуры. 

Гептамер глюкозы может образовывать левозакрученную спираль с 6,5 остатками 

глюкозы на оборот и подъемом на остаток 2,4 Å (Goldsmith et al., 1982), а циклический 

полимер из 26 остатков глюкозы, может формировать двойную спираль (Gessler et al., 

1999). Теоретически, наружные А-цепи в β-частице гликогена должны содержать 13 

остатков глюкозы, но в действительности из-за постоянного и быстрого оборота 

гликогена, такая ситуация маловероятна. Например, средняя длина наружных цепей в 

гликогене из печени человека составляет 7,7 остатков глюкозы (Mercier, Whelan, 1970). 

Поэтому присутствия спиралевидных структур в больших молекулах гликогена с 

сильным ветвлением цепей исключить нельзя. 

Повторяемость, самоконтроль и самоподобие структуры гликогена на каждом 

уровне формирования β-частицы дало основание считать ее фракталом (Melendez et al., 

1999). Фрактальная структура позволяет быстро создавать и расщеплять молекулу, а 

также обеспечивает простой механизм регуляции метаболических потоков (Melendez-

Hevia et al., 1994). Важное следствие фрактальной структуры гликогена — стабильность 

его молекулы. Сферическая форма способствует максимуму потенциальной энергии на 

поверхности в виде глюкозных остатков, предельно увеличивает на поверхности число 

водородных связей и, в результате, еще более усиливает стабильность молекулы 

(Melendez et al., 1999). 

По традиции гликоген называют полисахаридом или гликаном. Однако, помимо 

остатков глюкозы, в состав гликогена входят многочисленные белки его метаболизма, в 

том числе выполняющие регуляторную и каркасную функции (рис. 1.19). 
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Рисунок 1.19 — Белки β–частицы: ферменты обмена гликогена (розово-лиловый цвет) — 

гликогенин (GN), гликогенсинтаза (GS), гликогенфосфорилаза (PH) и деветвящий фермент 

(DBE); протеинкиназы (красный цвет) — киназа фосфорилазы (PH киназа) и АМФ-

активируемая протеинкиназа (AMPK); фосфатазы (зеленый цвет) — каталитическая 

субъединица 1 типа (PP1c) и лафорин (LF); PP1-гликоген ассоциированные субъединицы 

(голубой цвет) — RGL, GL и PTG; Stbd1 белок, связанный с мембраной клетки. Киназа 

фосфорилазы, Stbd1 и RGL связаны с мембраной (Roach et al., 2012). 

 

В нормальных условиях пул белков, входящих в состав β-частицы, может 

составлять до 80 % от ее общего веса (Shearer, Graham, 2004). Частицы гликогена 

содержат гликогенин и низкомолекулярные белки, принимающие участие в его 

гликозилировании, ГС и ГФ, ДВФ, различные киназы и фосфатазы, актин (Roach, 2002; 

Shearer, Graham, 2004; Roach et al., 2012). С молекулами гликогена связаны также 

лафорин (фосфатаза) и малин (убиквитин-лигаза Е3), которые образуют 

функциональный комплекс и играют важную роль в патогенезе нейродегенеративной 

болезни Лафора (Garyaly et al., 2014). Не так давно был обнаружен новый белок Stbd1 

(генетонин 1), необходимый для прикрепления гликогена к внутриклеточным 

мембранам (Jiang et al., 2011) и его транспорта в лизосомы (Sun et al., 2016).  

Протеомный анализ гликогена из печени мышей и крыс подтвердил присутствие в β-

частицах большинства вышеназванных белков (Stapleton et al., 2010). Интересным 

фактом является отсутствие ВФ. Полагают, что он взаимодействует с гликогеном, не 

образуя прочной связи и легко отделяется от молекулы (Caudwell, Cohen, 1980). 

Поверхность β-частицы, представляющая самый внешний ее ярус, является 

местом работы ферментов. Верхний ярус молекулы гликогена содержит около половины 
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остатков глюкозы от их общего числа в молекуле и около трети из них доступны для 

действия ГФ без привлечения ДВФ. Подобная организация молекулы гликогена позволяет 

с высокой скоростью обеспечивать клетки энергией. Эксперименты с введением 
14

С-

глюкозы показали, что самый внешний ярус всегда более радиоактивен, чем внутренние 

ярусы частицы, свидетельствуя о том, что в оборот молекулы гликогена в первую очередь 

вовлекается поверхность полисахарида (Stetten, Stetten, 1954). 

К сожалению, данные о количестве различных белков на поверхности частицы, их 

взаимодействии и динамике практически отсутствуют. Предполагают, что на 

поверхности полностью сформированной β-частицы могут располагаться до 40–50 

димеров ГФ (Madsen, Cori, 1958), способных с высокой скоростью расщеплять гликоген 

благодаря наличию большого числа нередуцирущих концов в его молекуле (Goldsmith et 

al., 1982). Традиционно считается, что одна молекула гликогена содержит одну 

молекулу ГС (Roach et al., 2001), но есть данные о том, что β-частица может быть 

связана с несколькими молекулами ГС (Prats et al., 2009). Возможно, число молекул ГС 

увеличивается по мере роста частицы гликогена. 

Гликоген предназначен для хранения максимального количества глюкозы в 

наименьшем объеме (Melendez-Hevia et al., 1993), но его полимерная структура 

накладывает ряд геометрических ограничений на ферменты, участвующие во включении и 

высвобождении глюкозы. Математическое моделирование показало, что нормальная 

структура частиц гликогена в ходе их роста и деградации может сохраняться при 

следующих условиях: (1) ГС должна работать преимущественно на внутренних цепях, 

действуя на невосстановленные концы; (2) перемещение ГС из атакуемой точки должно 

быть гораздо более быстрым, чем ГФ. В противном случае рост частиц гликогена приведет 

к избыточному и неправильному ветвлению остатков глюкозы (рис. 1.20) (DiNuzzo, 2013).  
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Рисунок 1.20 — Влияние сродства гликогенсинтазы (ГС) к внутренним цепям на 

однородность структуры молекулы гликогена. (а) Без стерических ограничений для ГС, 

молекула гликогена становится неоднородной. (б) Если ГС работает преимущественно на 

внутренних цепях, то структура молекулы гликогена становится однородной. Обе формы 

содержат одинаковое число глюкозных остатков (DiNuzzo, 2013). 

 

Различная доступность ферментов синтеза и деградации гликогена к остаткам 

глюкозы приводит в результате к более быстрому обороту внешних областей молекулы 

гликогена, чем внутренних. Считается, что пространственные ограничения активности 

ГС и ГФ оптимально способствуют образованию большого количества глюкозы в 

течение короткого времени и быстром пополнении запасов гликогена. При этом, как 

показано с помощью изотопного мечения, присоединение и отщепление глюкозных 

остатков следуют принципу «последним присоединился — первым отсоединился» 

(Stetten, Stetten, 1954; Devos, Hers, 1979; Elsner et al., 2002). 

Ранее, с помощью химических методов было установлено, что гликоген в тканях 

присутствует в виде двух фракций: лиогликоген и десмогликоген. Первая из них хорошо 

растворяется в трихлоруксусной кислоте (ТХУ), а другая не растворяется (или плохо 

растворяется) в ТХУ, но экстрагируется при обработке тканей крепкой щелочью
*) 

(Willstatter, Rhodewald, 1934; Bloom et al., 1951; Weisberg, Rodbard, 1958). Присутствие 

двух фракций в тканях in situ было продемонстрировано в гисто- и цитохимических 

                                                 
*)

 Примечание: в работах различных авторов фракция гликогена, хорошо экстрагируемая в ТХУ, имела различные 

названия: лиогликоген, легкодоступная фракция, макрогликоген, а фракция, которая трудно извлекалась при 

обработке тканей ТХУ и удалялась лишь с помощью КОН, называлась десмогликогеном, труднодоступной 

фракцией или прогликогеном. Столь же различны и показатели, по которым оценивали содержание или 

концентрацию той или иной фракции в тканях после обработки их ТХУ или КОН: количество извлекаемой 

глюкозы, молекулярный вес извлекаемого продукта или интенсивность окрашивания. Несмотря на различную 

терминологию и разные способы определения фракций гликогена в тканях, всегда подчеркивалось, что в основе 

различной чувствительности фракций к ТХУ лежат отличия в характере взаимодействия глюкозных остатков с 

белками. 
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работах с использованием PAS-реакции (Periodic Acid-Schiff) (Kugler, Wilkinson, 1961; 

Кудрявцева и др., 1974). Считалось, что десмогликоген, в отличие от лиогликогена, 

связан с белками (Prins, Jeanlos, 1948). Позже, однако, появилась работа, в которой 

предполагалось, что десмогликоген является артефактом (Kits Van Heijningen, Kemp, 

1955). К схожему заключению пришла Е.Л. Розенфельд, которая показала, что при 

многократных повторных экстракциях гликогена из печени его можно было выделить с 

помощью ТХУ практически полностью, не прибегая к использованию щелочи. По 

мнению авторов «можно было говорить лишь о «легко» и «трудно» экстрагируемом 

гликогене» (Розенфельд, Попова, 1989). Однако целью этих работ являлось не изучение 

структуры молекул гликогена, а получение его максимального выхода из тканей. Кроме 

того, вывод о «легко» и «трудно» экстрагируемом гликогене, скорее подтверждает 

гипотезу о существовании его фракций и свидетельствует о связанном и не связанном с 

белками гликогене. 

Важной вехой в развитии представлений о пространственной структуре молекул 

гликогена стало обнаружение двух его форм, разных по пропорции белка и 

полисахаридной части. Одна представляет классический макромолекулярный гликоген, 

содержащий ~0,35 % гликогенина, а другая (р400) — гликоген, в котором содержание 

гликогенина достигало ~10 % (37 кДа/400кДа), вследствие чего она не осаждалась с 

помощью ТХУ (Lomako et al., 1991). Поскольку фракция р400 in vitro превращалась в 

макромолекулярный гликоген, ее назвали прогликогеном (ПГ). ПГ имеет низкую 

молекулярную массу (~ 4×10
5
 Да) и служит стабильной промежуточной формой на пути 

образования макрогликогена (МГ), масса которого составляет ~ 10
7
 Да (Lomako et al., 

1991) (рис. 1.21). 

 

 

Рисунок 1.21 — Модель биогенеза прогликогена и макрогликогена (Bezborodkina et al., 

2018). 
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Столь сильная разница молекулярных масс МГ и ПГ позволила предположить, 

что в метаболизме гликогена участвуют только четыре внешних яруса (9–12-й) его 

молекулы, представляющих МГ, а восемь внутренних ярусов (1–8-й), т.е. ПГ, не 

принимают в нем участия (Melendez et al, 1997). Подобное различие в метаболизме 

внешних и внутренних ярусов представлялось разумным механизмом, поскольку запас 

«топлива» в восьми внутренних ярусах составляет ~ 5 % от количества глюкозных 

остатков в полной молекуле гликогена. 

Пропорция ПГ к МГ сильно варьирует в зависимости от типа ткани. В скелетных 

мышцах и сердце ПГ составляет основную массу гликогена, тогда как в печени его доля 

невелика (Lomako et al., 1993). В связи с этим, изучению динамики и физиологической 

роли ПГ и МГ в этих тканях уделялось значительное внимание. Теоретически, можно 

допустить два способа пополнения запасов гликогена в ходе его ресинтеза в клетках:  

1) путем образования новых гранул гликогена; 

2) путем увеличения размера уже имеющихся гранул гликогена, т.е. путем 

увеличения числа ярусов в β-частицах и степени заполнения ярусов остатками глюкозы 

(рис. 1.22).  

 

 

Рисунок 1.22 — Модель накопления гликогена в гепатоцитах (Bezborodkina et al., 2018).  

 

Первый способ предполагает, что число предсуществующих β-частиц в ткани 

остается постоянным, происходит лишь их рост до более крупных размеров. В этом 

случае для увеличения содержания гликогена в клетках не нужен синтез новых молекул 

гликогенина. Этот путь, в конце концов, должен привести к снижению доли ПГ и 
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увеличению доли МГ. Второй способ увеличения содержания гликогена в ткани связан с 

формированием новых гранул гликогена и должен сопровождаться увеличением ПГ, а 

также медленным накоплением МГ или отсутствием изменений в его содержании. 

Очевидно, что такой способ увеличения запасов гликогена требует дополнительного 

синтеза гликогенина (Bezborodkina et al., 2018). 

Поскольку на гликогенине, как основе, строится вся полисахаридная конструкция 

молекулы гликогена, можно предположить, что его содержание будет определять 

количество частиц гликогена и динамику его общего содержания в клетках. 

Действительно, в ряде работ показано, что гликогениновая мРНК увеличивается в 2–3 

раза после продолжительной мышечной нагрузки и в первые часы периода 

восстановления (Kraniou et al., 2000; Shearer et al., 2005). В течение пятичасового 

восстановления мышцы его количество возрастает на 70 % (Arkinstall et al., 2004; Shearer 

et al., 2005). Эти данные предполагают, что гликогенин деградирует в ходе физической 

нагрузки и синтезируется во время отдыха. Однако в другой работе изменений в 

содержании гликогенина в мышцах при продолжительной физической нагрузке и 

последующем восстановлении обнаружено не было (Marchand et al., 2007). 

Показано, что в течение первых 0–30 мин фазы восстановления скелетных 

мышечных волокон человека и крысы образование гликогена идет в основном за счет ПГ 

и лишь спустя несколько часов, когда концентрация гликогена достигает значительной 

величины, начинается синтез МГ (Adamo, Graham, 1998; Wilson, 2009; Granlund et al., 

2011). Оказалось, что скорость деградации гликогена также наиболее высока для ПГ, а 

катаболизм МГ начинает преобладать лишь после снижения скорости гликогенолиза 

(Graham et al., 2001). Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что на ранних стадиях 

восстановления мышц после физической нагрузки синтез гликогена идет за счет 

формирования новых молекул. Когда их число достигает критического порога, они 

начинают увеличиваться в размере и вклад МГ в пополнение запасов гликогена 

становится заметным (Graham et al., 2001; Shearer et al., 2005). 

Джеймс с соавторами пришли к противоположному выводу. Исследуя динамику 

ТХУ-растворимого и ТХУ-устойчивого гликогена в скелетных мышцах крыс при 

голодании и на различных этапах после получения ими пищи, они сделали заключение о 

том, что наибольший вклад в изменение содержания общего гликогена вносит ТХУ-

растворимая фракция, т.е. МГ. Содержание ТХУ-устойчивого гликогена (прогликогена, 
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ПГ) оставалось в этих условиях стабильным или увеличивалось незначительно (James et 

al., 2008). 

Таким образом, подавляющее большинство современных данных о 

пространственной структуре молекул гликогена основано на результатах химического 

анализа, данных о размерах α- и β-частиц, полученных с помощью электронной 

микроскопии или эксклюзионной хроматографии, а также на теоретических 

представлениях. Математическое описание молекулы гликогена и ее моделирование, 

установление приблизительных размеров молекулы, определение длины цепей и 

характера ветвления глюкозных остатков, выявление белков, входящих в состав 

частицы, установление порядка присоединения и отсоединения остатков глюкозы 

позволило создать лишь общее представление о структуре β-частицы. Каждый из 

использованных методов позволил получить важную и ценную информацию о 

структуре молекул гликогена, но все они имеют принципиальные недостатки. 

Классические химические методы и метод эксклюзионной хроматографии анализируют 

выделенный из тканей гликоген, и поэтому всегда есть опасность возникновения 

ошибок, связанных с нарушением исходной структуры огромных молекул гликогена 

(Devos et al., 1983; Roach, 2002). Электронная микроскопия дает возможность 

исследовать α- и β-частицы гликогена непосредственно в клетках и тканях и получать 

информацию об их геометрических параметрах, но не позволяет «заглянуть внутрь» 

частиц. Однако главным недостатком современного представления о пространственной 

структуре молекулы гликогена является статичность получаемой картины, 

невозможность дать информацию о ее динамике в различных условиях нормы или 

патологии. В связи с этим большую ценность представляет поиск методов для 

исследования структуры молекул гликогена непосредственно в тканях и и/или 

отдельных клетках. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1. Объекты исследования 

 

2.1.1. Экспериментальные животные  

 

Основные исследования проведены на 350 белых беспородных крысах-самцах с 

массой тела в начале эксперимента 120–180 г, а после их завершения — 250–300 г. 

Кроме того, в экспериментах использовали 50 самцов крыс Вистар с массой тела 180–

200 г и 12 самцов мышей (линии C57BL/6N и OE-NPY
DbH

) с массой тела ~35 г.  

Крысы были получены из питомника лабораторных животных «Рапполово» 

(Ленинградская обл., Россия), а мыши предоставлены Институтом биомедицины 

Университета Турку (Турку, Финляндия). Всех животных содержали в стандартных 

условиях светового режима: 12–часовой цикл свет/темнота. Доступ к воде и 

стандартному корму для крыс (Лабораторкорм, Москва, Россия; ГОСТ 2874-82) и для 

мышей (SDS, Эссекс, Великобритания) был ad libitum.  

Получение экспериментального цирроза печени (ЦП). Белые беспородные крысы в 

начале эксперимента были разделены на две группы. Животных одной группы в течение 

6 мес подвергали хроническому ингаляционному воздействию паров четыреххлористого 

углерода (CCl4) концентрацией 0,05 г/л в герметичной камере по 20 мин 3 раза в неделю 

(опытная группа). Животных другой группы в течение того же времени не подвергали 

какому-либо воздействию, и они служили в качестве контроля (контрольная группа). 

Все дальнейшие эксперименты, чтобы исключить влияние острого воздействия CCl4 на 

печень, проводили спустя одну неделю после прекращения отравления животных 

(Kudryavtseva et al., 1999). 

Получение материала для исследования популяций гепатоцитов нормальной и 

цирротической печени на разных стадиях пищевого цикла. Для исследования 

длительного голодания и абсорбтивного периода пищевого цикла 27 крыс из 

контрольной и 27 из опытной группы предварительно голодали в течение 48 ч (вода ad 

libitum), после чего им перорально вводили 30%-ный раствор глюкозы в концентрации 4 

г/кг веса. Сразу после прекращения голодания и через 10, 20, 30, 45, 60, 75, 90 и 120 мин 

после введения глюкозы животные подвергались декапитации. Материал (кровь и 
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кусочки печени), полученный от каждого животного, использовали для 

цитофотометрических и биохимических исследований. 

Для исследования постабсорбтивного периода пищевого цикла крысы из 

контрольной и опытной группы после ночного голодания подвергались декапитации. 

Полученный материал (кровь и кусочки печени) использовали для проведения 

гистологических, цитофотометрических, электронно-микроскопических и 

биохимических исследований.  

Методика применения различных способов терапии ЦП у крыс: 

1) Для определения уровня спонтанной регенерации цирротической печени, 

крыс в течение 6 мес после прекращения гепатотропного воздействия СCl4 не 

подвергали какому-либо дополнительному воздействию (группа БВ); 

2) В течение 1, 2, 4 и 6-го мес наряду с воздействием СCl4 три раза в неделю 

крысам делали инъекции 2-этилтиобензимидазола гидробромида (бемитила) в 

концентрации 12 мг/кг веса (группа БМ) (Кудрявцева и др., 2002б; Kudryavtseva et al., 

2003); 

3) После прекращения токсического воздействия ССl4 крысам проводили 

операцию частичной гепатэктомии по Хиггинсу и Андерсону (Higgins, Anderson, 1931) 

под эфирным наркозом c экстирпацией 2/3 печени (группа ЧГ) (Kudryavtseva et al., 

1998); 

4) В течение 3 мес после последнего сеанса отравления ССl4 крысам 

ежедневно давали, кроме стандартного корма, водный раствор смеси фруктозы (150 г/л) 

и глюкозы (50 г/л) в соотношении 1:1 (группа УП) (Kudryavtseva et al., 1999); 

5) После прекращения 6-месячного воздействия ССl4 крысам были сделаны 

ежедневные (1 раз в день) внутримышечные инъекции: в течение 3 дней — 

хорионического гонадотропина человека по 170–200 ЕД/животное вместе с 1%-ным 

раствором АТФ в концентрации 10мг/кг веса (Солопаева и др., 1967), в течение 

последующих 20 дней — коллализина (ГИПХ, Санкт-Петербург) из расчета 5 

КЕ/животное (группа ХГЧ) (Kudryavtseva et al., 2001а); 

6) Ежедневно в течение 5 дней после прекращения токсического воздействия 

крысам внутрибрюшинно вводили дипептид Lys-Glu (препарат «Вилон», Санкт-

Петербургский институт биорегуляции и геронтологии, патент РФ №. 2080120, 1997 г.) 

в концентрации 1,7 мг/кг веса (группа Вилон) (Кудрявцева и др., 2000); 
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Материал от каждого животного для гистологических, цитофотометрических и 

биохимических исследований после последнего сеанса отравления CCl4 получали через: 

7 дней (группа БМ); 2 нед и 1 мес (группа Вилон); 1, 3 и 6 мес (в группах ЧГ, УП, ХГ, 

БВ).  

В качестве контроля для всех групп животных использовались одновозрастные 

крысы, не отравлявшиеся CCl4, не получавшие терапию, материал у которых брали 

через аналогичные временные интервалы, одновременно с получением его у крыс 

опытной группы.  

Общая схема эксперимента для белых-беспородных крыс представлена на 

рисунке 2.1. 

 
Рисунок 2.1 — Схема экспериментальных процедур для белых беспородных крыс. 
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Получение экспериментального токсического гепатита у крыс Вистар. В 

течение 4 нед крысам ежедневно интрагастрально вводили 50%-ный раствор CCl4 в 

вазелиновом масле в дозе 0,2 мл/кг, при этом в качестве питья они получали 5%-ный 

этанол (Beinert, Albracht, 1982; Ищенко, Мичурина, 2005; Оковитый и др., 2007). Через 1 

нед после последнего введения CCl4 крыс умерщвляли, используя тиопенталовый 

наркоз. Контролем служили одновозрастные крысы, не подвергавшиеся гепатотропному 

воздействию. Печень животных контрольной и опытной групп использовали для 

получения первичной культуры гепатоцитов (Baidyuk et al., 2009).   

Методика терапии преддиабета 2 типа у мышей. Для исследования 

терапевтических эффектов метформина использовали трансгенных гомозиготных 

мышей-самцов линии OE-NPY
DbH

 (Ruohonen et al., 2008; Vähätalo et al., 2015) с 

метаболическим фенотипом гепатостеатоза и преддиабетического состояния (Vähätalo et 

al., 2015; Ailanen et al., 2017). Контролем служили мыши-самцы линии С57BL/6N (дикий 

тип, WT). Начиная с 17-недельного возраста, мыши в течение 4 недель получали вместе 

с питьевой водой метформин (Enzo Life Sciences LTD, Эксетер, Великобритания) из 

расчета 300 мг/кг/день или воду без метформина. Бутылочки для питья меняли два раза 

в неделю, а потребление воды измеряли для подтверждения приема препарата (Ailanen 

et al., 2018). В возрасте 20 недель животным проводили глюкозотолерантный тест путем 

внутрибрюшинного введения глюкозы в концентрации 1 г/кг массы тела (Vähätalo et al., 

2015), после чего мышей усыпляли с помощью СО2. Извлеченную печень использовали 

для проведения цитофотометрических исследований.   

Все экспериментальные процедуры проводились в соответствии с Руководством 

по уходу и использованию лабораторных животных 

(http://www.nap.edu/catalog/10498.html), Директивой Совета Европейских сообществ 

(https://op.europa.eu/en/publication-detail/-/publication/cc3a8ccb-5a30-4b6e-8da8-

b13348caeb0c/), рекомендациями ARRIVE (https://www.nc3rs.org.uk/) и ICLAS 

(https://iclas.org/). 

 

2.1.2. Клинический материал 

 

В работе использовали материал пункционных биопсий печени 114 пациентов, 

которые проходили лечение в клинике внутренних болезней № 2 СПбГМА им. И.И. 
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Мечникова. Биопсии получали после ночного голодания, натощак в одно и то же время 

(с 10 до 12 ч) с помощью метода Мангини. Контрольная группа включала пациентов, у 

которых отсутствовали клинические, морфологические, иммунохимические и 

биохимические признаки поражения печени. Больные хроническим вирусным 

гепатитом (ХВГ) и циррозом печени (ЦП) получали базисную терапию, включающую 

энтеросорбенты, витамины групп В, К и дезинтоксикационные растворы. Девяти 

пациентам с ХВГ и девяти пациентам с ЦП на фоне базисной терапии дополнительно 

проводили лечение 2-этилтиобензимидазолом гидробромидом (бемитилом). Препарат 

назначался по 0,25 г два раза в сутки после еды тремя короткими курсами по пять дней с 

перерывами в два дня между ними (Кудрявцева и др., 2002а). Распределение пациентов 

по группам представлено в таблице 2.1. 

 
Таблица 2.1 — Характеристика пациентов, участвовавших в исследовании. 

№ 

п/п 
Диагноз 

Общее количество 

пациентов 

(мужчин/женщин) 

Средний 

возраст, лет 

Средняя 

продолжительность 

заболевания, лет 

1 
Условная норма 

(контрольная группа) 

29 

(20/9) 
44,0±3,6 — 

2 Хронический гепатит 
35 

(22/13) 
42,1±4,9 5,7±1,2 

3 Цирроз печени 
33 

(28/5) 
49,9±5,1 6,8±1,3 

4 
Сахарный диабет 2 

типа 

12 

(12/0) 
54,5±4,0 — 

5 
Сахарный диабет 2 

типа и цирроз печени 

5 

(5/0) 
49,6±7,5 — 

 

Всем пациентам проводили биохимический анализ крови, включающий 

определение концентрации глюкозы и общего билирубина (ОБ), активности 

аланинаминотрансферазы (АлАТ), аспартатаминотрансферазы (АсАТ) и щелочной 

фосфатазы (ЩФ). Материал пункционных биопсий использовали для проведения 

гистологического, цитофотометрического и биохимического анализа. Исследование 

проводилось в соответствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской 

ассоциации 1989 г. (https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/1760318). Все 
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пациенты дали согласия на участие в исследовании, в том числе на публикацию его 

результатов. 

 

2.2.  Методы приготовления препаратов 

 

2.2.1. Методика приготовления препаратов первичной культуры 

гепатоцитов крыс для выявления функционирующих митохондрий в 

живых клетках 

 

Изолированные гепатоциты крыс получали по модифицированному методу 

Сеглена (Seglen, 1976). Для этого печень перфузировали in situ через воротную вену в 

течение 5 мин подогретым до 37°C буфером (pH 7,4), содержащим 8,3 г/л NaCl, 0,5 г/л 

KCl, 2,4 г/л HEPES, 2 г/л глюкозы и 5,5 мл/л 1 M NaOH с помощью микропомпы. Затем 

печень извлекали, помещали в стерильную чашку Петри в тот же буферный раствор и 

дальнейшие манипуляции для получения первичной культуры гепатоцитов проводили в 

стерильных условиях в ламинар-боксе (Baidyuk et al., 2009). Полученный монослой 

гепатоцитов инкубировали на покровных стеклах, покрытых за 1 сут слоем 0,1 % 

желатина, в среде Игла с родамином 123 (10 мкг/мл) (Sigma, США) в течение 30 мин в 

атмосфере с 5%-ным CO2 при 37°С (Johnson et al., 1980). Затем инкубационную среду 

сливали, заливали чистой средой Игла, инкубировали стекла в течение 5 мин в тех же 

условиях. Данную процедуру повторяли дважды. Для сохранения жизнеспособности 

гепатоцитов во время микроскопирования покровные стекла с клетками помещали па 

предметное стекло с предварительно подготовленной герметичной камерой, 

заполненной подогретой культуральной средой. Флуоресценцию гепатоцитов 

возбуждали светом 480 нм и проводили качественный анализ митохондрий с помощью 

конфокального микроскопа Leica TCS SL (Leica Microsystems Inc., Германия) (Baidyuk et 

al., 2009). 

 

2.2.2. Методика приготовления препаратов-мазков изолированных гепатоцитов  

 

Препараты для цитофотометрии приготавливали на стандартных предметных 

стеклах в виде мазков изолированных гепатоцитов. Для этого кусочки печени крыс (~ 2 
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мм
3
) и биопсии печени человека (~ 1 мм

3
) помещали на 10 мин в фосфатный буфер I (pH 

8,0) (475 мл 0,066 M Na2HPO4х2H2O, 25 мл 0,067 M KH2PO4, 500 мл 0,15 M сахарозы), 

затем на 15 мин переносили 0,067 M K, Na-фосфатный буфер II (pH 7,4). По истечении 

указанного срока, используя пинцет, осторожно встряхивая кусочки печени в капле 

буфера, разносили по поверхности предметного стекла с помощью кварцевого стекла со 

шлифованным краем полученную взвесь клеток. Сразу после этого мазки 

изолированных гепатоцитов на предметных стеклах фиксировали при комнатной 

температуре 100%-ным метанолом, высушивали на воздухе в течение 3–5 мин и 

убирали на хранение в темное место (Кудрявцева и др., 1983; Bezborodkina et al., 2021б). 

Для исследования кинетики окрашивания гепатоцитов реактивами типа Шиффа 

препараты-мазки изолированных гепатоцитов печени сытых крыс контрольной группы 

приготавливали на покровных стеклах по методике, описанной выше.  

 

2.2.3. Методика приготовления гистологических препаратов  

 

Кусочки печени крысы (~4 мм
3
) и биопсии печени человека (~2 мм

3
) фиксировали 

в 10%-ном нейтральном формалине не менее 48 ч при температуре 20–22 °С и заливали 

в парафиновые блоки. Гистологические срезы толщиной ~ 5 мкм получали с помощью 

микротома Reichert (Австрия). 

Для выявления соединительной ткани препараты окрашивали пикрофуксином по 

Ван-Гизону (Биовитрум, Россия) или пикросириусом — 0,01 %-ный раствор сириуса 

красного F3BA (Bio-Optica Milano SPA, Италия) в насыщенном водном растворе 

пикриновой кислоты в течение 1 ч. После окраски препараты споласкивали в 30 %-ной 

уксусной кислоте, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации и заключали в 

канадский бальзам. Срезы печени крыс дополнительно окрашивали гематоксилин-

эозином по Майеру (Chestnova et al., 2015; Bezborodkina et al., 2021б). 

Изображения срезов, окрашенных гематоксилин-эозином, гематоксилин-

пикрофуксином и пикросириусом, получали с помощью микроскопа Axiovert 200M 

(Carl Zeiss, Германия) (объективы 10×/0.30, 20×/0.50), оборудованного цифровой 

камерой Leica DFC420C (Leica Microsystems Inc., Германия). 
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2.2.4. Методика фиксации и подготовки ткани печени для 

электронно-микроскопического исследования 

 

Образцы печени фиксировали в течение 24 ч при 4°С в 2,5%-ном растворе 

глутаральдегида, приготовленном на 0,1 М фосфатном буфере (pH 7,4). Последующую 

(до)фиксацию ткани печени проводили в течение 2 ч при комнатной температуре 1%-

ным раствором OsO4 на том же буфере. После этого кусочки обезвоживали в серии 

спиртов возрастающей концентрации: 30-40-50-60-70-80-90-96-100%. Одновременно с 

обезвоживанием образцов проводили их контрастирование уранилацетатом 

(Безбородкина и др., 2008). Для этого в спирты, начиная с 70%-ого, добавляли 

уранилацетат до концентрации 0,5–1,0% (Комаров, 1987). После обезвоживания в 

этаноле образцы заключали в аралдит по методу Глауэтров (Glouert, Glouert, 1958). 

Ультратонкие срезы, приготовленные с помощью ультратома LKB III (Швеция), 

помещали на медные сетки и дополнительно контрастировали нитратом свинца. 

Фотографическую съемку проводили на электронном микроскопе "GEM-100 СХ" 

(Япония) при увеличении 8000х или 20000х. 

 

2.3. Цитофотометрические методы 

 

2.3.1. Определение сухой массы гепатоцитов с помощью интерференционного 

микроскопа 

 

Сухую массу гепатоцитов (СМ) крысы и человека измеряли на неокрашенных 

фиксированных метанолом препаратах-мазках, заключенных в глицерин, по методике, 

описанной ранее (Бродский, 1966; Бенеке, 1969). Измерения производили с помощью 

интерференционного микроскопа МБИН-4 (ЛОМО, Россия) в монохроматическом 

свете, используя интерференционный светофильтр λmax = 550 нм и объектив 40×/0,65.  

СМ рассчитывали по формуле (Бродский, 1966; Бенеке, 1969): 

𝐌 =
𝛅×𝐒

𝟏𝟎𝟎×𝛂
      (1) 

где: М — сухая масса клетки, пг; δ — разность хода лучей, см; S — площадь 

клетки, см
2
, α — удельное приращение показателя преломления, см

3
/г, значение 

которого для белков в глицерине составляет 0,00095 см
3
/г (Pellegrino et al., 1963). 
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При измерении СМ гепатоцитов вначале определяли оптическую разность хода 

лучей для клетки и среды (рис. 2.2). 

 

 

Рисунок 2.2 — Неокрашенные гепатоциты в объективе интерференционного 

микроскопа: а — установка на темное поле; б — установка на темный объект. Объектив 

40×/0.65. 

 

Оптическую разность хода определяли по формуле: 

𝛅 =
𝛗𝟏−𝛗𝟐

𝐊
× 𝛌      (2) 

где: δ — разность хода лучей, см; φ1, φ2 — отсчеты по шкале компенсатора 

Сенармона, градусы; λ — длина волны света, 550 нм; K = 180°. 

Затем с помощью программы ImageJ (NIH, США) измеряли площадь клетки (в 

мкм
2
). На каждом препарате, в зависимости от задачи, измеряли 100–450 клеток 

(Bezborodkina et al., 2016). 

 

2.3.2. Методы количественной цитохимии 

 

2.3.2.1. Выявление и измерение содержания гликогена и его фракций в изолированных 

гепатоцитах крыс 

 

 Для определения содержания гликогена в гепатоцитах использовали 

флуоресцентный вариант PAS-реакции (Кудрявцева и др., 1974). Препараты-мазки 

изолированных гепатоцитов вначале помещали на 1,5 ч в 0,8 %-ный раствор KIO4, 

приготовленный на 0,23 %-ной HNO3. Далее препараты последовательно промывали в 

проточной воде в течение 15 мин и в одной смене дистиллированной воды. Для 

выявления гликогена в гепатоцитах с помощью реактива типа Шиффа использовали 

флуоресцентный краситель аурамин ОО (Reanal, Венгрия). Окрашивание препаратов 

проводили при комнатной температуре в течение 90 мин в реактиве типа Шиффа (0,3 %-
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ный растворе аурамина-SO2 (Au-SO2) + (0,2 мл хлористого тионила (SOCl2)/100 мл 

раствора красителя). После окрашивания препараты проводили через три смены 

дистиллированной воды и три смены сернистых вод (5 г K2S2O5, 950 мл воды, 50 мл 1 N 

HCl) по 3 мин в каждой для удаления неспецифично связавшегося красителя. Затем 

препараты в течение 20 мин промывали в проточной воде, споласкивали 

дистиллированной водой, обезвоживали в спиртах (по 5 мин в двух сменах 70, 96 и 

100 этанола), высушивали на воздухе и хранили в темноте. Перед измерениями 

препараты заключали в нефлуоресцирующее вазелиновое масло (Kudryavtseva et al., 

1999). 

Изображения клеток, окрашенных Au-SO2 (рис. 2.3), получали с помощью 

флуоресцентного микроскопа Axioskop (Carl Zeiss, Германия), снабженного цифровой 

камерой DFC360FX (Leica Microsystems Inc., Германия).  

 

 
Рисунок 2.3 — Выявление гликогена в гепатоцитах с помощью аурамина–SO2. 

 

Для возбуждения флуоресценции препаратов, окрашенных Au-SO2, и регистрации 

их флуоресценции использовали набор фильтров Filter Set 10 (Carl Zeiss, Германия). При 

измерениях применяли объектив Plan-NEOFLUAR 20×/0,50. Интенсивность 

флуоресценции клеток, окрашенных Au-SO2, оценивали с помощью программы ImageJ 

(NIH, США) (Bezborodkina et al., 2021а).  
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2.3.2.2. Определение содержания ДНК в ядрах гепатоцитов  

      

ДНК в ядрах гепатоцитов выявляли на препаратах-мазках с помощью 

флуоресцентной реакции Фельгена, в которой использовали реактив типа Шиффа — 

Au-SO2 (Кудрявцев, Розанов, 1974). Гидролиз препаратов проводили в 6 N HCl при 

температуре 20–22ºС в течение 8 мин. После гидролиза препараты споласкивали в трех 

сменах дистиллированной воды и окрашивали в течение 1,5 ч в темноте при 

температуре 4 °С 0,3 %-ным раствором Au-SO2, содержащем 0,2 мл SOCl2/100 мл. Затем 

препараты споласкивали в 3 сменах дистиллированной воды, охлажденной до 4 °С, 

проводили через охлажденные до 4 °С сернистые воды (3 смены по 3 мин в каждой), 

промывали в проточной воде 20 мин, ополаскивали дистиллированной водой и 

обезвоживали в спиртах возрастающей концентрации (70, 96, 100) (по 2 смены 

этанола каждой концентрации, по 5 мин). После этого препараты высушивали на 

воздухе и хранили в темноте. Непосредственно перед измерением содержания ДНК в 

клетках препараты заключали в нефлуоресцирующее вазелиновое масло (Bezborodkina 

et al., 2016). 

Изображения ядер гепатоцитов, окрашенных Au-SO2, получали с помощью 

микроскопа Axioskop (Carl Zeiss, Германия) (объектив Plan-NEOFLUAR 40×/0,75), 

оборудованного цифровой камерой DFC360FX (Leica Microsystems Inc., Германия). Для 

возбуждения флуоресценции Au-SO2 и ее регистрации использовали набор фильтров 

Filter Set 10 (Carl Zeiss, Германия). Интенсивность флуоресценции ядер гепатоцитов, 

окрашенных Au-SO2, определяли, используя программу ImageJ (NIH, США). 

Диплоидным (2c) стандартом при определении плоидности гепатоцитов служили 

лимфоциты периферической крови крысы, окрашенные Au-SO2 по Фёльгену. Среднюю 

плоидность гепатоцитов N(c) рассчитывали по формуле (Делоне и др., 1987): 

𝐍(𝐜) = ∑ 𝐧𝐢 × 𝟐𝐢     (3) 

где: ni — относительное число гепатоцитов i-того класса плоидности (i = 1 — 

диплоидный класс, i = 2 — тетраплоидный и т.д.) (Bezborodkina et al., 2016). 
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2.3.2.3. Комбинированный цитохимический метод для количественного определения 

нескольких компонентов в одной и той же клетке 

 

Для получения количественных данных для одной и той же клетки по нескольким 

параметрам — сухой массе, содержанию гликогена и степени плоидности, — в работе 

был использован комбинированный цитохимический метод (Кудрявцев и др., 1979). 

Метод позволяет выявлять и измерять последовательно один параметр за другим, не 

затрагивая еще неизмеренные компоненты клетки. Подобный подход дает возможность 

оценить содержание каждого компонента в клетке практически с той же точностью, 

какая существует при раздельном их определении.  

Применение комбинированного цитохимического метода сопряжено с 

необходимостью использования нескольких измерительных приборов. Для 

неоднократного нахождения местоположения каждой клетки, на предметные стекла с 

помощью алмазного стеклореза наносили координатную сетку с размером квадратов 

около 1 мм². Для получения изображений выбранных участков препарата (около 100) 

использовали микроскоп Axioskop (Carl Zeiss, Германия) (объектив Plan-NEOFLUAR 

20×/0,50), оборудованный цифровой камерой DFC360FX (Leica Microsystems Inc., 

Германия). На изображениях выбирали неповрежденные, отдельно расположенные 

гепатоциты, каждому из которых, в соответствии с его местоположением на предметном 

стекле, присваивали определенный номер (рис. 2.4). На каждом препарате, в 

зависимости от задачи исследования, отмечали от 100 до 500 клеток (Bezborodkina et al., 

2016). 

 

Рисунок 2.4 — Пример использования комбинированного метода: а — изолированные 

гепатоциты с присвоенными им номерами, фазовый интерференционный контраст, б — те же 

гепатоциты, окрашенные с помощью флуоресцентной PAS-реакции на гликоген, в — те же 

гепатоциты, ядра которых окрашены с помощью флуоресцентной реакции Фёльгена на ДНК. 

Микроскоп Axioskop (Carl Zeiss, Германия), цифровая камера DFC360FX (Leica Microsystems 

Inc, Германия). Объектив Plan-NEOFLUAR 20×/0,50.  
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У каждой из отмеченных клеток последовательно измеряли сначала сухую массу 

(см. раздел 2.3.1). После измерений СМ гепатоцитов покровное стекло снимали, удаляли 

глицерин путем последовательного проведения препарата через спирты возрастающей 

концентрации и определяли содержание гликогена в гепатоцитах (см. раздел 2.3.2.1). 

После измерения содержания гликогена в клетках покровное стекло снимали и удаляли 

вазелиновое масло с предметного стекла с помощью ксилола и этанола возрастающей 

концентрации. Затем окраску клеток на гликоген удаляли путем обработки препаратов в 

течение 20 мин 0,025%-ным борогидридом натрия (NaBH4). В результате такой 

обработки альдегидные группы (-СНО), образовавшиеся при окислении остатков 

глюкозы в гликогене с помощью KIO4, превращаются в первичные спиртовые (-CH2OH), 

теряют способность окрашиваться Au-SO2 и не влияют ни на содержание ДНК в 

клетках, ни на точность ее измерения (рис. 2.5). Наконец, после обработки препаратов 

NaBH4 и окраски их по Фёльгену, измеряли содержание ДНК в ядрах гепатоцитов (см. 

раздел 2.3.2.2). По содержанию ДНК в клетке судили о степени ее плоидности. Число 

ядер в клетке указывало на то, является ли она одноядерной, двуядерной или 

многоядерной (Bezborodkina et al., 2016). 

 

Рисунок 2.5 — Гистограммы распределения гепатоцитов нормальной печени крыс по 

содержанию в них ДНК: а — гепатоциты окрашенные по Фельгену, б — гепатоциты 

окрашенные PAS-реакцией на гликоген, обработанные 0,025%-ным борогидридом натрия и 

окрашенные по Фельгену. Представлены гепатоциты с содержанием ДНК 4c (D.I. = 2), т.к. они 

являются доминирующим классом клеток в печени крыс. 
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2.4. Конфокальная микроскопия и метод FRET (AB) для исследования структуры 

молекул гликогена  

 

Регистрацию EFRET в нескольких участках гепатоцита (обычно 3–4 участка) 

(рис. 2.6) производили с помощью лазерного сканирующего конфокального микроскопа 

Leica TCS SP5 (Leica Microsystems Inc., Германия), используя программу FRET AB 

(фотообесцвечивание акцептора) (Zal, Gascoigne, 2004; Piston, Kremers, 2007). В 

качестве донора (Don) использовали аурамин (Au), а акцептора (Ac) — бромистый 

этидий (EtBr). В процессе фотообесцвечивания интенсивность люминесценции Ас 

снижалась ~ на 50 %. 

 

 

Рисунок 2.6 — Гепатоцит: а — с отмеченными областями; б — после 

фотообесцвечивания акцептора в выделенных областях; в — повышение флуоресценции донора 

(Don) после выжигания акцептора (Ac). Лазерный сканирующий конфокальный микроскоп 

Leica TCS SP5 (Leica Microsystems Inc., Германия). Объектив HCX PL APO 40×/1.25 Oil. 

 

При определении EFRET использовали два лазера — 405 нм (возбуждение Don) и 

514 нм (фотообесцвечивание Ac). Мощность лазера 514 нм составляла 30 % от 

максимальной. При измерениях применяли объектив HCX PL APO 40×/1,25 Oil. В 

качестве иммерсии использовали Immersol 518F, в качестве среды заключения — 

нефлуоресцирующее вазелиновое масло. На каждом препарате измеряли не менее 25 

клеток (Bezborodkina et al., 2011). 

Расстояние между Don (Au) и Ac (EtBr) в молекулах гликогена рассчитывали по 

формуле: 

𝐫 = 𝐑𝟎 × √
𝟏−𝐄𝐅𝐑𝐄𝐓

𝐄𝐅𝐑𝐄𝐓

𝟔
     (4) 

где: EFRET — значение эффективности FRET; R0 — критическое расстояние, на 

котором EFRET = 0.5. 
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EFRET, как известно, зависит от физических свойств Don и Аc, а именно, степени 

перекрытия их спектров возбуждения и флуоресценции, их поляризации, квантового 

выхода донора и т. д., а главное — расстояния между ними (Piston, Kremers, 2007; 

Fessenden, 2009): 

𝐄𝐅𝐑𝐄𝐓 =
𝟏

(𝟏+(
𝐫

𝐑𝟎
)

𝟔

)

     (5) 

где: ЕFRET — эффективность FRET; r — расстояние между Don и Аc; R0 — 

критическое расстояние, на котором EFRET = 0.5. 

На рисунке 2.7 приведены спектры поглощения и флуоресценции клеток, 

окрашенных EtBr-SO2 или Au-SO2 в ходе PAS-реакции. Спектры флуоресценции были 

получены с помощью микроскопа Leica TCS SP5 (Leica Microsystems Inc., Германия). 

Спектры поглощения Au и EtBr приведены по литературным данным (Gadella, 1999). 

Важно отметить, что спектр флуоресценции гепатоцитов, окрашенных Au-SO2 (λmax ≈ 

526 нм) и спектр поглощения гепатоцитов, окрашенных EtBr-SO2 (λmax ≈ 540 нм), 

перекрываются между собой. 

 

 

Рисунок 2.7 — Спектры поглощения Au (1), EtBr (3) и спектры флуоресценции Au (2), 

EtBr (4). 

 

Наши расчеты с использованием программы PhotochemCAD 

(www.photochemcad.com) показали, что значение R0 для пары Au-EtBr, используемой в 

данной работе, 3,2 нм. В расчетах использовали значения квантового выхода Au 0,3 

(Vieira Ferreira et al., 2004) и коэффициента экстинкции EtBr 5680 М
-1

см
-1

 (Lee et al., 

2001). Поскольку радиус 12-ярусной β-частицы гликогена составляет около 21 нм 

http://www.photochemcad.com/
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(Rybicka, 1996; Melendez et al., 1999), можно предположить, что в фёрстеровском 

взаимодействии принимают участие молекулы Don (Au), связанные с остатками 

глюкозы 7-го и 8-го внутренних ярусов β-частицы, и молекулы Аc (EtBr), находящиеся 

на 9-м и10-м внешних ярусах β-частицы (рис. 2.8) (Bezborodkina et al., 2011). 

 

 

Рисунок 2.8 — Схематическое изображение молекулы гликогена. Цифрами отмечены 

ярусы, между которыми возможен перенос энергии. Расстояние между каждым из ярусов в β-

частице гликогена с диаметром ~ 42 нм составляет ~ 1,9 нм. 

 

2.5. Биохимические методы 

 

2.5.1. Биохимическое исследование сыворотки крови крыс и человека 

 

Образцы крови крыс и пациентов, полученные в постабсорбтивном периоде 

пищевого цикла, центрифугировали при 3500 об/мин в течение 10 мин при 4˚C. В 

сыворотке крови с помощью автоматических биохимических анализаторов SMA-12/16 

(Technicon Instruments Co., США) и Abbot-spectrum (Abbot Laboratories, США) 

определяли концентрацию глюкозы, общего билирубина и общего белка, активность 

аланинаминотрансферазы (АлАТ), аспартатаминотрансферазы (АсАТ) и щелочной 

фосфатазы (ЩФ). 

Продукты ПОЛ определяли по скорости окисления липогидроперекисями 

двухвалентного железа, которое вступает в реакцию с тиоционатом аммония с 

образованием соединения, определяемого спектрофотометрически при длине волны 480 
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нм. Концентрацию диеновых конъюгатов (ДК) оценивали по методу Романовой, 

Стальной (1977), малонового диальдегида (МДА) — по методу Uchigama и Michera 

(1978). При определении восстановленного глутатиона использовали метод Seldak и 

Linday (1968). Активность супероксиддисмутазы (СОД) определяли по торможению 

восстановления нитросинего тетразолия в присутствии НАДН и феназинметасульфата 

(Дубинина, 1983). Активность каталазы определяли по скорости разложения перекиси 

водорода. Активность всех вышеперечисленных ферментов относили к содержанию 

белка в пробах, содержание которого определяли унифицированным методом Лоури 

(Lowry, 1951). 

 

2.5.2.   Определение концентрации гликогена в печени крыс 

 

Кусочки печени растворяли в 30%-ной КОН на кипящей водяной бане в течение 

60 мин, центрифугировали на протяжении 30 мин при 1000g, затем последовательно 

промывали 70, 80 и 96%-ным этиловым спиртом и вновь центрифугировали. 

Полученный осадок гликогена гидролизовали 2н H2SO4 в течение 2,5 ч на кипящей 

водяной бане. Гидролизат нейтрализовали 5н NaOH до pH 7,8–8,0 и определяли в нем 

количество образовавшейся глюкозы глюкозооксидазным методом, используя 

стандартные наборы. Концентрацию гликогена выражали в мкМ глюкозных единиц на г 

сырой массы печени (Lo et al., 1970; Bezborodkina et al., 2014; Bezborodkina et al., 2021б).   

 

2.5.3.  Определение активности ключевых ферментов метаболизма гликогена в 

печени крыс и человека 

 

Печень крыс и биоптаты больных гомогенизировали в 50мM Трис-HCl буфере 

(pH 7,4), содержащем 5мM ЭДТА, 200мM сахарозу, 0,01M β-меркаптоэтанол и 0,2 М 

ФМСФ на льду (1:10). Гомогенат центрифугировали 10 мин при 1000g, 4˚C. 

Полученную надосадочную жидкость повторно центрифугировали 10 мин при 14000g, 

4˚C. Вновь полученную надосадочную жидкость использовали для определения 

активности цитоплазматических ферментов.  Для определения активности Г-6-Фазы 

надосадочную жидкость дополнительно центрифугировали при 106000g, 4˚C в течение 

60 мин для выделения микросомальной фракции (Berteloot et al., 1991).  
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Активность гликогенсинтазы (ГС) измеряли по количеству включенной в 

гликоген [U-
14

C]-глюкозы, используя в качестве субстрата УДФ-[U-
14

C]-глюкозу 

(Amersham, 300 мКи/мМ) (Vardanis, 1992). К 75 мкл 10 мМ Трис-HCl буфера (рН 7,5), 

содержащего 0,17 мМ ЭДТА, 100 мМ NaF, 2,5 мМ MgSO4, 10% гликоген и 0,25 мМ 

УДФ-глюкозу (40000 имп/мин), добавляли 40 мкл пробы. Для определения активности 

D-формы ГС смесь инкубировали 10 мин при 30˚C в присутствии 7,2 мМ глюкозо-6-

фосфата, а при определении активности I-формы фермента — в присутствии 0,17 мМ 

глюкозо-6-фосфата. Реакцию останавливали путем нанесения 0,5 мл 96% этанола на 1,5 

см
2 

фильтры (Whatman 3 mm), содержащие 50 мкл реакционной смеси. Затем фильтры 

отмывали от не включившейся метки в двух сменах 66%-ного этанола по 30 мин в 

каждой и одной смене ацетона в течение 5 мин. Высушенные фильтры помещали в 

виалы, содержащие сцинтиллятор ЖС-7 и регистрировали количество импульсов с 

помощью счетчика (Beckman, Индианаполис, США) (Bezborodkina et al., 2014).  

Активность гликогенфосфорилазы (ГФ) определяли, используя обратную 

реакцию синтеза гликогена in vitro. Количество [U-
14

C]-глюкозы, включившейся в 

гликоген, измеряли при использовании в качестве субстрата [U-
14

C]-глюкозо-1-фосфат 

(286 мКи/мМ Amersham, США) (Vardanis, 1992). Реакцию проводили в 50 мМ Трис-HCl 

буфере (рН 6,7), содержащем 100 мМ NaF, 10 % гликогена, 10 мМ глюкозо-1-фосфат 

(35000 имп/мин). При определении a-формы фермента в реакционную смесь добавляли 

0,5 мМ кофеин; b-форму ГФ активировали добавлением в смесь 10 мМ АМФ. 

Инкубирование проводили при 37˚C в течение 5 мин после внесения 35 мкл пробы. Все 

последующие операции для счета импульсов были аналогичны описанным выше 

(Bezborodkina et al., 2014). 

Активность глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Фазы) определяли в ресуспензированном 

осадке микросомальной фракции, используя в качестве субстрата [U-
14

C]-глюкозо-6-

фосфат (49мКи/мМ, Sigma–Aldrish, США). Для этого 20 мкл микросомальной суспензии 

и 80 мкл реакционной смеси (pH 6,5), содержащей 50мМ какодиловую кислоту, 2мМ 

ЭДТА, 10мМ глюкозо-6-фосфат (30000 имп/мин), инкубировали 20 мин при 30˚С. После 

инкубации 50 мкл смеси наносили в колонку с анионообменной смолой Dowex-1 (x8, в 

ацетатной форме) высотой 1,2 см и промывали двумя порциями воды по 0,5 мл. 

Эфлюенты собирали в виалы и использовали для подсчета импульсов (Bezborodkina et 

al., 2013).  
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Активность глюкокиназы (ГК) измеряли в смеси, содержащей 30мМ Трис-HCl 

(pH 7.5), 50мМ глюкозу, 30мМ MgCl2, 50мМ АТФ, 1мМ НАДФ и глюкозо-6-

фосфатдегидрогеназу (2U/мл). Скорость восстановления НАДФ регистрировали через 

каждые 15 сек в течение 3 мин при длине волны 340 нм после добавления в кювету 

спектрофотомера Specol 11 (Carl Zeiss, Йена, Германия) 1 мл реакционной смеси  и 20 

мкл гомогената (Ueda et al., 1974; Bezborodkina et al., 2013). 

Активность фосфоруктокиназы (ФФК) определяли в 75мМ Трис-HCl буфере (pH 

7,5), содержащем 3мМ MgCl2, 15мМ (NH4)2SO4, 30мМ фруктозо-6-фосфат, 15мМ АТФ, 

1,5мМ НАДН, 10U/мл альдолазы, 8U/мл триозофосфатизомеразы и 4U/мл 

глицерофосфатдегидрогеназы. Скорость реакции определяли через каждую минуту в 

течение 5 мин по убыли НАДН после его добавления в кювету спектрофотомера Specol 

11 (Carl Zeiss, Йена, Германия), содержащую 1,6 мл смеси и 0,1 мл пробы (Uyeda, 1979; 

Bezborodkina et al., 2013). 

Для определения активности фруктозо-1,6-дифосфатазы (Фр-1,6-дФазы) 

использовали 50мМ Трис-HCl буфер (pH 7,5), содержащий 2мМ MgCl2, 40мМ 

(NH4)2SO4, 0,15мМ фруктозо-1,6-дифосфат, 0,3мМ НАДФ, 0.1мМ ЭДТА, 0,7U/мл 

глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и 1U/мл глюкозофосфатизомеразы. Кювету, 

содержащую 1 мл инкубационной смеси и 20 мкл пробы, предварительно инкубировали 

при 37˚С в течение 5 мин, затем измеряли содержание НАДФ через каждую минуту в 

течение 5 мин (Tejwani et al., 1976; Bezborodkina et al., 2013). 

Общий белок определяли по методу Бредфорда (Bradford, 1976) с использованием 

в качестве красителя Кумасси бриллиантового голубого G-250. Расчет концентрации 

белка проводился по стандартной калибровочной кривой. Для построения 

калибровочной кривой использовали данные, полученные при фотометрировании 

различных количеств БСА (λ = 595 нм). 

 

2.6. Морфометрия гистологических срезов печени крыс и человека 

 

Относительный объем соединительной ткани и паренхимы печени определяли на 

гистологических срезах, окрашенных гематоксилин-пикрофуксином или 

пикросириусом, с помощью анализатора изображений «VideoTest», используя объектив 

10×/0,30 и интерференционный светофильтр λ max=500 нм. Для каждого животного и 
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пациента анализировали 20–30 полей зрения. Долю соединительной ткани рассчитывали 

по формуле:  

𝐐 =
𝐒с.т.

𝐒п.з.−𝐒р.
      (6) 

где:  Q — доля соединительной ткани от площади среза; Sп.з. — площадь поля 

зрения микроскопа (мкм
2
);  Sс.т. — площадь соединительной ткани (мкм

2
); Sр. — 

площадь просветов сосудов, разрывов ткани (мкм
2
). 

Количество гепатоцитов в печени определяли по формуле: 

𝑵 =  𝑷 × 𝑹 ×
𝒇

𝑴
      (7) 

где: N — количество гепатоцитов в печени; Р — сырая масса печени, г; R — доля 

паренхимы в печени; f — коэффициент перехода от сырой массы печени к сухой; М — 

средняя сухая масса одного гепатоцита, г. Коэффициент f принимали равным 0,27 

(Bezborodkina et al., 2016; Bezborodkina et al., 2021б). 

 

2.7. Морфометрия митохондриального аппарата гепатоцитов крыс 

 

С помощью анализатора изображений «VideoTest» на электроннограммах с 

увеличением 20000х, проводили измерения периметров митохондрий и длины их крист. 

Концентрацию внутренних мембран митохондрий (КВММ) рассчитывали по формуле:  

 КВММ = (p + 2l) × n      (8) 

Где: p — средний периметр митохондрий; l — средняя длина крист в одной 

митохондрии; n — количество митохондрий на единицу площади.  

Для определения количества митохондрий и занимаемого ими объема на единицу 

площади клетки использовали электроннограммы, отснятые при увеличении 8000х.  

Для электронно-микроскопического исследования использовали по 5 крыс из 

контрольной и опытной группы. Для каждого из животных было проанализировано по 

20 гепатоцитов (Безбородкина и др., 2008). 
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2.8. Определение вклада процессов пролиферации, полиплоидизации и 

гипертрофии в увеличение массы печени 

Относительный вклад пролиферации (Q1), полиплоидизации (Q2) и гипертрофии 

(Q3) гепатоцитов в нормальный и репаративный рост печени крыс и человека 

рассчитывали, используя следующие формулы (Богданова и др., 1990): 

 

𝐐𝟏 =
𝐌×(𝐏𝟏 𝐏𝟐⁄ )−𝟏

𝐌−𝟏
      (9)  

𝐐𝟐 =
𝐌×𝐦𝟏×(𝐠𝟐−𝐠𝟏)

(𝐌−𝟏)×𝐏𝟐
      (10)  

𝐐𝟑 =
𝐌×𝐠𝟐×(𝐦𝟐−𝐦𝟏)

(𝐌−𝟏)×𝐏𝟐
      (11) 

где: М — кратность изменения массы паренхимы печени за исследуемый период 

эксперимента (6 мес). На основании данных о величине митотического индекса, 

продолжительности митоза в гепатоцитах и уровне некротизации паренхимы при 

повторных воздействиях ССl4 было подсчитано, что убыль паренхимы в течение 6 мес 

воздействия гепатотропным ядом превышает исходную массу примерно в 5 раз. В 

случае физиологической регенерации убыль массы паренхимы за счет гибели клеток в 

течение того же периода равна исходной ее массе (Сакута, Кудрявцев, 1996); Р1 и Р2 — 

сухая масса гепатоцита до начала отравления крыс ССl4 и по окончании эксперимента 

соответственно; m1 и m2 — средняя сухая масса, рассчитанная на диплоидный 

гепатоцит перед началом отравления крыс ССl4 и по окончании эксперимента 

соответственно; g1 и g2 — средняя плоидность гепатоцитов, деленная на 2. 

 

2.9. Статистическая обработка полученных данных 

 

Статистическую обработку полученных результатов проводили на персональном 

компьютере, используя стандартный пакет программ Microsoft Excel (Microsoft 

Corporation, США) и SigmaPlot v. 9.0, v. 11.0 (Systat Software Inc., США). Данные на 

диаграммах и графиках представляли в виде средней величины и ее ошибки (Х ± Sx). 

Достоверность различий между величинами оценивали с помощью t-критерия 

Стьюдента. Для оценки зависимости между параметрами проводили корреляционный 
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анализ с определением коэффициентов корреляции (r). Линейную регрессию 

рассчитывали по формуле: 

�̅�𝐱 = 𝐚 + 𝐛 ∙ 𝐱        (12) 

где: 𝐚 — свободный член 

𝑎 =
∑ 𝑦 ∙ ∑ 𝑥2 − ∑ 𝑥 ∙ ∑ 𝑦𝑥

𝑛 ∙ ∑ 𝑥2 − (∑ 𝑥)2
 

𝐛 — коэффициент регрессии 

𝑏 =
𝑛 ∙ ∑ 𝑥𝑦 − ∑ 𝑥 ∙ ∑ 𝑦

𝑛 ∙ ∑ 𝑥2 − (∑ 𝑥)2
 

𝐧 — количество клеток. 

Для оценки достоверности результатов использовали таблицу критических 

значений корреляции Пирсона. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

 

ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1. Морфофункциональные изменения при хроническом поражении печени 

 

3.1.1. Структура печени крысы и человека в норме и при циррозе  

 

Хронические гепатиты (ХГ) — широко распространенные воспалительные 

заболевания печени человека. Причиной ХГ может быть действие различных токсинов, 

злоупотребление в течение длительного времени алкоголем, аутоиммунные 

заболевания, генетические факторы, а также целый ряд метаболических нарушений. 

Одной из наиболее частых причин ХГ являются инфекции, вызванные гепатотропными 

вирусами А (РНК, содержащий вирус), В, C, D, G (ДНК, содержащие вирусы) и др. По 

данным ВОЗ 2019 года одних только носителей гепатита В и С (HBV и HCV) 

насчитывалось в мире более 350 (296 и 58 соответственно) млн человек (World Health 

Organization, 2021). ХГ представляет собой непрерывный процесс воспаления, 

разрушения и регенерации паренхимы печени, который длится более 6 мес и вызывает 

ее фиброз. Фиброз ткани — обычное явление при патологиях печени. В ходе 

длительного повреждения печени клетки Ито, фибробласты, внеклеточный матрикс, 

постепенно замещают поврежденные гепатоциты, что приводит к развитию финальной 

необратимой стадии ХГ — циррозу печени (ЦП). В свою очередь ЦП обычно 

заканчивается печеночной недостаточностью и/или гепатоцеллюлярной карциномой 

(Kalaitzakis et al., 2011; Ganne-Carrié, Nahon, 2019). 

Для ЦП характерны узелковая трансформация паренхимы и образование 

фиброзных септ, соединяющих портальную систему с системой печеночных вен. 

Основными диагностическими признаками ЦП, помимо фиброза значительной части 

паренхимы, считают выраженную регенерацию печеночной ткани, необычно мелкие 

портальные тракты и избыточное количество центральных вен в дольках, а также 

интенсивное отложение липофусцина в перицентральных гепатоцитах (Schuppan, 

Afdhal, 2008). 

Анализ гистологических срезов печени крыс показал, что структура паренхимы 

контрольных животных типична для нормального органа: имеет радиально 

расположенные трабекулы гепатоцитов вокруг центральных сосудов, небольшое 
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количество соединительной ткани, четко выраженные границы портальных сосудов и 

желчных протоков (рис. 3.1, а, б). На срезах печени крыс с циррозом выявлены 

диффузные лейкоцитарные инфильтраты, свидетельствующие об активации 

воспалительных процессов, и признаки фибротизации (рис. 3.1, в). Паренхима 

прорастает соединительнотканными тяжами, нарушающими дольковую структуру 

органа. Окраска пикросириусом выявляет соединительнотканные волокна по ходу 

синусоидов (рис. 3.1, г) (Bezborodkina et al., 2013б, 2014, 2021). 

 

 

Рисунок 3.1 — Срезы печени крыс: а, б — норма; в, г, д, е — цирроз печени. а, в, д — 

окраска гематоксилин-эозином; б, г — окраска пикросириусом, е — окраска по Ван-Гизону. 

Примечание: жирными стрелками отмечены очаги воспаления (в, д), тонкими — 

соединительно-тканные тяжи по ходу синусоидов (г, е). 
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Морфологическая картина поражения печени при воздействии CCl4 описана 

довольно подробно (Zimmerman, 1978; Onori, 2000). В результате интоксикации CCl4 

центролобулярный некроз гепатоцитов приводит к замещению зон некроза 

соединительной тканью и стимуляции пролиферации клеток в узлах регенерации. При 

этом соединительная ткань образуется не только у центральных вен, но и по ходу всего 

венозного русла. Воспалительная реакция в портальных полях также сопровождается 

разрастанием соединительной ткани по ходу портальных сосудов. Пролиферация 

гепатоцитов, стимулированная их гибелью, ведет к возникновению многорядных балок, 

а в дальнейшем — к беспорядочным скоплениям печеночных клеток. 

Считается, что ЦП у крыс, вызванный длительным многократным воздействием 

на крыс CСl4, подобен цирротическому поражению печени у человека (Kohno et al., 

1991; Скобелева, 1994; Datsko et al., 2020). Микроскопический анализ срезов печени 

человека свидетельствует о том, что в норме структура паренхимы печени человека, как 

и у крысы, характеризуется радиально расположенными трабекулами гепатоцитов 

вокруг центральных вен, четко выраженными портальными сосудами и желчными 

протоками (рис. 3.2, а). При формировании цирроза дольковая структура печени 

человека, как и у крысы, нарушается, образуются так называемые «ложные дольки», в 

которых резко выражен клеточный и ядерный полиморфизм, в паренхиме наблюдается 

массовая гибель гепатоцитов, доля соединительной ткани увеличивается (рис. 3.2, б) 

(Кудрявцева и др., 2002а; Оковитый и др., 2010; Bezborodkina et al., 2021б).  

 

 

Рисунок 3.2 — Срезы печени человека: а — норма, б — цирроз печени. Окраска 

гематоксилин-пикрофуксином. Примечания: 1) ЛД — ложная долька печени; 2) жирными 

стрелками отмечены очаги некроза, тонкими — прослойки соединительной ткани (б).  
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Фиброплазия кардинально изменяет соотношение между паренхимными и 

непаренхимными элементами в пользу последних. Взаимоисключающая динамика 

содержания соединительной ткани и паренхимы в ходе развития ЦП является 

характерной чертой этой патологии (James et al., 1986; Reichen et al., 1987). 

Морфометрия нормальной и цирротической печени крыс установила, что при ЦП 

доля соединительной ткани увеличивается в 7,7 раза (табл. 3.1). Вместе с тем, масса 

печени крыс в ходе развития ЦП увеличивается с 9,72±0,37 г до 11,56±0,55 г (р < 0,05). 

Поэтому, несмотря на то что доля паренхимы при циррозе в наших экспериментах 

уменьшалась на 8,8 % (табл. 3.1), ее абсолютная масса не отличалась от массы 

паренхимы контрольных животных (Bezborodkina et al., 2021б). Небольшое увеличение 

массы печени крыс или ее неизменность при патологиях этого органа отмечали и другие 

авторы (Xu et al., 2010; Wang et al., 2015; Rasineni et al., 2021).  

 

Таблица 3.1 — Некоторые морфометрические параметры печени крыс в норме и при 

циррозе (ЦП) (XSx, n = 5). 

Параметр Контроль ЦП 

Масса печени, г 9,72±0,37 11,56±0,55 
1
  

Относительная масса печени, % 3,00±0,06 4,33±0,09 
2
 

Доля паренхимы, % 88,0±1,1 79,2±1,3 
2
 

Доля соединительной ткани, % 0,84±0,07 7,31±0,27 
2
 

Число гепатоцитов в 1 г печени 2,52±0,15×10
8
 1,81±0,21×10

8 1
 

1,2 
Достоверно отличается от значения в контроле (

1
р < 0,05, 

2
р < 0,001). 

 

Результаты, представленные в таблице 3.2, свидетельствуют о том, что в отличие 

от печени крыс доля паренхимы цирротической печени человека уменьшается по 

сравнению с нормой на 40,4 %, а доля соединительной ткани возрастает почти в 20 раз. 

В отличие от ЦП у крыс, взаимоисключающая динамика соединительной ткани и 

паренхимы в ходе развития ЦП у человека прослеживается очень четко (Bezborodkina et 

al., 2021б).  
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Таблица 3.2 — Некоторые морфометрические параметры печени человека в норме и при 

циррозе (ЦП) (XSx). 

Параметр Контроль (n = 10) ЦП (n = 13) 

Доля паренхимы, % 90,6±0,9 54,0±2,5
2   

 

Доля соединительной ткани, % 1,79±0,08 36,5±3,3
2
 

Число гепатоцитов в 1 г печени 4,81±0,27×10
8
 2,32±0,29×10

8 2
 

n — число пациентов в группе; 
1,2 

достоверно отличается от значения в контроле 

(
1
р < 0,05, 

2
р < 0,001). 

 

Причины столь сильной фибротизации паренхимы печени и более интенсивной 

гибели гепатоцитов при формировании цирроза у человека, по сравнению с крысами не 

ясны. По-видимому, они связаны не только и не столько с природой агентов, 

вызывающих повреждение печени, или с разными методиками получения 

экспериментального ЦП. При объяснении причин столь серьезных различий в степени 

патологических изменений между печенью человека и печенью крысы, прежде всего, 

надо обратить внимание на фундаментальное отличие между этими видами 

млекопитающих – их размеры и, как следствие, разную скорость метаболизма. Масса 

тела взрослых крыс, использованных в наших экспериментах, равнялась ~ 0,3 кг, а масса 

тела человека составляла ~70 кг. Удельная интенсивность метаболизма крыс с массой 

тела 0,3 кг составляет 94,6 ккал/кг/24 ч, тогда как у взрослого человека с массой тела ~ 

70 кг — 24,2 ккал/кг/24 ч (Шмидт-Ниельсен, 1987), т.е. уровень метаболизма у крысы 

почти в 4 раза выше. Такая существенная разница означает, что у крыс скорость 

процессов, в том числе пролиферативных, значительно превосходит скорость 

аналогичных процессов в организме человека. Показано, что в нормальной печени 

человека доля гепатоцитов в S-фазе клеточного цикла составляет 0,02–0,05 % (Leevy, 

1967; Takehara, 1975), в то время как у крыс — 0,2–1,5 % (Рябинина, Бенюш, 1973). 

Другой показатель пролиферативной активности — митотический индекс — колеблется 

в нормальной печени человека в пределах 0,0001–0,0007 % (Кудрявцев и др., 1991), 

тогда как в нормальной печени крыс этот показатель составляет 0,005–0,1 % (Рябинина, 

Бенюш, 1973; Mangnall et al., 2003). Мелкие соединительно-тканные клетки 

(фибробласты, макрофаги и др.) обладают более высокой пролиферативной 

активностью, чем гепатоциты. Поэтому можно предположить, что скорость замещения 

гибнущих гепатоцитов этими клетками в ходе развития ЦП у человека, будет 
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значительно выше, чем в печени крыс. Возможно, вследствие этого доля фиброзной 

ткани в цирротической печени человека значительно превосходит аналогичный 

показатель у крыс.  

Как бы то ни было, увеличение доли соединительной ткани отрицательно 

сказывается на жизнедеятельности гепатоцитов, что выражается, прежде всего, в 

затруднении обменных процессов между клетками. Помимо этого, усиленный фиброз 

печени приводит к нарушению нормального функционирования печеночной дольки из-

за образования септ, соединяющих центролобулярную зону с перипортальной с 

помощью сосудистых шунтов. Наконец, разрастание соединительной ткани 

способствует образованию базальной мембраны и преобразованию синусоидов в 

ригидные капилляры. Все эти процессы вызывают значительную перестройку 

дольковой структуры печени (рис. 3.1, в, г, д, е, рис. 3.2, б), ухудшение снабжения 

гепатоцитов кислородом, питательными веществами и источниками энергии 

(Bezborodkina et al., 2021б; Оковитый и др., 2022). 

 

3.1.2. Состояние митохондриального аппарата гепатоцитов в нормальной и 

патологически измененной печени крыс 

 

Универсальным источником энергии для различных процессов в гепатоцитах, как 

и во многих других типах клеток, служит АТФ, которая образуется путем 

окислительного фосфорилирования в митохондриях. Примерно 90 % кислорода, 

потребляемого клетками млекопитающих, используется митохондриями для продукции 

АТФ путем окислительного фосфорилирования (Javadov et al., 2018). Уровень 

окислительных процессов, протекающих в клетках, тесно связан с количеством и 

структурой митохондрий. Печень относится к числу органов наиболее богатых 

митохондриями. Известно, что один гепатоцит содержит около 2000 митохондрий 

(David, 1977), которые обладают уникальными свойствами, поскольку объединяют 

метаболизм углеводов, липидов и белков в единый центр (Degli Esposti et al., 2012). 

Электронно-микроскопическое исследование митохондрий в гепатоцитах 

цирротической печени крыс выявило изменение формы и увеличение размеров этих 

органоидов (рис. 3.3). 
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Рисунок 3.3 — Митохондрии гепатоцитов крыс контрольной (а, в) и опытной группы (б, 

г). а, б — 8000х, в, г — 20000х. Примечание: МТХ — митохондрия. Стрелками отмечены 

гранулы гликогена. 

 

Однако эти изменения могли быть результатом обработок, применяемых при 

подготовке ткани для электронно-микроскопических исследований. Поэтому мы 

исследовали морфологию митохондрий в первичной культуре гепатоцитов, 

изолированных из печени контрольных крыс и крыс с токсическим гепатитом. Было 

установлено, что внутрижелудочное введение в течение месяца CCl4 и замена питьевой 

воды на 5%-й этанол приводят к фиброзу и жировой дистрофии печени, сопровождаясь 

при этом воспалением и нарушением ее дольковой структуры (Оковитый и др., 2007). 

Визуальный анализ гепатоцитов, окрашенных родамином 123, показал, что 

митохондрии в клетках контрольных и опытных животных немного отличались. В 

основном, эти отличия выражались в том, что в контроле многие митохондрии имели 

более удлиненную форму и более равномерное распределение по цитоплазме 

гепатоцитов, чем в клетках опытных животных (рис. 3.4) (Baidyuk et al., 2009). 

Морфометрия митохондриального аппарата гепатоцитов показала, что объемная 

плотность митохондрий (ОПМ) в цитоплазме клеток контрольных крыс составляет 

19,50,7 %, что хорошо согласуется с данными других авторов (David, 1977; Анацкая, 
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1999; Das et al., 2012). При этом ОПМ в паренхиме всей печени контрольных крыс 

составила по нашим данным 1,667±0,136 отн.ед (рис. 3.5, б) (Безбородкина и др., 2008).  

 

 

Рисунок 3.4 — Митохондрии живых гепатоцитов, окрашенных родамином 123. а — гепатоциты 

интактных крыс, б — гепатоциты крыс после воздействия CCl4 и этанолом.  
  

 

CCl4-индуцированный цирроз не приводит к изменению количества митохондрий 

в паренхиме (рис. 3.5, а), но при этом вызывает увеличение ОПМ в среднем на 

гепатоцит, до 25,0±1,0 % (р < 0,01). Схожее значение ОПМ было найдено в гепатоцитах 

крыс после длительного воздействия этанола (Das et al., 2012). Результаты, 

представленные на рис. 3.5, б свидетельствуют о том, что ОПМ во всей паренхиме 

цирротической печени превышает контрольное значение на 37,4 % (р < 0,01) 

(Безбородкина и др., 2008). 

Увеличение ОПМ в клетках может быть связано, как с усилением окислительного 

метаболизма в митохондриях, так и с их набуханием, которое сопровождается 

снижением продукции АТФ (Kaasik et al., 2007; Javadov et al., 2018). Поэтому для 

выявления природы повышения ОПМ в гепатоцитах при ЦП была проведена 

морфометрия внутренних мембран митохондрий, на которых, как известно, 

расположены специфические белки, катализирующие окислительные реакции в 

дыхательной цепи. Эти белки необходимы для осуществления окислительного 

фосфорилирования, посредством которого синтезируется бóльшая часть АТФ в клетке. 
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Рисунок 3.5 — Некоторые морфометрические показатели митохондрий гепатоцитов 

крыс в норме (контроль) и при циррозе печени (ЦП) (XSx, n = 5).  

 

Оказалось, что концентрация внутренних мембран митохондрий на единицу 

площади цитоплазмы гепатоцита при ЦП уменьшается на 30,7 % (рис 3.5, в), а общая 

протяженность внутренних мембран на одну митохондрию снижается почти вдвое (рис. 

3.5, г) (Безбородкина и др., 2008). 

Таким образом, полученные данные указывают на то, что при ЦП скорость 

дыхания и уровень продукции АТФ в митохондриях гепатоцитов значительно снижены 

по сравнению с нормой, а концентрация внутренних мембран митохондрий, в отличие 

от их объемной плотности, наиболее адекватно отражает уровни дыхания и образования 

АТФ в гепатоцитах.  

Увеличение размеров митохондрий в гепатоцитах и уменьшение количества крист 

при различных поражениях печени отмечалось многими авторами (Krähenbühl, Reichen, 

1992; Krähenbühl et al., 2000; Welt et al., 2004; Shami et al., 2021). Определение 

активности ферментов дыхательной цепи митохондрий гепатоцитов НАДН-

дегидрогеназы (I-комплекс), сукцинатдегидрогеназы (II-комплекс), цитохромоксидазы 

(IV-комплекс) и АТФ-синтазы (V-комплекс) при хронических заболеваниях печени 
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показало ослабление функции этих органоидов (Fernandez-Checa et al., 1993; Liu et al., 

1996; Krähenbühl et al., 2000; Huang et al., 2003; Yang et al., 2004).  

Исходя из вышесказанного, можно заключить, что хронические поражения 

печени такие как, неалкогольная жировая болезнь печени, алкогольный и вирусный 

гепатиты, первичная гепатокарцинома, тиоацетамидный и ССl4-циррозы печени и др., 

несмотря на сильное отличие их патофизиологии, вызывают однотипный дефект 

митохондриального аппарата гепатоцитов, следствием которого является снижение 

скорости дыхания митохондрий. Снижение скорости дыхания, в свою очередь, приводит 

к значительному падению уровня окислительного фосфорилирования, уменьшению 

продукции АТФ митохондриями и увеличению концентрации активных форм кислорода 

(Harvey et al., 1999; Fukumura et al., 2003; Middleton, Vergis, 2021). Падение продукции 

АТФ ухудшает работу АТФ-зависимого натриевого насоса и, далее, ведет к обводнению 

и гибели клеток (Chapa-Dubocq et al., 2018).  

 

3.1.3. Характеристика тканеспецифических функций печени крыс и человека при 

циррозе  

 

Хорошо известно, что эффективность выполнения гепатоцитами своих 

многочисленных функций тесно связана со скоростью образования АТФ. Поскольку 

скорость окислительного фосфорилирования и концентрация АТФ в гепатоцитах при 

CCl4-циррозе заметно падают, можно ожидать, что нехватка богатых энергией молекул 

неизбежно отразится на интенсивности тканеспецифических функций печени. Об их 

уровне обычно судят по активности соответствующих ферментов в ее ткани или 

концентрации маркерных продуктов метаболизма в сыворотке крови.  

Данные, представленные на рисунке 3.6, свидетельствуют о том, что 

концентрация общего билирубина в сыворотке крыс опытной группы и у больных с 

циррозом печени возрастает, а общего белка — снижается по сравнению с нормой. 

Изменения этих показателей при циррозе свидетельствуют о нарушении пигментного 

обмена в печени и снижении ее протеинсинтетической функции при циррозе. 

Продолжительность гексеналового сна, отражающая способность системы 

микросомального окисления гепатоцитов метаболизировать различные ксенобиотики (в 

т.ч. гексенал), увеличивается у крыс с ЦП более чем в 5 раз (p < 0,001) по сравнению с 
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нормой. Полученные данные свидетельствуют о снижении эффективности системы 

микросомального окисления в гепатоцитах при патологии (Kudryavtseva et al., 2003; 

Оковитый и др., 2006; Bezborodkina et al., 2014).  

   

 

Рисунок 3.6 — Некоторые биохимические показатели сыворотки крови крысы и 

человека в норме (К) и при циррозе печени (ЦП).  

 

Таким образом, можно заключить, что развитие ЦП сопровождается ослаблением 

синтеза белков и детоксикационной функции печени. Схожие результаты были 

получены в других работах (Krähenbühl, Reichen, 1992; Welt et al., 2004; Young et al., 

2006; Nishikawa et al., 2014; Wilson et al., 2014; Ju et al., 2016; Kietzmann, 2019). В этих 

работах было показано, что состояние гипоксии при циррозе приводит к ухудшению 

ряда функций печени, в том числе барьерной и протеинсинтетической (Скулачев, 1999; 

Harvey et al., 1999; Schuppan, Afdhal, 2008).  

Гипоксия сопровождает хронические повреждения печени любой этиологии, 

повышая продукцию митохондриями кислородсодержащих свободных радикалов и 

активных форм кислорода (АФК) (Poyton et al., 2009; Wilson et al., 2014; Ju et al., 2016; 

Prieto, Monsalve, 2017). Усиление продукции АФК является общей характеристикой 

устойчивого воспалительного ответа на повреждение печени. АФК вызывают цепные 

реакции с накоплением липидных радикалов, в результате чего изменяются свойства 

клеточных мембран и образуются различные продукты ПОЛ.  

Данные о состоянии про- и антиоксиданных систем у крыс и человека 

свидетельствуют об однотипных изменениях в ходе развития ЦП, но у человека они 

выражены сильнее (рис. 3.6, б) (Оковитый и др., 2006; Безбородкина и др., 2008; 

Bezborodkina et al., 2014; Bezborodkina et al., 2021б). 
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Концентрации малонового диальдегида и диеновых конъюгатов в сыворотке 

крови крыс с ЦП увеличились по сравнению с нормой примерно в 2,1 (p < 0,05) и 1,5 

(p < 0,001) раза соответственно, а в сыворотке крови человека с ЦП  — в 2,4 (p < 0,01) и 

1,8 (p < 0,001) раза соответственно. Увеличение концентрации продуктов ПОЛ в ходе 

длительного патологического процесса связано, прежде всего, с истощением резервов 

антиоксидантной системы. Полученные результаты указывают на заметное снижение 

активности антиоксидантной системы при ЦП. Активность каталазы в сыворотке крови 

человека при ЦП падает по сравнению с нормой в 2,5 (p < 0,001) раза, а концентрация 

восстановленного глутатиона — в 1,5 (p < 0,05) раза. Активность каталазы в сыворотке 

крови крыс снижается при ЦП в 1,5 раза по сравнению с нормой (p < 0,05). Сравнение 

крысы и человека по таким показателям, как общий белок, МДА, супероксиддисмутаза 

и ДК показало, что патофизиологические условия приводят примерно к одинаковому 

ответу органа на повреждение (рис. 3.6, б). В то же время данные, приведенные на этом 

рисунке, свидетельствуют о том, что при циррозе печень человека обладает меньшей 

способностью обезвреживать билирубин, нейтрализовать свободные радикалы и 

перекиси. Вследствие этого печень человека оказывается более уязвимой к действию 

повреждающих агентов, чем печень крысы (Kudryavtseva et al., 2003; Оковитый и др., 

2006; Безбородкина и др., 2008; Bezborodkina et al., 2014; Bezborodkina et al., 2021б). 

Когда мощности антиоксидантной системы в печени оказывается недостаточно, 

чтобы противодействовать непрерывному потоку АФК, происходит повреждение 

мембранных структур клеток (Ohyashiki et al., 1995; Скулачев, 1999), ухудшение 

функции гепатоцитов, что в конце-концов, вызывает их гибель (цитолиз). О цитолизе в 

печени обычно судят по увеличению в сыворотке крови уровня индикаторных 

ферментов — аланинаминотрансферазе (АлАТ) и аспартатаминотрансферазе (АсАТ) 

(Siegel et al., 2000). Наши данные (рис. 3.6, а) свидетельствуют о том, что активность 

АлАТ и АсАТ у крыс с CCl4-циррозом печени возрастает по сравнению с нормой в 2,0 

(p < 0,001) и 1,4 (p < 0,01) раза соответственно. У больных хроническим гепатитом и 

циррозом печени уровни АлАТ и АсАТ увеличивались по сравнению с нормой в 4,8 

(p < 0,001) и 2,0 (p < 0,001), 4,7 (p < 0,001) и 2,5 (p < 0,001) раза соответственно (рис. 3.6, 

а) (Kudryavtseva et al., 2003; Bezborodkina et al., 2014; Bezborodkina et al., 2021б). 

Сравнение уровней АлАТ и АсАТ в печени крыс и человека показало, что ЦП у 

человека сопровождается значительно более выраженным выходом этих ферментов в 
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кровь, чем при ЦП у крыс. Высокий цитолиз гепатоцитов при ЦП у человека 

подтверждается более высокой убылью гепатоцитов в ходе формирования ЦП (табл. 

3.2).  

Имеющиеся данные о числе гепатоцитов в печени крыс, полученные с помощью 

различных методов, свидетельствуют о том, что их количество варьирует от 1,29×10
8
 до 

2,64×10
8
 клеток/г сырого веса печени (Iype et al., 1965; Marcos et al., 2006; Sohlenius-

Sternbeck, 2006; Байдюк, 2013).  По нашим данным, число гепатоцитов в 1 г нормальной 

печени крыс составляет 2,52×10
8
 клеток (таблица 3.1). Хроническое отравление 

животных CCl4 в течение 6 мес приводит к снижению числа гепатоцитов до 1,81×10
8
 

клеток/ г печени (таблица 3.2). Число гепатоцитов в 1 г нормальной печени человека 

составляет 4,81×10
8
, а в 1 г цирротической — 2,32×10

8
 клеток (таблица 3.2).  

Данные об абсолютном количестве гепатоцитов в нормальной и цирротической 

печени крыс и человека показывают, что развитие цирроза приводит к уменьшению 

числа гепатоцитов в 1 г печени: у крыс на 28,2 %, а в печени человека почти вдвое 

меньше — на 51,8 % (табл. 3.1, табл. 3.2) (Bezborodkina et al., 2021б). Учитывая, что 

масса печени у человека при циррозе уменьшается на 10–18 % по сравнению с нормой 

(Apisarnthanarak et al., 2014; Simon et al., 2020), общая потеря гепатоцитов в ходе 

развития ЦП у человека составит примерно 45 %. 

Таким образом, полученные нами данные позволяют утверждать, что развитие 

ЦП в печени человека приводит к более глубоким структурным и функциональным 

изменениям, нежели у крыс, в частности к более существенной потере гепатоцитов, 

которая нарастает по мере развития патологического процесса.  

 

3.1.4. Полиплоидия и гипертрофия гепатоцитов крысы и человека в норме и при 

хроническом поражении печени 

 

Непрерывная гибель клеток в ходе развития ЦП, стимулирует регенерацию 

печени, основными клеточными механизмами которой являются пролиферация, 

полиплоидизация и гипертрофия гепатоцитов (Богданова и др., 1990; Сакута, 

Кудрявцев, 1996; Сакута, Кудрявцев, 2005). Ведущую роль в репаративном росте печени 

при остром или хроническом действии агентов различной этиологии, играют ДНК-

синтетические процессы — пролиферация и полиплоидизация гепатоцитов, которые 
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приводят к увеличению числа гепатоцитов в печени и/или количества геномов в клетках 

(Сакута, Кудрявцев, 1996; Сакута, Кудрявцев, 2005). 

Пролиферативная реакция паренхимы печени на хроническое воздействие 

гепатотоксинами характеризуется снижением вероятности прохождения гепатоцитами 

полного клеточного цикла. В результате незавершенности клеточных делений в 

паренхиме появляются двуядерные клетки и клетки с полиплоидными ядрами. 

Цитофотометрический анализ распределения гепатоцитов по классам плоидности 

у крыс с CCl4-циррозом печени показал, что состав клеточной популяции паренхимы в 

этой группе животных значительно отличается от нормы (табл. 3.3) (Bezborodkina et al., 

2016). 

  

Таблица 3.3 — Распределение гепатоцитов крыс по классам плоидности в клеточных 

популяциях нормальной (контроль) и цирротической печени (ЦП) (XSx, n = 5). 

1
Достоверно отличается от значения в контроле при р < 0,05. 

 

 Паренхима цирротической печени крыс характеризуется снижением доли 

двуядерных гепатоцитов с диплоидными ядрами (2с×2-клетки) и увеличением 

относительного количества высокоплоидных клеток. Доля одноядерных октаплоидных 

(8с) гепатоцитов увеличивается в 3,5 раза (p < 0,05) по сравнению с их количеством у 

одновозрастных интактных крыс. Кроме того, при ЦП появляются двуядерные 

гепатоциты с двумя октаплоидными ядрами (8с×2-клетки), которые не встречались в 

нормальном органе. Отдельные клетки в цирротической печени достигают плоидности 

16с и даже 32с (16с×2). В результате, средний уровень плоидности гепатоцитов крыс 

опытной группы возрастает на 14,8 % (p < 0,01) по сравнению с нормой (табл. 3.3).  

В отличие от крысы, модальный класс гепатоцитов человека представлен 

одноядерными диплоидными (2с) гепатоцитами. Средняя плоидность гепатоцитов 

нормальной печени человека составляла 2,210,05с, а у больных ХГ и она увеличилась 

Группа 

крыс 

Доля гепатоцитов разных классов плоидности, % 

2с 2с×2 4с 4с×2 8с 8с×2 

Средняя 

плоидность 

клеток, с 

Контроль 0,63±0,24 3,62±0,48 81,84±3,14 9,38±2,90 3,53±1,79 ----- 4,46±0,15 

ЦП 2,86±0,91
1
 2,13±1,45 68,51±3,95

1
 12,68±2,94 12,37±2,82

1
 1,45±0,62 5,12±0,17

1
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на 13,1 % и 15,8 % соответственно. В паренхиме нормальной и патологически 

измененной печени преобладали одноядерные клетки с диплоидными ядрами (табл. 3.4). 

 

Таблица 3.4 — Распределение гепатоцитов человека по классам плоидности в норме, при 

хроническом гепатите (ХГ) и циррозе печени (ЦП) (XSx). 

 
Доля гепатоцитов разных классов плоидности, % Средняя 

плоидность 

клеток, с 2с 2с×2 4с 4с×2 8с 

Контроль 

(n = 7) 
89,57±2,28 4,70±1,47 5,73±1,38 – – 2,21±0,05 

ХГ (n = 5) 76,90±4,83
1
 15,46±2,96

1
 6,82±1,65 – 0,82±0,36 2,50±0,11

1
 

ЦП (n = 7) 75,19±5,23
1
 16,22±3,81

1
 7,07±1,89 1,07±0,58 0,45±0,17 2,560,17

1
 

1
Достоверно отличается от значения в контроле при р < 0,05. 

 

Усиление полиплоидизации гепатоцитов в ответ на патологическое воздействие 

характерно для млекопитающих и сопровождается изменениями в соотношении классов 

плоидности клеток (Maurer et al., 1973; Завадская, 1989; Сакута, Кудрявцев, 1996; 2005). 

В частности, найдено, что при хроническом воздействии CCl4 в печени крыс и мышей 

снижается относительное число 2с- и 2с×2-гепатоцитов, появляются высокоплоидные 

клетки, отсутствующие в нормальном органе (Фактор, Урываева, 1980; Бродский, 

Урываева, 1981) и, в итоге, плоидность гепатоцитов значительно возрастает (Завадская, 

1989; Кудрявцев и др., 1993; Melchiorri et al., 1993; Сакута, Кудрявцев, 1996; 2005). 

Усиление пролиферативной активности гепатоцитов при повреждении печени и 

повышение уровня их плоидности характерно и для человека. Например, ХГ и ЦП 

различной этиологии, жировой гепатоз, внепеченочный холестаз также сопровождаются 

заметным повышением плоидности гепатоцитов (Koike et al., 1982; Fang et al., 1994; 

Melchiorri et al., 1994). Вместе с тем, следует отметить, что полиплоидизация 

гепатоцитов при хронических поражения печени человека, никогда не достигает столь 

высоких степеней, как при патологии печени у крыс и мышей. Кроме того, в отличие от 

крыс и мышей, доля 2с×2-гепатоцитов при хронических патологиях печени человека 

напротив, заметно возрастает (табл.  3.4), что согласуется с данными, полученными 

ранее (Кудрявцев и др., 1993).  

Важной особенностью клеточной популяции паренхимы печени при циррозе 

является увеличение в 2,2 (p < 0,05) раза доли одноядерных диплоидных (2с) 
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гепатоцитов у крыс и поддержание высокого процента этих клеток (около 75 %) у 

человека (табл. 3.3, табл. 3.4). Усиленную пролиферацию 2с-гепатоцитов при ЦП крыс и 

высокую долю (более 80 %) этих клеток в цирротической печени человека ранее 

наблюдали и другие авторы (Кудрявцев и др., 1993; Сакута, Кудрявцев, 2005). Этот 

факт, по-видимому, связан с более высокой способностью 2с-гепатоцитов, по 

сравнению с полиплоидными клетками, вступать в митотический цикл (Урываева, 

Маршак, 1969; Watanabe et al., 1970). Ранее было высказано предположение о том, что 

репаративная регенерация печени осуществляется в основном за счет пролиферации 

одноядерных диплоидных гепатоцитов, а полиплоидизация клеток в ходе репаративного 

роста печени играет заметную роль лишь у отдельных пациентов (Кудрявцев и др., 

1993). 

В процессе физиологической регенерации в интактной печени крыс за 6 мес 

образуется количество гепатоцитов, превышающее их исходный уровень примерно в 1,8 

раза, а в результате репаративной регенерации — в 3,1 раза. Расчеты, основанные на 

величинах индекса меченых тимидином ядер и митотической активности гепатоцитов, 

имеющиеся в литературе, демонстрируют еще бо́льшие различия между этими 

способами регенерации. За 6 мес развития экспериментального ЦП происходит убыль 

паренхимы, равная пятикратному весу исходной печени (Саркисов и др., 1975; 

Бродский, Урываева, 1981; Macdonald et al., 1986), в то время как в интактной печени за 

тот же период происходит убыль паренхимы, равная лишь исходному весу органа 

(Рябинина, Бенюш, 1973; Оттенсен и др., 1980). Таким образом, каждый гепатоцит в 

течение 6 мес хронического воздействия CСl4 осуществляет примерно в 2–2,5 раза 

больше делений, чем в интактной печени, в ходе физиологической регенерации. Тем не 

менее, несмотря на высокую пролиферативную активность гепатоцитов в ходе развития 

ЦП, число клеток в поврежденной печени крыс и человека оказалось в итоге 

значительно меньше, чем в интактной (табл. 3.1, табл. 3.2), что свидетельствует о 

превышении гибели клеток над увеличением их числа. 

Наряду с пролиферацией и полиплоидизацией, важную роль в нормальном и 

репаративном росте печени играет гипертрофия гепатоцитов (Шалахметова и др., 1981; 

Арефьева и др., 1993; Arosio et al., 1993; Сакута, Кудрявцев, 2005). Гипертрофия 

гепатоцитов может быть вызвана двумя причинами: 1) повышением плоидности клеток, 

которое обычно приводит к пропорциональному увеличению их объема и массы (James 
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et al., 1979; Бродский, Урываева, 1981; Шалахметова и др., 1981; Gaub et al., 1981; 

Завадская и др., 1983) и 2) увеличением размера цитоплазмы клеток, которое 

сопровождается уменьшением ядерно-плазматического отношения, но не связано с 

повышением плоидности клеток. Полагают, в основе гипертрофии цитоплазмы клеток 

лежит усиление процессов внутриклеточной регенерации (Саркисов и др., 1975). Эти 

процессы ведут к увеличению числа и размера различных клеточных структур и 

органоидов и, в конечном итоге, к увеличению объема и массы клеток. 

 Клеточную гипертрофию, обусловленную увеличением объема цитоплазмы, 

рассматривают как своеобразную форму регенерации, увеличивающую количество 

специфических структур внутри клеток и компенсирующую нарушенные функции 

(Рябинина, Бенюш, 1973). Анализ гипертрофии клеток важен для понимания 

механизмов нормального и репаративного роста органа. Точно оценить гипертрофию 

клетки, не связанную с ее плоидностью, можно, например, путем определения уровня 

плоидности и массы той же клетки. 

Массу клеток обычно определяют цитофотометрически по содержанию в них 

общего белка после окраски соответствующими красителями, или путем измерения 

сухой массы (СМ) неокрашенных клеток с помощью интерференционного микроскопа 

(Бродский, 1966). В отличие от цитофотометрических методов с красителями, 

интерферометрия позволяет получать данные о СМ клетки, которая примерно на 80 % 

обусловлена содержанием в них белков (Гизе, 1959), в абсолютных единицах — 

пикограммах (10
-12

 г), и дает возможность подсчитать абсолютное число клеток в органе 

без применения сложных и трудоемких методик. 

Измерение СМ гепатоцитов крыс показало, что у контрольных крыс СМ одного 

гепатоцита составила в среднем 943±21 пг, а в цирротически измененной печени — 

1184±56 пг, т.е. при циррозе СМ увеличилась на 25,6 % (р < 0,001). Увеличение СМ 

гепатоцитов крыс и содержания в них белка в ходе развития цирроза отмечалось и 

другими авторами (Tongiani et al., 1976; Завадская и др., 1983). 

Результаты интерферометрии показали, что в нормальной печени человека СМ 

гепатоцита составляет, в среднем, 546,0±29,6 пг, а при ЦП она увеличивается на 23,7 % 

по сравнению с нормой (p < 0,05) и достигает 675,4±41,3 пг (Bezborodkina et al., 2021б). 

Ранее было найдено, что СМ гепатоцита в нормальной печени человека составляет 

431,4±22,1 пг, а при ЦП — 640,0±49,2 пг (Завадская и др., 1983). Более низкие значения 
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СМ гепатоцитов нормальной печени человека, полученные Завадской с соавторами, по-

видимому, обусловлены тем, что измерения СМ гепатоцитов были проведены на 

биопсийном материале молодых людей, средний возраст которых составил 29 лет, тогда 

как средний возраст пациентов в нашей работе составил 44 года.  

Таким образом, убыль гепатоцитов в ходе патологического процесса в печени 

крыс полностью компенсируется повышением плоидности клеток и гипертрофией их 

цитоплазмы. По сравнению с крысами развитие ЦП у человека вызывает более глубокие 

нарушения архитектоники печени, а полной компенсации потери гепатоцитов и 

паренхимы печени при циррозе у человека не происходит (Bezborodkina et al., 2021б). 

Следует отметить, что даже полное восстановление объема паренхимы 

цирротической печени и количества в ней гепатоцитов не гарантирует восстановления 

функции органа. Такая ситуация связана с сильной трансформацией архитектоники 

печени, в результате которой гепатоциты вынуждены осуществлять свои 

многочисленные функции в условиях гипоксии, острой нехватки источников энергии, 

необходимых субстратов. Поэтому одной из первоочередных задач для прогноза и 

терапии ЦП является оценка состояния ключевых функций печени и понимание 

механизмов, регулирующих эти функции в патологических условиях. 

 

 

3.2. Характеристика гликогенеза в нормальной и патологически измененной 

печени человека, крыс и мышей на разных стадиях пищевого цикла 

 

Очевидно, что углеводный обмен и, в частности, обмен гликогена и глюкозы в 

печени, которая тесно связана с процессом переработки пищи, будет сильно отличаться 

на разных этапах пищеварения. Поэтому для определения функциональных 

возможностей цирротической печени, выявления отклонений от нормы и объяснения их 

причин, необходимо было провести сравнение метаболизма глюкозы и гликогена в 

нормальном и патологически измененном органе в ходе пищеварительного цикла и 

установить клеточные механизмы его регуляции. 
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3.2.1. Длительное голодание. Концентрация глюкозы в крови, содержание 

гликогена и активность ключевых ферментов его метаболизма в печени крыс в 

норме и при экспериментальном циррозе после 48 ч голодания 

 

Лишение крыс пищи приводит к быстрому снижению массы их тела и печени. По 

нашим данным уже через 24 ч голодания масса тела животных уменьшается на 12,5 %, 

печени — на 17,9 %, а через 48 ч — на 20,8 % и 27,7 % соответственно (рис. 3.7).  

 

 

Рисунок 3.7 — Изменение массы тела, массы печени и относительной массы печени 

крыс в течение голодания, XSx. Примечания: 1) отличия от значения до начала голодания (0 ч) 

при уровне значимости: a — p < 0.01, b — p < 0,001; 2) отличия от предыдущего значения при 

уровне значимости: c — p < 0.01, d — p < 0,001. 

 

Однако после 48 ч эти показатели изменяются гораздо медленнее, чем в начале 

голодания. Схожие данные были получены Собероном и Санчезом, которые нашли, что 

голодание крыс в течение 48 ч приводит к уменьшению массы их печени на 20–25 % 

(Soberon, Sanchez, 1961). Наряду со снижением массы печени, при голодании 

наблюдается также значительное уменьшение объема гепатоцитов и содержания в них 

белка (Belloni et al., 1988). 
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В ходе продолжительного голодания углеводный обмен претерпевает глубокие 

изменения, а резервы гликогена в печени сильно опустошаются (Bois-Joyeux et al., 1990; 

Jungermann, 1992). Результаты, представленные в таблице 3.5, свидетельствуют о том, 

что содержание гликогена в нормальной печени крыс после 48 ч голодания находится на 

очень низком уровне, что подтверждает имеющиеся данные (Giardina et al., 1994; 

Minassian et al., 1999).  

 

Таблица 3.5 — Некоторые показатели метаболизма глюкозы и гликогена в крови и 

печени крыс после 48 ч голодания в норме и при циррозе (ЦП) (XSx, n = 3).  

Показатель Контроль ЦП 

Концентрация глюкозы в сыворотке крови, ммоль/л 3,24±0,28 3,16±0,14 

Концентрация гликогена в печени, мкмоль глюкозных 

остатков/г сырого веса печени 
15,4±0,2 10,4±0,5

2
 

Содержание гликогена в гепатоцитах, усл. ед. 2,09±0,06 1,87±0,02
1 

Активность глюкозо-6-фосфатазы, нмоль·мин
-1

·мг белка
-1

 44,2±0,6 43,4±1,3 

Активность глюкокиназы, нмоль·мин
-1

·мг белка
-1

   11,2±0,2 1,9±0,1
2 

Активность гликогенсинтазы, -Г-6-Ф/+Г-6-Ф 0,19±0,01 0,20±0,01 

Активность гликогенфосфорилазы а, нмоль·мин
-1

·мг белка
-1

 99,0±2,4 44,1±1,6
2 

Общая активность гликогенфосфорилазы, нмоль·мин
-1

·мг 

белка
-1

 
162,4±3,1 158,9±1,5 

1,2 
Достоверно отличается от значения в контроле (

1
р < 0,05, 

2
р < 0,001). 

 

Однако в печени крыс с ЦП содержание гликогена после 48 ч-голодания было 

еще ниже, чем у контрольных животных (Bezborodkina et al., 2013а; Bezborodkina et al., 

2014; Bezborodkina et al., 2016). Несмотря на то, что 48 ч-голодание приводит к резкому 

снижению концентрации гликогена в печени, подавляющее большинство клеток ее 

паренхимы содержит гликоген. Анализ гистограммы, представленной на рисунке 3.8, а, 

показал, что после 48 ч голодания гликоген в нормальной печени крыс присутствовал 

примерно в 70 % гепатоцитов, причем в некоторых клетках его содержание было очень 

высоким. В отличие от контрольных животных у крыс с  ЦП гликоген присутствовал 

лишь в половине популяции гепатоцитов, но в отдельных клетках его содержание 

достигало того же уровня, как и у сытых контрольных крыс (рис. 3.8, б). 
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Рисунок 3.8 — Гистограммы распределения содержания гликогена в гепатоцитах в 

классе одноядерных 4с-клеток контрольной (а) и цирротической (б) печени крысы после 48 ч 

голодания. 

  

Содержание гликогена в гепатоцитах регулируются активностью ферментов его 

синтеза и распада, для которых концентрация глюкозы в крови per se имеет большое 

значение. Данные, представленные в таблице 3.5, демонстрируют, что концентрация 

глюкозы в периферической крови контрольных крыс и крыс с ЦП после 48 ч голодания 

находится на одинаково низком уровне (Bezborodkina et al., 2014). Схожие данные для 

крыс, голодавших в течение 40–48 ч, были получены и в других работах (Mlekusch et al., 

1981; Calder, Geddes, 1992). Тем не менее, нормальный уровень глюкозы в крови крыс с 

ЦП при голодании, еще не подразумевает, что процессы, связанные с ее продукцией не 

нарушены. В ряде работ показано, что после ночного голодания продукция глюкозы 

печенью при циррозе на 20–40 % ниже нормы (Reichle et al., 1978; Owen et al., 1981; 

Merli et al., 1986; Johansson et al., 1994). Однако в других работах было найдено, что 

продукция глюкозы при ЦП является нормальной и поддерживается за счет 

увеличенных концентраций глюкагона (Keller et al., 1982; Shmueli et al., 1993; Petrides et 

al., 1994). Определенную ясность в противоречивую информацию о продукции глюкозы 

цирротической печенью мог бы внести анализ активности ключевых ферментов обмена 

гликогена. 

Исследование Г-6-Фазы, ключевого фермента, отвечающего за продукцию 

глюкозы печенью, не выявило отличий его активности у голодных крыс с ЦП от 

контрольных значений (табл. 3.5). Полученные данные указывают на то, что после 48 ч 

голодания продукция глюкозы цирротической печенью крыс находится в пределах 
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нормы. Поскольку запасы гликогена в печени после 48 ч голодания находятся на очень 

низком уровне (табл. 3.5) (Bezborodkina et al., 2014; Bezborodkina et al., 2016), очевидно, 

что продукция глюкозы при ЦП практически полностью осуществляется за счет 

глюконеогенеза (Bezborodkina et al., 2013а). 

Показано, что глюкоза контролирует активность и количество ГК в печени 

(Brocklehurst et al., 2004). При голодании активность фермента падает, а в сытом 

состоянии увеличивается в соответствии с увеличением концентрации глюкозы в крови 

(Taketa et al., 1976). Так как Km ГК для глюкозы составляет величину около 20 мМ 

(Lowes et al., 1998) скорость фосфорилирования глюкозы при физиологических 

условиях зависит только от ее внутриклеточной концентрации. Естественно ожидать, 

что низкая концентрация глюкозы в крови при голодании, будет ингибировать 

активность ГК и способствовать направлению субстратного потока в печени на 

продукцию глюкозы.  

Определение активности ГК в нормальной печени голодных крыс показало, что в 

условиях, когда концентрация глюкозы в крови снижена, активность ГК также 

находится на низком уровне (табл. 3.5) (Bezborodkina et al., 2013а). Этот результат 

подтверждает данные многих авторов, согласно которым после 48 ч голодания 

активность ГК в нормальной печени крыс составляет 40–50 % от «сытого»  уровня 

(Vinuela et al., 1963; Perez et al., 1964; Bois-Joyeux et al., 1990; Minassian et al., 1999). По 

мере увеличения продолжительности голодания происходит дальнейшее снижение 

активности этого фермента (Minassian et al., 1999), вплоть до ее полной утраты (Vinuela 

et al., 1963; Panserat et al., 2014). Несмотря на то, что в нашем эксперименте 

концентрация глюкозы в крови контрольных и опытных крыс после 48 ч голодания 

находится на одинаковом уровне, активность ГК в цирротической печени составляла 

лишь 16 % (р < 0,001) от контрольных значений (табл. 3.5) (Bezborodkina et al., 2013а).  

Интолерантность тканей к глюкозе — одно из характерных проявлений ЦП (Mion 

et al., 1996), которое связывает его с диабетом. Активность ГК при этих заболеваниях 

заметно снижена (Rossetti et al., 1993; Caro et al., 1995; Aiston et al., 2001; Wu et al., 2005). 

Главным механизмом развития интолерантности тканей к глюкозе считают ухудшенную 

секрецию инсулина и/или нечувствительность к нему клеток. Поскольку активность ГК 

в печени регулируется опосредованными через инсулин уровнем экспрессии фермента 

(Iynedjian, 1993) и его внутриклеточной компартментализацией (Agius, 1994), 
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нарушения секреции этого гормона или его связывания клетками, могут привести к 

столь резкому снижению активности ГК при ЦП. 

Определение активности ГС у крыс с ЦП после 48 ч голодания показало, что она 

не отличается от активности фермента в нормальной печени (табл. 3.5) (Bezborodkina et 

al., 2014). В отличие от наших данных, Джардина с соавторами на модели 

тиоацетамидного ЦП показали, что после 24 ч голодания активность ГС в печени крыс 

снижена по сравнению с нормой (Giardina et al., 1994). Сходные данные были получены 

для крыс с биллиарным ЦП, который вызывали перевязкой желчного протока. При этом 

падение общей и активной форм ГС коррелировало со снижением количества 

гепатоцитов в печени (Krähenbühl et al., 1996). С другой стороны, было найдено, что при 

CCl4-индуцированном ЦП у крыс уровень активной формы ГС не отличался от нормы 

(Krähenbühl et al., 1991).  

По нашим данным активность ГФа в цирротической печени крыс после 48 ч 

голодания была ниже нормы более чем на 50 % (р < 0,001) (табл. 3.5) (Bezborodkina et 

al., 2014). Поскольку активация ГФ осуществляется с помощью цАМФ-зависимого 

механизма (Rath et al., 2000; Roach, 2002), а при ЦП уровень продукции цАМФ падает 

(Francavilla et al., 1978; Высоцкая и др., 1998), можно предположить, что снижение 

активности аденилатциклазы и концентрации цАМФ, влияют на падение уровней ГФа в 

цирротической печени (Bezborodkina et al., 2014). 

Таким образом, углеводный метаболизм у крыс с ЦП, голодавших в течение 48 ч, 

существенно отличается от обмена в печени голодных крыс контрольной группы. 

Главные различия по нашим данным состоят в падении ~ в 6 раз активности ГК и 

снижении активности ГФа почти вдвое. 

 

3.2.2. Абсорбтивный период. Концентрация глюкозы в крови, содержание 

гликогена и активность ключевых ферментов его метаболизма в печени крыс в 

норме и при экспериментальном циррозе после введения голодным животным 

глюкозы 

 

Поступление пищи после голодания вызывает значительные изменения обмена 

веществ в различных органах, в т.ч. печени. Абсорбтивный период пищевого цикла 

характеризуется депонированием гликогена и преимущественным использованием 
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глюкозы для энергетических потребностей организма. Считается, что после приема 

углеводов продолжительность абсорбтивного периода, составляет около 2-х часов 

(Niewoehner et al., 1984). В течение этого времени глюкоза практически полностью 

абсорбируется из кишечника, а ее концентрация в плазме крови повышается. 

По нашим данным, пероральное введение 30%-й глюкозы голодным крысам 

приводит к быстрому увеличению ее концентрации в периферической крови, как у крыс 

контрольной, так и опытной групп. Тем не менее, через 2 ч концентрация глюкозы у 

крыс с ЦП была на 14,2 % (p < 0,05) меньше, чем у контрольных животных (рис. 3.9) 

(Bezborodkina et al., 2014). Максимальная концентрация в крови контрольных крыс 

достигала ~ 9 мкМ/л через 90 мин после per os введения глюкозы. Ранее было показано, 

что введение 50%-й глюкозы голодным крысам вызывает через 10 мин повышение 

концентрации глюкозы в крови до 9 мкМ/мл, а через 20 мин — до 12 мкМ/мл 

(Niewoehner et al., 1984).  

 

 

Рисунок 3.9 — Концентрация глюкозы в сыворотке крови крыс контрольной и опытной 

групп через различные интервалы времени после введения голодным животным глюкозы. 

Достоверно отличается от значения в контроле: * р < 0,01, ** р < 0,05. Для каждой точки n=3. 

 

Концентрация глюкозы в крови после приема пищи определяется, в основном, 

скоростями ее всасывания в кишечнике и последующей утилизации различными 

тканями. Например, головной мозг утилизирует 45–60 % глюкозы, эритроциты 5–10 %, 

почки 10–15 %, а скелетные мышцы 15–20 % (Dimitriadis et al., 2021). Однако 

концентрация глюкозы в крови зависит не только от ее утилизации, но и от продукции 

печенью и надпочечниками. Поэтому пониженная концентрация глюкозы в крови крыс 



112 

 

с ЦП в ходе рефидинга глюкозой может быть обусловлена разными причинами. Она 

может быть связана с более медленным поступлением глюкозы из кишечника в кровь, с 

более высокой скоростью ее утилизации различными тканями (в первую очередь 

скелетными мышцами), а также с более низкой продукцией глюкозы — в основном, 

печенью и надпочечниками (Bezborodkina et al., 2014). 

Принято считать, что интолерантность различных тканей к глюкозе является 

характерной чертой многих пациентов с ЦП (Muller et al., 1992; Riggio et al., 1997; 

Kruszynska, 1999; Schneiter et al., 1999). В такой ситуации трудно ожидать высокой 

скорости абсорбции и утилизации глюкозы, поступившей с пищей. С другой стороны, 

при ЦП ухудшаются всасывание и транспорт сахаров и других веществ в кишечнике 

(Белобородова, 1978; Stratton et al., 2003) и меняется морфология этого органа (Onori et 

al., 2000). Поэтому структурно-функциональные нарушения, наблюдающиеся в 

кишечнике при ЦП, также могут быть одной из причин более слабого, чем в норме, 

нарастания концентрации глюкозы в крови у крыс с CCl4-циррозом. 

Введение глюкозы стимулировало синтез гликогена, как в печени крыс 

контрольной, так и опытной групп (рис. 3.10). Тем не менее, в течение абсорбтивного 

периода накопление гликогена в гепатоцитах цирротической печени происходило 

медленнее, чем в клетках нормальной печени (Bezborodkina et al., 2013б).   

 

 

Рисунок 3.10 — Динамика накопления гликогена в гепатоцитах нормальной (контроль) и 

цирротической печени (ЦП) крыс через разные интервалы времени после введения глюкозы 

голодным животным. Примечания: 1) вертикальные отрезки — ошибка среднего; 2) средние 

значения при ЦП отличаются от значений нормы при уровне значимости * — p < 0,001; ** — 

p < 0,01; *** — p < 0,05.  
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Причины более низкой скорости накопления гликогена и более низкого 

содержания гликогена в гепатоцитах цирротической печени в абсорбтивном периоде 

неясны. Они могут лежать как в метаболической плоскости (активность ферментов в 

печени, прямо или косвенно участвующих в его синтезе и деградации), так и быть 

связаны с количеством гепатоцитов в печени и с характеристиками этих клеток 

(плоидностью, размером, пролиферативной активностью и т.д.). 

Безусловно, очень сильное влияние на содержание гликогена в гепатоцитах 

оказывает уровень активности ферментов, катализирующих равновесные и 

неравновесные реакции продукции глюкозы, гликолиза, глюконеогенеза, 

гликогеногенеза и гликогенолиза. Введение глюкозы вызывает в цирротической печени 

крыс более слабый, по сравнению с нормальным органом, подъем активности ГК — с 

1,5 до 5,2 нмоль·мин
-1

·мг белка
-1

 vs с 11,2 до ~ 20,0 нмоль·мин
-1

·мг белка
-1

,
 

соответственно (рис. 3.11) (Bezborodkina et al., 2013а). В результате, отношение 

активностей ГК в печени крыс опытной и контрольной групп (ЦП/К) на протяжении 

абсорбтивного периода составило лишь ¼, что свидетельствует о крайне низкой 

фосфорилирующей активности ГК при циррозе (рис. 3.12). 

 

 

 

Рисунок 3.11 — Активность глюкокиназы (ГК) и глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Фаза) в 

печени крыс контрольной и опытной групп через различные интервалы времени после введения 

голодным животным глюкозы.  
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Рисунок 3.12 — Отношения активности ферментов метаболизма глюкозы и гликогена в 

нормальной и цирротической печени крыс в течение абсорбтивного периода, после введения 

глюкозы животным, голодавшим 48 ч. 

 

Предполагают, что в условиях слабой активности ГК печень может использовать 

иные метаболические пути, которые способны частично или полностью компенсировать 

недостаточную фосфорилирующую активность ГК в ЦП. Действительно, установлено, 

что в цирротической печени человека возрастает активность других гексокиназ, 

способных фосфорилировать глюкозу (Lowes et al., 1998; Taketa et al., 1976, 1988). 

Кроме того, в некоторых случаях фосфорилирование глюкозы в печени происходит при 

участии Г-6-Фазы. Например, при экспериментальном диабете или длительном 

голодании, когда активность ГК находится на очень низком уровне, наблюдается 

интенсивное фосфорилирование глюкозы за счет трансферазной активности Г-6-Фазы 

(Nordlie, Arion, 1964; Alvares, Nordlie, 1977; Nordlie et al., 1979). В связи с этим, можно 

предположить, повышение активности гексокиназ с высоким сродством к глюкозе и 

трансформация гидролазной функции Г-6-Фазы в трансферазную представляют 

адаптивный ответ на крайне слабую фосфорилирующую способность ГК при циррозе. 

В нормальной печени около 85 % Г-6-Ф, образованного при фосфорилировании 

глюкозы, примерно в равной степени используется для синтеза гликогена и в процессе 

гликолиза (O'Doherty et al., 1996). В цирротической печени, из-за низкой активности ГК, 

почти весь Г-6-Ф метаболизируется через гликолиз или пентозофосфатный путь (шунт).  

Показано, что за 6 мес развития экспериментального цирроза происходит убыль 

паренхимы, равная пятикратной массе исходной печени (Peters, 1962; Саркисов и др., 
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1975; Бродский, Урываева, 1981; Smejkalova et al., 1985; Macdonald et al., 1986). В 

интактной печени в течение того же периода времени происходит убыль паренхимы, 

соответствующая лишь исходной массе органа (Рябинина, Бенюш, 1973; Оттенсен и др., 

1980). По нашим данным (табл. 3.1) в 1 г нормальной печени взрослых крыс содержится 

~ 2,5×10
8
 гепатоцитов (Bezborodkina et al., 2021б). Следовательно, убыль гепатоцитов в 

результате хронического воздействия на крыс ССl4 в течение 6 мес составит около 

10×10
8 

клеток/г печени. Поэтому, чтобы поддержать многочисленные функции 

циррозной печени на должном уровне, примерно такое же количество гепатоцитов 

должно образоваться в результате компенсаторной репаративной регенерации. 

Восполнение столь значительного количества гепатоцитов в ходе развития ЦП требует 

гигантских объемов энергии и пластических материалов, источниками которых в 

организме являются, прежде всего, гликолиз и пентозофосфатный путь. Наши данные о 

высокой скорости гликолиза при ЦП у крыс (рис. 3.12) (Bezborodkina et al., 2013a) 

подтверждают результаты других авторов, полученные при исследовании  печени 

пациентов с ЦП (Taketa et al, 1976, 1988; Nishikawa et al., 2014; Lee et al., 2018). 

Имеющиеся данные позволяют предположить, что регенераторные процесcы в 

цирротической печени обеспечиваются энергией и необходимыми промежуточными 

продуктами за счет высокой скорости гликолиза и пентозофосфатного пути. 

Интенсивные катаболические процессы, протекающие при ЦП в скелетных 

мышцах, печени и жировой ткани  (Marchesini et al., 1981; Weber et al., 1992; Kalafateli et 

al., 2015; Gangitano et al., 2022), вызывают повышение в крови концентрации 

аминокислот, глицерина и лактата, образующихся при деструкции клеток и клеточных 

структур. Повышение концентрации этих продуктов катаболизма служит мощным 

стимулом для увеличения скорости глюконеогенеза в печени. Стоит отметить, что 

помимо трансформации не углеводных веществ в глюкозу, функция глюконеогенеза 

заключается в удалении лактата из клеток и тканей, функционирующих в условиях 

недостатка кислорода, тем самым предохраняя их от ацидоза.  

Определение активности ключевых ферментов глюконеогенеза  Г-6-Фазы и Фр-

1,6-дФазы в печени крыс контрольной и опытной групп в абсорбтивном периоде 

привело к неожиданным и парадоксальным результатам. С одной стороны, мы нашли, 

что активность Фр-1,6-дФазы при ЦП увеличивается примерно в 2,4 раза (p < 0,001) по 

сравнению с нормой (Bezborodkina et al., 2013а), подтверждая тем самым данные многих 
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авторов о том, что скорость глюконеогенеза при ЦП заметно возрастает (Newsholme, 

1976; Owen et al., 1983; Krähenbühl, Reichen, 1993; Bugianesi et al., 1998; Petersen et al., 

1999; Changani et al., 2001).  С другой стороны, в абсорбтивном периоде активность Г-6-

Фазы в цирротической печени крыс, в среднем, оказалась примерно на треть (p < 0,01) 

ниже, чем в печени крыс контрольной группы (рис. 3.11, рис. 3.12) (Bezborodkina et al., 

2013а).  

Существуют две точки зрения на активность Г-6-Фазы в печени в ходе 

абсорбтивного периода. Согласно одной из них продукция глюкозы в нормальной 

печени после поступления пищи в организм падает (Newgard et al., 1984; Minassian et al., 

1999; van Dijk et al., 2001; Moore et al., 2012), а согласно другой — не только не  

снижается, но даже растет (Rossetti et al., 1993; Massillon et al., 1995; Rognstad, 1996; 

Rossetti, 1996).  

По нашим данным (рис. 3.12), в нормальной печени в абсорбтивном периоде 

поддерживается как интенсивный глюконеогенез, так и высокая продукция глюкозы 

(Bezborodkina et al., 2013a).  В подтверждение этому было найдено, что, по крайней 

мере, в течение 2 ч после введения глюкозы голодным крысам, несмотря на поглощение 

экзогенной глюкозы печенью и использование глюконеогенных субстратов для синтеза 

гликогена, наблюдается интенсивный глюконеогенез и продукция глюкозы (Niewoehner 

et al., 1984; Niewoehner, Nuttall, 1988). Возможно, противоречивость данных об 

активности Г-6-Фазы и уровне продукции глюкозы в абсорбтивном периоде 

обусловлена различиями во временных интервалах, изучаемых авторами. Например, 

вывод об ингибировании Г-6-Фазы в ходе рефидинга был сделан на основании анализа 

зависимости между активностью фермента и содержанием гликогена в печени, 

построенной всего лишь по трем точкам — 90, 180 и 360 мин после начала рефидинга 

(Minassian et al., 1999). Другими словами, Минасян с соавторами исследовали окончание 

абсорбтивного периода и начало постабсорбивного периода, тогда как мы исследовали 

только абсорбтивный период (0–2 часа). 

Причины столь низкой активности Г-6-Фазы у крыс с ЦП в течение всего 

абсорбтивного периода (рис. 3.11) (Bezborodkina et al., 2013а) нельзя объяснить лишь 

уменьшением на 9 % доли паренхимы печени (табл. 4.1) (Bezborodkina et al., 2021б). 

Одной из причин падения активности Г-6-Фазы называют нарушение мембран шЭПР 

после повреждающего действия продуктов ПОЛ (Benedetti et al., 1980; de Groot et al., 
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1985; Ohyashiki et al., 1995). В этой связи, снижение активности СОД, каталазы и, 

соответственно, повышение концентрации продуктов ПОЛ в крови и цирротической 

печени (рис. 4.6) подтверждает, что одним из основных механизмов низкой активности 

Г-6-Фазы при ЦП может быть усиление процессов ПОЛ. 

Изменения активностей ГК, ФФК, Фр-1,6-дФазы и Г-6-Фазы ведут к снижению 

или повышению концентрации Г-6-Ф в печени и тем самым косвенно влияют на уровни 

гликогена в клетках печени. Однако прямое действие на содержание гликогена в 

гепатоцитах оказывают ГС и ГФ, поскольку эти ферменты непосредственно участвуют в 

его синтезе и деградации, присоединяя или удаляя остатки глюкозы в молекулах 

гликогена.  

Результаты, представленные на рисунке 3.13, демонстрируют быстрое увеличение 

активности ГС в печени контрольной и опытной групп крыс после введения глюкозы, 

подтверждая данные о стимуляции активности этого фермента после получения 

животными пищи (Niewoehner, Nuttall, 1988; Niewoehner et al., 1984; Ercan et al., 1994). 

Как следствие, отношение активностей ГС в печени контрольной и опытной групп крыс 

в течение абсорбтивного периода было близким к 1,0 (рис. 3.12). Тем не менее, у крыс 

опытной группы активность фермента в абсорбтивном периоде оказалось на 6,2 % ниже 

(p < 0,01), чем в контрольной группе (Bezborodkina et al., 2014). 

 

 

Рисунок 3.13 — Активность гликогенсинтазы (ГС) и гликогенфосфорилазы а (ГФа) в 

нормальной и цирротической (ЦП) печени крыс в абсорбтивном периоде через различные 

интервалы времени после введения голодным животным глюкозы. 
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 В отличие от ГС, активность которой после введения глюкозы быстро 

увеличивалась и далее выходила на плато, активность ГФа в абсорбтивном периоде 

претерпевала более сложные изменения. У крыс контрольной группы введение глюкозы 

вызывало быстрое падение активности ГФа, но через 1 ч после начала рефидинга, 

активность фермента начинала возрастать и к концу абсорбтивного периода достигала 

первоначального уровня (рис. 3.13) (Bezborodkina et al., 2014). 

Поскольку абсолютная активность ГФ намного выше, чем у ГС, первая играет 

ведущую роль в контроле метаболизма гликогена в печени (Roach, 2002; Ferrer et al., 

2003). ГФa является сильным ингибитором фосфорилазы ГС и поэтому необходимым 

условием для инициации синтеза гликогена в печени считали снижение ее активности 

(Hers, 1990). Результаты, представленные на рисунке 3.13, свидетельствуют о том, что 

снижение активности ГФа в нормальной печени в начале абсорбтивного периода 

активирует ГС и приводит к быстрому синтезу гликогена в гепатоцитах (рис. 4.10) 

(Bezborodkina et al., 2014). Полученные данные демонстрируют реципрокное 

взаимодействие между ГС и ГФ, показанное ранее в других исследованиях (Minassian et 

al., 1999; Aiston et al., 2003). Однако такой характер взаимодействия ферментов 

сохраняется лишь в течение короткого интервала времени. Через 60 мин после начала 

рефидинга, когда содержание гликогена в гепатоцитах становится достаточно высоким 

(рис. 3.10), активность ГФ начинает возрастать, достигая к концу абсорбтивного 

периода первоначального «голодного» уровня (рис. 3.13) (Bezborodkina et al., 2014). В 

результате, во второй половине абсорбтивного периода ГС и ГФ становятся 

одновременно высоко активными (рис. 3.13), т.е. синтез и деградация гликогена в 

нормальной печени происходят одновременно. Таким образом, увеличение содержания 

гликогена может быть важным фактором, стимулирующим оборот гликогена в печени, 

который предотвращает его неконтролируемое накопление (Bezborodkina et al., 2014). 

Наличие оборота гликогена в печени подтверждается существованием прямой 

зависимости между скоростью гликогенолиза и концентрацией гликогена в печени 

(Magnusson et al., 1994).  

В отличие от животных контрольной группы, инициация синтеза гликогена и его 

дальнейшее накопление в цирротической печени крыс в течение всего абсорбтивного 

периода происходят на фоне стабильно низкой активности ГФа (рис. 3.12, рис. 3.13) 

(Bezborodkina et al., 2014).  
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Как уже упоминалось выше, гликоген может синтезироваться прямым и 

непрямым путем. В последнем случае субстратом для ГС является Г-6-Ф, 

синтезированный из глюконеогенных С3-предшественников (Newgard et al., 1983; Katz, 

McGarry, 1984; Kuwajima et al., 1986; Napoli et al., 1992). В нормальной печени вклад 

прямого и непрямого пути в синтез гликогена изменяется в зависимости от стадии 

пищевого цикла, количества и состава пищи, вида животных и ряда других факторов. 

Полагают, что при питании ad libitum соотношение прямого и непрямого пути 

составляет примерно 50/50 (Soares et al., 2009); но во время абсорбтивного периода 

вклад прямого пути может повышаться до 77 % (Magnusson et al., 1989).  

Слабая фосфорилирующая активность ГК (гексокиназы IV) при ЦП (рис. 3.11, 

рис. 3.12) может быть компенсирована за счет активности других гексокиназ, прежде 

всего, I и II (Taketa et al., 1976, 1988; Lowes et al, 1998). Между тем, высокая активность 

этих изоэнзимов в печени еще не является гарантом увеличения активности ГС и 

интенсивного гликогеногенеза. Такой парадокс связан с присутствием в гепатоцитах 

двух пулов Г-6-Ф (Seoane et al., 1996; Gomis et al., 2002). Один из них образуется при 

участии ГК и в нормальной печени активирует печеночный тип ГС (GYS2), стимулируя 

синтез гликогена в гепатоцитах. Другой пул Г-6-Ф формируется за счет гексокиназной 

(но не глюкокиназной!) активности и стимулирует GYS1 (мышечный тип ГС), а не 

GYS2 (Meijer, 2002). Поэтому повышение фосфорилирования глюкозы в цирротической 

печени за счет возрастания активности гексокиназ не увеличивает активность 

печеночной GYS2 и, как следствие, не стимулирует синтез гликогена в гепатоцитах. 

Анализ динамики ГК и ГС в абсорбтивном периоде показал, что коэффициенты 

корреляции между активностью этих ферментов в контрольной группе животных 

составляют 0,93 (p < 0,001), а в опытной — 0,95 (p < 0,001). Полученный результат 

позволяет предположить, что прямой путь синтеза гликогена (ГК→Г-6-

Ф→ГС→гликоген) функционирует и при ЦП, но его вклад в накопление гликогена в 

гепатоцитах по сравнению с глюконеогенезом невелик. По нашим данным вклад 

прямого пути в синтез гликогена в цирротической печени крыс составляет около 25 %, а 

непрямого ~ 75 %.  

 Практически весь гликоген печени сосредоточен в клетках ее паренхимы. 

Поэтому характеристики гликогенеза в нормальной и цирротической печени во многом 

определяются количеством и свойствами гепатоцитов. Вместе с тем, влияние клеточных 
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и тканевых факторов на содержание гликогена и его динамику в гепатоцитах на разных 

стадиях пищевого цикла исследовано недостаточно. В частности, неясна роль размеров 

и плоидности клеток в процессе гликогенеза, неизвестно как влияют различные 

субпопуляции гепатоцитов на скорость накопления гликогена в печени при поступлении 

пищи в организм. Применение методов количественной цитохимии позволило нам 

детально исследовать влияние этих клеточных факторов на гликогенез в популяциях 

гепатоцитов нормальной и патологически измененной печени крыс и человека.  

Анализ гистограмм, представленных на рисунках 3.14, а и 3.14, б, показал, что 

гликогенез в популяции гепатоцитов цирротической печени характеризуется 

значительной асинхронностью. В нормальной печени коэффициенты вариации 

распределения гепатоцитов по содержанию гликогена изменяются в пределах 20–30 %, в 

то время, как при ЦП они колеблются в пределах 40–55 %. Полученные данные 

свидетельствуют о том, что разные клетки в паренхиме печени синтезируют гликоген с 

разной скоростью, причем различия в способности клеток накапливать гликоген 

увеличиваются по мере увеличения продолжительности абсорбтивного периода. 

 

 
Рисунок 3.14 — Гистограммы распределения содержания гликогена в гепатоцитах в 

классе одноядерных 4с-клеток контрольной (а) и цирротической (б) печени крысы через 10 и 

60 мин после введения глюкозы голодным животным. 
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Присутствие в печени млекопитающих полиплоидных клеток является 

характерной чертой паренхимы этого органа. У некоторых видов полиплоидия в печени 

может охватывать почти всю популяцию гепатоцитов, достигая при этом высоких 

уровней (Бродский, Урываева, 1981). Установлено, что количество полиплоидных 

клеток увеличивается при повреждении печени и различных заболеваниях этого органа 

(Kohno et al., 1991; Кудрявцев и др., 1993: Tarao et al., 1993, 1994; Melchiorri et al., 1994). 

Поэтому принципиальным являлся вопрос о влиянии уровней плоидности на 

содержание гликогена в гепатоцитах цирротической печени. Ранее было показано, что в 

постабсорбтивном периоде пищевого цикла содержание гликогена в гепатоцитах 

нормальной печени увеличивается пропорционально уровню плоидности клеток 

(Кудрявцев и др., 1979, 1980; Шалахметова и др., 1981; Майтесян, 1983). В данной 

работе мы исследовали зависимость между содержанием гликогена в гепатоцитах и 

уровнем их плоидности в абсорбтивном периоде, в ходе интенсивного гликогенеза, как в 

нормальной, так и цирротической печени.  

Полученные данные подтвердили, что скорость накопления гликогена 

гепатоцитами цирротической печени ниже, чем клетками нормальной печени (табл. 3.6) 

(Безбородкина и др., 2009а; Bezborodkina et al., 2016). Содержание гликогена в клетках 

нормальной печени через 10 мин после введения глюкозы голодным крысам оказалось 

на 23 % больше, чем в клетках цирротической печени, а через 60 мин еще больше — на 

69 % (табл. 3.6). 

 

Таблица 3.6 — Содержание гликогена (усл. ед.) в одноядерных и двуядерных 

гепатоцитах различных классов плоидности в нормальной и цирротически измененной (ЦП) 

печени крысы после 48 ч голодании (0 мин), а также через 10 и 60 мин после введения глюкозы 

голодным животным (XSx, n = 3). 

Время, 

мин 

Классы плоидности, c 

2с 2с×2 4с 4с×2 8с 8с×2 

Норма 

0 
4,70,3 

(10) 

9,90,2 

(46) 

9,60,1 

(637) 

19,30,3 

(116) 

18,20,4 

(44) 
– 

10 
8,80,5

3 

(12) 

16,30,6
3 

(54) 

17,20,1
3 

(740) 

32,90,8
3 

(168) 

34,30,9
3 

(64) 
– 

60 
17,31,8

3 

(6) 

33,20,8
3 

(50) 

33,50,2
3 

(1078) 

65,90,8
3 

(183) 

63,81,7
3 

(39) 
– 
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Продолжение таблицы 3.6. 

Время, 

мин 

Классы плоидности, c 

2с 2с×2 4с 4с×2 8с 8с×2 

ЦП 

0 
3,70,8 

(16) 

7,20,8 

(27) 

7,60,2 

(903) 

14,90,6 

(185) 

14,40,6 

(138) 

27,110,8 

(8) 

10 
6,82,2 

(12) 

13,43,9 

(34) 

13,20,7
3 

(599) 

27,13,2
3 

(183) 

26,43,1
3 

(86) 

54,96,1
1 

(14) 

60 
10,41,0

3 

(43) 

21,02,0
3 

(47) 

22,30,8
3 

(593) 

44,14,7
3 

(67) 

41,53,1
3 

(93) 

76,29,1
2 

(10) 

Примечания: 1) результаты для каждой временной точки представляют собой 

взвешенное среднее из данных, полученных для 3 крыс; 2) в скобках — число измеренных 

клеток; 3) содержание гликогена в гепатоцитах отличается от соответствующего значения у 

голодных животных при уровне значимости 
1
 — p < 0,05, 

2
 — p < 0,01, 

3
 — p < 0,001. 

 

Несмотря на то, что гепатоциты нормальной печени на разных этапах рефидинга 

накапливают больше гликогена, чем при ЦП, содержание гликогена в одноядерных и 

двуядерных гепатоцитах различных классов плоидности, как в нормальной так и в 

цирротической печени соответствовало дозе генов, т.е. в расчете на геном оно было 

одинаковым (рис. 3.15) (Безбородкина и др., 2009а; Bezborodkina et al., 2016).  

 

 

Рисунок 3.15 — Динамика содержания гликогена в гепатоцитах различных классов 

плоидности в контрольной (а) и цирротической печени (б) в ходе рефидинга крыс глюкозой. 

Примечание: вертикальные отрезки — ошибка среднего. 

 

Таким образом, заключение о пропорциональности содержания гликогена в 

гепатоцитах уровню плоидности клеток в ходе гликогенеза (рис. 3.16) (Bezborodkina et 
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al., 2016) полностью совпадает с выводом, который был сделан ранее при исследовании 

этой закономерности в относительно стабильном постабсорбтивном периоде пищевого 

цикла (Кудрявцев и др., 1979, 1980; Шалахметова и др., 1981; Майтесян, 1983). 

Следовательно, общие принципы регуляции транскрипции и трансляции в гепатоцитах 

цирротической печени не затрагиваются патологическим процессом в печени, хотя 

абсолютный уровень этих процессов в норме и при патологии может отличаться.  

 

 

Рисунок 3.16 — Зависимость содержания гликогена в гепатоцитах контрольной (а) и 

цирротической (б) печени крысы от плоидности клеток при голодании (0 мин), а также через 10 

и 60 мин после введения глюкозы голодным животным. Примечание: вертикальные отрезки — 

ошибка среднего. 

 

Размер клеток — еще один фундаментальный параметр, который существенно 

влияет их строение и функцию (Jorgensen, Tyers, 2004). Подавляющее большинство 

работ, в которых изучалась взаимосвязь размера клеток с их функцией, посвящено 

влиянию на метаболизм ионозависимых флуктуаций клеточного объема. Показано, что 

увеличение или уменьшение объема клеток, обусловленное их гидратацией или 

обезвоживанием, оказывает сильное влияние на многочисленные метаболические пути, 

включая синтез и распад белков, липогенез, гликолиз и синтез мочевины (Waldegger, 

Lang, 1998). Однако быстрые осцилляции размера гепатоцитов, вызванные их 

набуханием или дегидратацией, по своей амплитуде не велики и не сопровождаются 

изменениями в клетках количества органоидов или других структур (Espelt et al., 2008). 

В отличие от колебаний объема клеток, вызванных гипер- и гипоосмотическими 
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условиями, интервал изменений статичных размеров гепатоцитов в печени 

млекопитающих несравнимо выше. 

Интерферометрическое определение сухой массы (СМ) гепатоцитов
*)

 в 

нормальной (Bezborodkina et al., 2022) и цирротической печени показало, что в ходе 

абсорбтивного периода изменения этого параметра достигали 10 раз (Bezborodkina et al., 

2016). Отчасти различия СМ клеток обусловлены различиями в степени их плоидности, 

однако, даже в пределах одного класса плоидности СМ гепатоцитов сильно отличалась. 

Например, у голодных крыс СМ одноядерных 4с-клеток варьировала от 400 до 798 пг 

(Bezborodkina et al., 2016). Причины такой вариабельности не совсем ясны. Известно, 

однако, что гепатоциты выполняют огромное количество тканеспецифических функций, 

ряд которых связан с синтезом и секрецией белков. Известно также, что в клетках 

существуют циркадный, околочасовой и другие ритмы синтеза белков и выведения их в 

плазму крови (Brodsky, 1992; Brodsky, 2014). При этом вариабельность клеток по 

содержанию белка, включению меченых аминокислот и выведению белка из 

гепатоцитов в максимуме и минимуме околочасового ритма могут достигать 2–4 раз 

(Новикова, Боровков, 1987). Исходя из этого, можно предположить, что изменения СМ 

гепатоцитов в наших экспериментах, в основном, связаны с колебаниями синтеза и 

выведения белков из клеток. 

Полагают, что размеры клеток оказывают значительное влияние на метаболизм и 

содержание гликогена в гепатоцитах. Считается, что между размером гепатоцитов и 

содержанием в них гликогена существует определенная связь. Полагают, что 

содержание гликогена в клетках тем выше, чем больше они по размеру (Newsholme, 

Start, 1975). Результаты проверки этой гипотезы, представленные на рис. 3.17, а; 3.18, а; 

3.19, а; 3.20, а; 3.21, а свидетельствуют о том, что в нормальной печени крысы и 

человека содержание гликогена в гепатоцитах действительно коррелирует с размером 

клеток (Безбородкина и др., 2009а; Bezborodkina et al., 2016). Подобная зависимость 

наблюдалась в каждом классе плоидности клеток. 

Зависимость содержания гликогена от размера гепатоцитов хорошо 

прослеживается у крыс, как при голодании, так и в ходе интенсивного синтеза гликогена 

в печени. Особенно четко эта зависимость проявляется в классе одноядерных 

тераплоидных гепатоцитов (рис. 3.20, а). Полученные данные свидетельствуют о 

                                                 
*)

 Сухая масса гепатоцитов примерно на 85% определяется содержанием в них белков (Бродский, 1966). 
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наличии в нормальной печени трех субпопуляций гепатоцитов, различающихся по 

содержанию гликогена (рис. 3.20, а). Возможно, что эти субпопуляции гепатоцитов 

отражают присутствие клеток портальной, промежуточной и центральной зон дольки 

печени (Безбородкина и др., 2009а; Bezborodkina et al., 2016). 

 

 

Рисунок 3.17 — Зависимость содержания гликогена от сухой массы гепатоцитов (СМГ) 

различных классов плоидности нормальной (а) и цирротической (б) печени у голодных крыс (0-

я мин). Примечание: каждая точка на графике соответствует одной клетке. 
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Рисунок 3.18 — Зависимость содержания гликогена от сухой массы гепатоцитов (СМГ) 

различных классов плоидности нормальной (а) и цирротической (б) печени через 10 мин после 

введения глюкозы голодным крысам. Примечание: каждая точка на графике соответствует 

одной клетке. 
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Рисунок 3.19 — Зависимость содержания гликогена от сухой массы гепатоцитов (СМГ) 

различных классов плоидности нормальной (а) и цирротической (б) печени через 60 мин после 

введения глюкозы голодным крысам. Примечание: каждая точка на графике соответствует 

одной клетке. 
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Рисунок 3.20 — Тетраплоидные гепатоциты контрольной (а) и цирротической (б) печени 

крысы на разных этапах рефидинга. Взаимосвязь между содержанием гликогена и их сухой 

массой (СМГ). Примечания: 1) каждая точка на графике соответствует одной клетке; 2) черным, 

серым и белым цветом обозначены три субпопуляции клеток в контрольной печени крысы. 
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Рисунок 3.21 — Зависимость содержания гликогена от сухой массы гепатоцитов 

различных классов плоидности человека в контроле (а), при хроническом 

гепатите (б) и циррозе печени (в). Примечание: каждая точка на графике соответствует одной 

клетке. 

 

В отличие от нормальной печени, в цирротической печени человека и крысы 

зависимость содержания гликогена в гепатоцитах от размера клеток отсутствует (рис. 

3.17, б; 3.18, б; 3.19, б; 3.20, б; 3.21, в). Исходя из этого, можно предположить, что 

отсутствие зависимости между размером гепатоцитов и содержанием в них гликогена в 

цирротической печени связано, прежде всего, с нарушением долькового строения 

органа, которое приводит к резкому увеличению гетерогенности микроокружения 

гепатоцитов (Bezborodkina et al., 2016). 

Таким образом, мы показали, что в абсорбтивном периоде пищевого цикла 

интенсивность накопления гликогена в цирротической печени ниже, чем в нормальной 

печени и сильно различается в разных клетках популяции гепатоцитов. Кроме того, 

установлено, что в нормальной печени существует прямая зависимость между размером 
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гепатоцитов и содержанием в них гликогена, тогда как при ЦП эта зависимость 

отсутствует. 

 

3.2.3. Концентрация глюкозы в крови, содержание гликогена в гепатоцитах и 

активность ключевых ферментов его метаболизма в нормальной и патологически 

измененной печени в постабсорбтивном периоде  

человека, крыс и мышей после ночного голодания  

 

Подавляющее большинство данных о содержании и метаболизме гликогена в 

нормальной и патологически измененной печени получено для постабсорбтивного 

периода, продолжительность которого составляет 10–12 ч. Типичным 

постабсорбтивным периодом, например, у человека считается состояние организма 

после ночного голодания.  

Анализу содержания гликогена в патологически измененной печени человека и 

крыс в постабсорбтивном периоде пищевого цикла посвящено несколько исследований. 

Тем не менее, имеющиеся данные не позволяют дать однозначный ответ на вопрос об 

уровне гликогена в поврежденном органе. В частности, при использовании модели 

экспериментального ЦП у крыс (ССl4 + фенобарбитал) было показано, что содержание 

гликогена в цирротической печени крыс в расчете на гепатоцит снижено примерно на 

36% по сравнению с нормой (Krähenbühl et al., 1991). Поскольку активность ГС и ГФа 

при этом не изменялась, авторы пришли к выводу о том, что падение содержания 

гликогена в цирротической печени связано с «intrinsic» причинами. В другой работе, с 

использованием модели длительного холестаза у крыс, обнаружено, что содержание 

гликогена в расчете на миллилитр гепатоцитов снижено ~ на 61% (Krähenbühl et al., 

1996). Падение запасов гликогена авторы объясняли уменьшением скорости его синтеза 

вследствие низкой активности ГС. Наконец, на модели тиоцетамидного ЦП было 

показано, что запасы гликогена в цирротической печени крыс составляют лишь 

половину от уровня характерного для контрольных животных (Giardina et al., 1994). 

Имеющиеся сведения о содержании гликогена в цирротической печени человека 

также неоднозначны. Исследование биопсийного материала печени 28 больных 

алкогольным ЦП показало, что содержание гликогена составляет 25,8±3,5 мг/г сырой 

массы, в то время как у двух здоровых людей оно выше — 32,0 и 48,8 мг/г сырой массы 
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(Owen et al., 1981). Эти значения примерно соответствуют среднему значению 

содержания гликогена (43,7 мг/г) в печени 58 здоровых волонтеров после 12–16 ч 

ночного голодания (Nilsson, 1973). Пониженное содержание гликогена при ЦП 

объясняли увеличением доли фиброзной ткани, которая составляла в паренхиме печени 

исследованных больных ЦП 41±3% (Owen et al., 1981). Известно, что паренхима в 

нормальной печени человека занимает около 90 % ее объема (Snyder et al., 1975). Исходя 

из этих данных, можно заключить, что концентрация гликогена в паренхиме, свободной 

от фиброза, у больных ЦП составит на самом деле не 25,8±3,5 мг/г, как отмечено в 

работе Owen et al., 1981, а 52,6±7,1 мг/г.  Это расчетное значение не отличается от 

величины концентрации гликогена в нормальной печени человека — 43,7±1,8 мг/г, 

указанной в статье Nilsson, 1973.  

Для пациентов с алкогольным и биллиарным ЦП было найдено, что содержание 

гликогена в расчете на миллилитр гепатоцитов примерно на 50 % ниже, чем в норме 

(Krähenbühl et al., 2003). При этом уровни ГС и ГФ у пациентов в контрольной группе и 

группе с ЦП не различались, а падение содержания гликогена авторы объясняли 

уменьшением ~ в 7 раз активности ГК. Однако возможный механизм участия ГК в 

снижении уровней гликогена авторами представлен не был. Наконец, в работе с 

использованием 
2
H2О метода и 

13
C–ЯМР–спектроскопии было обнаружено, что 

концентрация гликогена в печени у пациентов с циррозом на 34 % меньше, чем в 

контрольной группе. К сожалению, концентрацию гликогена авторы относили к общему 

объему цирротической печени, поэтому наличие пониженного уровня гликогена здесь не 

очевидно. Кроме того, авторы показали, что снижение содержания гликогена 

сопровождалось 3,5-кратным падением гликогенолиза в печени пациентов с циррозом 

(Petersen et al., 1999). Этот факт удивителен, поскольку столь сильное падение 

гликогенолиза, наоборот, должно было бы привести к увеличению содержания 

гликогена в печени. 

В отличие от данных, приведенных выше, результаты определения концентрации 

гликогена в печени контрольных крыс и крыс с CCl4-циррозом в постабсорбтивном 

периоде, полученные нами с помощью биохимического метода, показали, что в 

цирротической печени она увеличилась вдвое по сравнению с нормой — 56,57,9 vs 

28,36,5 мг/г сырой массы печени (р < 0,05), соответственно (Bezborodkina et al., 2022). 
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Одной из возможных причин отличия наших данных от результатов, полученных 

другими авторами, может быть разная методика определения объема паренхимы в 

цирротической печени, точность определения которого во многом определяет 

корректность оценки концентрации гликогена в печени при использовании 

биохимических методик.  Поэтому для измерения содержания гликогена нами был 

использован цитофлуориметрический метод. В этом случае нет необходимости 

учитывать объем паренхимы в патологически измененной печени, т.к. содержание 

гликогена измеряется непосредственно в гепатоцитах.  

Микроскопическое исследование гепатоцитов, окрашенных с помощью 

флуоресцентного варианта PAS-реакции, показало, что в норме гепатоциты 

характеризуются довольно тонкой структурой и четкими границами ядра и цитоплазмы 

(рис. 3.22, а, в). Хроническое отравление крыс CCl4 вызывает не только фиброзное 

перерождение паренхимы печени, но приводит также к значительным изменениям 

структуры самих гепатоцитов, которые увеличиваются в размерах, вакуолизируются и 

проявляют признаки дистрофии. Отличительной чертой клеточной популяции 

паренхимы при ЦП является полиморфизм составляющих ее гепатоцитов как по 

размеру, так и по структуре цитоплазмы. При этом могут встречаться отдельные клетки, 

характерные для нормальной печени (рис. 3.22, б, г) (Bezborodkina et al., 2013б; 

Bezborodkina et al., 2022).  

 

 

Рисунок 3.22 — Гепатоциты крыс контрольной (а, в) и опытной групп (б, г). 

Флуоресцентный вариант PAS-реакции. 
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Цитофлуориметрия гликогена в гепатоцитах крыс, показала, что после ночного 

голодания его содержание в цирротической печени значительно выше, чем в клетках 

нормального органа (рис. 3.23, а), подтвердив тем самым результаты биохимического 

анализа содержания гликогена, полученные нами (Bezborodkina et al., 2022).  

 

 

Рисунок 3.23 — Содержание гликогена в гепатоцитах (а) и активность ферментов его 

метаболизма (б) в норме и при циррозе печени у крыс. ГФ — общая гликогенфосфорилаза; ГФа 

— гликогенфосфорилаза а; Г-6-Фаза — глюкозо-6-фосфатаза; * р < 0,05; ** р < 0,001. 

Активность ферментов нормализовали по содержанию фиброзной ткани. 

 

Исследование активности ключевых ферментов гликогенеза и гликогенолиза в 

печени крыс обнаружило, что уровни общей ГФ и ее активной формы при ЦП примерно 

на 20 % ниже, чем в нормальной печени (рис. 3.23, б) (Bezborodkina et al., 2022). 

Активность ГС в цирротической печени не отличалась от контрольных значений (рис. 

3.23, б) (Bezborodkina et al., 2022). Полученные данные согласуются с результатами, 

полученными ранее (Кудрявцева и др., 1994) и предполагают, что причиной накопления 

гликогена в гепатоцитах может быть ослабление гликогенолиза вследствие снижения 

активности ГФа. 

Анализ микроизображений гепатоцитов человека, окрашенных с помощью 

флуоресцентной PAS-реакции, показал, что по сравнению с нормой, клетки больных ХГ 

увеличиваются в размерах, становятся более полиморфными, в их цитоплазме 

появляются вакуоли, по-видимому, липидного происхождения (рис. 3.24, б, в). У 

больных ЦП происходит не только увеличение доли клеток с патологическими 

признаками, но и дальнейшее усиление этих изменений (рис. 3.24, г) (Bezborodkina et al., 

2022). 
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Рисунок 3.24 — Гепатоциты человека. а — норма; б, в — хронический гепатит; г —

цирроз печени. Флуоресцентный вариант PAS-реакции.  

 

Цитофлуориметрия гликогена в гепатоцитах нормальной и патологически 

измененной печени человека показала, что его содержание при ЦП, как и у крыс, 

значительно превышает норму (рис. 3.25, а) (Bezborodkina et al., 2022). Полученные 

данные свидетельствуют также о том, что хронический воспалительный процесс в 

печени человека сопровождается не только перестройкой дольковой структуры органа, 

изменениями состава и морфологии клеток паренхимы, но и постепенным накоплением 

гликогена в гепатоцитах по мере усиления тяжести поражения печени. В среднем, 

содержание гликогена в гепатоцитах больных ХГ, превышало норму на 88 %, а в 

клетках больных ЦП — на 160 % (рис. 3.25, а) (Bezborodkina et al., 2022). При этом 

накопление гликогена в гепатоцитах пациентов с ЦП сопровождалось более сильным, 

чем при ЦП у крыс, падением активностей, как общей гликогенфосфорилазы, так и ее 

активной формы, ГФа — на 22 % и 46 % соответственно (рис. 3.25, б) (Bezborodkina et 

al., 2022). Этот результат подтверждает данные полученные ранее (Кудрявцева и др., 

1992, 1994) и дает основание считать, что ослабление гликогенолиза вследствие низкой 

активности ГФа, как и в цирротической печени крыс, имеет первостепенное значение 

для увеличения содержания гликогена при ЦП у человека. Чтобы установить механизмы 
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гликогеноза гепатоцитов в цирротической печени важно выявить основные факторы, 

регулирующие активность ГС и ГФа и влияющие на уровень гликогена в печени. 

 

 

Рисунок 3.25 — Содержание гликогена в гепатоцитах (а) и активность ферментов его 

метаболизма (б) в норме, при хроническом гепатите и циррозе печени у человека. ГФ — общая 

гликогенфосфорилаза; ГФа — гликогенфосфорилаза а; Г-6-Фаза — глюкозо-6-фосфатаза; * р < 

0,05; ** р < 0,001. Активность ферментов нормализовали по содержанию фиброзной ткани. 

 

Помимо гормонального и энергетического статуса организма, процессов 

фосфорилирования–дефосфорилирования, изменения локализации в клетке (Biorn et al., 

2001; Ferrer et al., 2003; Jurczak et al., 2008; Roach et al., 2012) важную роль в регуляции 

этих ферментов играет концентрация Г-6-Ф в гепатоцитах. Г-6-Ф определяет степень 

фосфорилирования ГС, способствует лучшему взаимодействию с фосфатазой синтазы 

(von Wilamowitz-Moellendorff et al., 2013) и влияет на локализацию фермента в клетке 

(Fernandez-Novell et al., 1996). Повышение внутриклеточной концентрации Г-6-Ф 

увеличивает активность ГС и стимулирует синтез гликогена (Ciudad et al., 1986; Villar-

Palasi, Guinovart, 1997). 

При физиологических условиях активность ГФа обратно коррелирует с 

концентрацией Г-6-Ф в клетках. В отличие от ГС, повышение Г-6-Ф в гепатоцитах 

приводит к снижению активности ГФа и ингибированию гликогенолиза, независимо от 

того образуется ли этот метаболит путем фосфорилирования глюкозы с помощью ГК 

или в процессе глюконеогенеза (Aiston et al., 2003). Таким образом, Г-6-Ф в гепатоцитах 

является главной детерминантой не только скорости синтеза гликогена, но также 

скорости гликогенолиза. Концентрация Г-6-Ф в гепатоцитах сильно зависит от 

разнонаправленного действия ГК и Г-6-Фазы (Seoane et al., 1997). Поэтому можно 
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ожидать, что изменение активностей ГК и Г-6-Фазы приведет к сдвигу активностей ГС и 

ГФ и, как следствие, повлияет на содержание гликогена в клетках.  

По нашим данным активность Г-6-Фазы в печени крыс с CCl4-циррозом, 

находящихся в постабсорбтивном периоде, составляет 29 % от активности фермента в 

нормальной печени (рис. 3.23, б) (Bezborodkina et al., 2022). Согласно данным 

полученным ранее, активность этого фермента при экспериментальном ЦП у крыс 

может варьировать от 23 до 36 % от уровня нормы (Кудрявцева и др., 1994, 1996). 

Значительное снижение активности Г-6-Фазы было выявлено многими авторами и в 

печени пациентов с ЦП (Taketa et al., 1976; Owen et al., 1981; Pieniazek et al., 1985; 

Sotaniemi et al., 1985; Shimamura et al., 1987; Kruszynska, McIntyre, 1991). В частности, 

было показано, что в цирротической печени человека активность Г-6-Фазы после 

ночного голодания составляет менее 50 % от уровня нормы (Кудрявцева и др., 1992). 

Проведенное нами исследование биопсийного клинического материала, показало, что 

падение активности Г-6-Фазы зависит от тяжести поражения печени. У больных 

хроническим гепатитом активность Г-6-Фазы в постабсорбтивном периоде ниже нормы 

в 1,2 раза, а при ЦП — в 4,4 раза (рис. 3.25, б) (Bezborodkina et al., 2022).  

Имеющиеся в настоящее время данные свидетельствуют о том, что в 

постабсорбтивном периоде активность ГК в цирротической печени человека также 

находится на очень низком уровне (Taketa et al., 1976; Sotaniemi et al., 1985; Lowes et al., 

1998; Krähenbühl et al., 2003). Столь низкую активность ГК трудно объяснить лишь 

потерей паренхимы при ЦП у человека, поскольку ее объем уменьшается примерно 

наполовину, в то время как активность фермента снижается в несколько раз. Некоторые 

авторы к числу возможных причин снижения активности ГК при ЦП относят ухудшение 

синтеза белка ГК (Taketa et al., 1976; Sotaniemi et al., 1985). Однако вряд ли этот фактор 

является основным, т.к. скорость белкового синтеза в гепатоцитах цирротической 

печени, хотя и падает, но не в столь значительной степени, как активность этого 

фермента (Tessari, 2003; Katayama, 2020; Guldiken et al., 2021). Поэтому механизм 

значительного снижения активности ГК остается неясным. Тем не менее, крайне низкая 

активность ГК при ЦП предполагает, что в постабсорбтивном периоде скорость 

фосфорилирования глюкозы и скорость синтеза гликогена в гепатоцитах «прямым» 

путем (глюкоза→Г-6-Ф→гликоген) невелики. 
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Известно, что для продукции глюкозы гепатоциты могут использовать Г-6-Ф, 

который образуется в ходе гликогенолиза и глюконеогенеза. В нормальной печени 

после ночного голодания 70–80 % глюкозы образуется за счет гликогенолиза и лишь 20–

30 % путем глюконеогенеза (Krusczynska, McIntyre, 1991; Krusczynska, 1999). При ЦП 

доля глюконеогенеза в продукцию глюкозы возрастает до 67–87 %, а относительный 

вклад гликогенолиза резко снижается (Owen et al., 1981; Bugianesi et al., 1998; Petersen et 

al., 1999; Perdigoto et al., 2003).  

Некоторые авторы предполагали, что снижение вклада гликогенолиза в 

продукцию глюкозы при ЦП связано с уменьшением содержания гликогена в 

гепатоцитах (Owen et al., 1981; Schricker et al., 1996; Petersen et al., 1999). Однако, как 

справедливо заметили Bugianesi с соавторами, в отсутствие прямой оценки содержания 

гликогена в биопсиях цирротической печени делать подобный вывод нельзя (Bugianesi 

et al., 1998). В подтверждение этих слов, проведенный нами цитофлуориметрический 

анализ гепатоцитов, изолированных из цирротической печени крыс и человека, выявил в 

них высокое содержание гликогена (рис. 3.23, а, рис. 3.25, а). Высокое содержание 

гликогена в гепатоцитах при ЦП может быть обусловлено: во-первых, интенсивным 

глюконеогенезом, который повышает концентрацию Г-6-Ф в печени и, как следствие, 

приводит к ослаблению активности ключевого фермента деградации гликогена ГФ и, 

во-вторых, низкой активностью Г-6-Фазы. Важная роль Г-6-Фазы в регуляции уровня 

гликогена в печени подтверждается тем, что при наследственном гликогенозе I типа в 

отсутствии активности этого фермента, гепатоциты накапливают огромное количество 

гликогена (Beaty et al., 2002). 

 

3.2.4. Коморбидность цирроза печени и диабета. Влияние на содержание гликогена 

в гепатоцитах 

 

Характерной чертой многих болезней человека, в т.ч. и ЦП, является 

коморбидность. До 70 % пациентов с ЦП имеют клинически выраженный СД 2-го типа 

и гепатогенный диабет (Garcia-Compean et al., 2009; Kumar, 2018). Показано, что 

наличие диабета у пациентов с ЦП снижает продолжительность их жизни (Garcia-

Compean et al., 2015; Kumar, 2018). Механизм развития диабета при ЦП связан с 

уменьшением массы паренхимы печени, структурной перестройкой органа и его 



138 

 

сосудистого русла. В этих условиях снижается экспрессия инсулиновых рецепторов, 

что, в свою очередь, приводит к гиперинсулинемии и резистентности к инсулину 

(Nishida, 2017). 

В настоящее время накапливается всё больше данных о том, что ЦП и СД 2-го 

типа обладают рядом схожих черт. Серьезные различия между ЦП и СД 2-го типа 

наблюдаются лишь в метаболическом блоке, связанном с продукцией глюкозы печенью, 

и гистологической структуре органа (рис. 3.26). По сравнению с диабетом цирроз, по-

видимому, характеризуется значительно бóльшим фиброзированием печени (Anthony et 

al., 1978; Owen et al., 1981; Doycheva et al., 2013; Zhou et al., 2014; Torbenson, Washington, 

2020). Однако следует отметить, что гистологические исследования диабетической 

печени немногочисленны, сравнительный анализ морфологии печени при ЦП и СД не 

проводился, а данные о морфометрических показателях диабетической печени 

отсутствуют. Что касается различий метаболизма глюкозы в диабетической и 

цирротической печени, то они относятся, прежде всего, к продукции глюкозы и 

активности Г-6-Фазы. В отличие от ЦП, продукция глюкозы и активность Г-6-Фазы при 

СД намного превышают норму (Garfield, Cardell, 1979; Kolterman et al., 1981; Magnusson 

et al., 1992; DeFronzo et al., 1992; Clore et al., 2000; Westergaard, Madsen, 2001). По 

остальным параметрам СД и ЦП схожи (Alberti, 1981; Petrides, DeFronzo, 1989; Levinthal, 

Tavill, 1999; Jiang et al., 2020; Loria et al., 2013; Schofield et al., 2017) (рис. 3.26). 

 

 

Рисунок 3.26 — Метаболические и морфологические показатели больных СД 2-го типа и 

циррозом печени (по сравнению с нормой).  
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Вопрос о содержании гликогена в печени больных диабетом давно привлекал 

внимание исследователей. Общий вывод работ, проведенных на материале печени 

пациентов с CД или депанкреатизированных животных, заключался в том, что диабет 

приводит к уменьшению содержания гликогена (Vallance-Owen, 1952) и скорости его 

синтеза (Hornbrook, 1970; Whitton, Hems, 1975; Golden et al., 1979) по сравнению с 

нормой. Снижение способности печени больных СД синтезировать гликоген объясняли 

дефектом активации ГС (Bishop, 1970; Tan, Nuttall, 1976; Bollen et al., 1983).  

 Тем не менее, вопрос о содержании гликогена в печени больных СД оставался 

открытым по двум причинам.  Во-первых, в ряде работ было найдено, что печень 

многих больных без терапии инсулином и скончавшихся от диабетической комы, 

содержит нормальное или увеличенное количество гликогена (Geelmuden, 1920; Warren, 

1930; Popper, Wozasek, 1931). Во-вторых, информация о низком содержании гликогена в 

печени получена, в основном, на животных, у которых СД индуцировали в течение 

относительно короткого времени (short-term диабет). Между тем известно, что СД у 

человека развивается в течение многих месяцев и даже лет (long-term диабет). При 

использовании моделей СД, условие продолжительности воздействия на лабораторных 

животных обычно не соблюдается и фактор адаптации различных субстратных потоков 

к длительному патологическому состоянию, как правило, не учитывается. Поэтому 

предполагают, что низкий уровень гликогена в печени при диабете является скорее 

исключением, нежели правилом (Friedmann et al., 1963).  

Роль гликогена печени в патогенезе СД остается неясной. Для выявления ранних 

преддиабетических изменений в содержании и структуре гликогена нами были 

использованы трансгенные гомозиготные мыши OE-NPY
DβH 

с фенотипом позднего 

ожирения, гепатостеатоза и преддиабета (Ruohonen et al., 2008; Vähätalo et al. 2015). В 

качестве животных с диким фенотипом (WT) использовались мыши С57BL/6N. Для 

снижения уровня глюкозы в крови мыши подвергались обработке 

антигипергликемическим агентом метформином, который широко используется для 

лечения диабета.  

Данные, представленные в таблице 3.7, свидетельствуют о том, что в 

постабсорбтивном периоде содержание гликогена в гепатоцитах мышей OE-NPY
DβH 

и 

мышей WT одинаково (Ailanen et al., 2018). При этом структура гликогена в гепатоцитах 

OE-NPY
DβH 

мышей резко отличается от структуры характерной для мышей дикого типа. 
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Обработка гомозиготных мышей OE-NPY
DβH

 метформином приводит к почти 

двукратному снижению содержания гликогена в гепатоцитах, но в то же время 

нормализует соотношение его фракций. У WT-мышей метформин не влияет ни на 

содержание гликогена в гепатоцитах, ни на его фракционный состав (Ailanen et al., 

2018). Причины различного действия метформина на содержание гликогена в 

гепатоцитах WT– и OE-NPY
DβH

–мышей, по-видимому, состоят в отличающихся 

характеристиках глюконеогенеза в печени этих линий мышей. 

Известно, что СД приводит к усилению глюконеогенеза в печени по сравнению с 

нормой (Consoli et al., 1989; Giaccari, Rosetti, 1992; Torres et al., 2011; Jiang et al., 2020). 

Показано также, что скорость печеночного глюконеогенеза при действии метформина 

заметно падает (Alengrin et al., 1987; Heishi et al., 2006; Otto et al., 2003). Исходя из этих 

данных, можно предположить, что синтез и накопление гликогена в гепатоцитах OE-

NPY
DβH 

мышей, находящихся на стадии преддиабета, происходит преимущественно 

непрямым путем, через глюконеогенез (С3–предшественники→Г-6-Ф→гликоген), в то 

время как в печени мышей  С57BL/6N для синтеза гликогена используется, главным 

образом, прямой путь (глюкоза→Г-6-Ф→гликоген) (Ailanen et al., 2018). Это 

предположение подтверждается также тем, что непрямой путь синтеза гликогена при 

диабете заметно усиливается (Giaccari, Rosetti, 1992; Bischof et al., 2002). 

 

Таблица 3.7 — Содержание суммарного гликогена (СГ) и соотношение его 

легкодоступной и труднодоступной фракций (ЛД/ТД) в гепатоцитах мышей линии С57BL/6N с 

диким генотипом (WT) и трансгенных гомозиготных мышей OE-NPY
DβH 

до и после действия 

метформина, усл.ед., (XSx, n = 3).  

Генотип Обработка СГ, усл.ед. ЛД/ТД 

WT 

 

Без метформина 28,67±0,71 1,46±0,07 

Метформин 25,64±0,76 1,37±0,08 

OE-NPY 

 

Без метформина 30,74±0,71 0,64±0,03
1
 

Метформин 16,58±0,49
1 

1,61±0,09 

1 
Достоверно отличается от остальных значений СГ или ЛД/ТД (

1
р < 0.05). 

 

 Цитофлуориметрия содержания гликогена в гепатоцитах больных СД 2-го типа 

после ночного голодания обнаружила, что оно увеличено в 2,7 раза по сравнению с 



141 

 

клетками пациентов контрольной группы (табл. 3.8). Данные, представленные в таблице 

3.8, свидетельствуют о том, что содержание гликогена в гепатоцитах больных ЦП не 

отличается от такового в клетках пациентов с коморбидной формой заболевания — ЦП 

+ СД 2. 

 

Таблица 3.8 — Среднее содержание гликогена в гепатоцитах нормальной печени 

человека (контроль), больных сахарным диабетом 2 типа (СД 2), циррозом печени (ЦП) и 

пациентов с сочетанной формой этих двух заболеваний (ЦП+СД 2) (усл. ед., XSх).   

 
Контроль 

(n = 9) 

СД 2 

(n = 12) 

ЦП 

(n = 4) 

ЦП+СД 2 

(n = 5) 

Содержание 

гликогена 
1,880,22 4,190,38

1
 6,900,32

1a
 6,120,79

1a
 

1
Достоверно отличается от значения в контроле (

1
p < 0,001). 

a 
Достоверно отличается от 

значения в группе СД 2 (
a
p < 0,05).  

 

 Наши данные подтверждают результаты, полученные ранее на пациентах с СД 

(Vallance-Owen, 1952; Manderson et al., 1968) и на крысах с аллоксановым или 

стрептозотоциновым диабетом (Winternitz, Lattanzi, 1956; Van de Werve, Jeanrenaud, 

1987; Ferrannini et al., 1990; Giaccari, Rosetti, 1992; de Oliveira et al., 2007; Bhanudas, 

Gopal, 2016). Содержание гликогена в гепатоцитах больных СД 2-го типа оказалось 

сравнимо с таковым у пациентов с ЦП (табл. 3.8). Небольшое превышение содержания 

гликогена в гепатоцитах цирротической печени, возможно, связано с небольшой, всего 4 

человека, выборкой пациентов. Следует также отметить, что коморбидность цирроза и 

диабета не приводит ни к аддитивному, ни к потенциированному синергическим 

эффектам, поскольку содержание гликогена в гепатоцитах пациентов в группе ЦП+СД 2 

практически не отличается от содержания гликогена в клетках печени у больных с 

только СД 2-го типа или только ЦП (табл. 3.8). Причиной этого, возможно, является то, 

что синтез гликогена при этих заболеваниях осуществляется с использованием одного и 

того же   метаболического пути — глюконеогенеза, возможности которого ограничены. 

Таким образом, содержание гликогена в гепатоцитах пациентов с сахарным 

диабетом 2-го типа в постабсорбтивном периоде увеличено по сравнению с нормой, но 

коморбидность СД с циррозом печени не усиливает гликогеноз.  
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3.3. Пространственная структура молекул гликогена в гепатоцитах крыс и 

человека в норме и при циррозе печени 

 

Как показано выше, содержание гликогена в клетках подвержено быстрым и 

масштабным изменениям в ответ на требования со стороны организма. При этом 

изменения содержания гликогена в клетках могут быть связаны не только с активностью 

ключевых ферментов его метаболизма и многочисленными факторами, регулирующими 

активность ферментов, но также с количеством молекул гликогена и их внутренней 

структурой. Установлено, что структура молекул гликогена в клетках нормальных и 

патологически измененных органов и тканей подвержена значительным перестройкам 

(Кудрявцева и др., 1988, 1992; Кудрявцева, 1987; Shearer et al., 2005; Kishnani, Chen, 

2007; Wilson, 2010; Roach et al., 2012; Gilbert, Sullivan, 2014). Вместе с тем, механизмы 

формирования и деградации β-частиц гликогена, динамика их состава в норме и при 

патологии, роль структурных изменений частиц в регуляции гликогенеза и 

гликогенолиза во многом еще неясны. Одной из главных причин недостаточности этой 

информации является ограниченность возможностей современных методов изучения 

структуры молекул гликогена в клетках.  

 

3.3.1. Цитофлуориметрический метод исследования структуры гликогена в 

отдельных гепатоцитах  

 

В настоящее время ни один из известных методов не позволяет описать 

пространственную структуру столь огромной молекулы, как гликоген, с достаточной 

точностью и полнотой (Brust et al., 2020). Поэтому разработка метода, который позволил 

бы исследовать пространственную структуру молекул гликогена (β-частиц) в отдельных 

гепатоцитах, являлась настоятельной необходимостью. Следует, однако, отметить, что 

изучение структуры молекул гликогена, состоящих из совершенно одинаковых звеньев 

— остатков глюкозы, является непростой задачей.  

Недостатки существующих методов изучения пространственной структуры 

гликогена следующие:  

– применяются к гликогену, выделенному из тканей, что создает опасность 

нарушения его исходной структуры;  
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– обладают низкой чувствительностью. Минимальное количество ткани для 

определения содержания гликогена, не говоря уж об определении каких-либо 

параметров его молекул, составляет 10–100 мкг (10
-6 

г). Минимально определяемое 

количество гликогена в такой навеске составляет 3–50 мкг (Delaval et al., 1983). По 

нашим данным влажная масса одного гепатоцита нормальной печени крысы равна 

примерно 3,5 нг (10
-9 

г), а минимальное количество гликогена в одном гепатоците 

составляет 10–20 пг (10
-12 

г) (Bezborodkina et al., 2022). Следовательно, метод изучения 

структуры гликогена в одном гепатоците должен с высокой точностью определять ~ в 

100000
 
раз меньшее содержание гликогена, чем существующие методы, в навеске ткани 

меньшей ~ в 3000 раз;  

– не учитывают гетерогенность клеточного состава печени, которая значительно 

возрастает при ее патологии.  

Разработка нашего метода для изучения структуры гликогена в отдельных 

клетках базировалась на: 

– наиболее аргументированной в настоящее время гипотезе пространственной 

структуры молекулы, основанной на существовании про- и макрогликогена (ПГ, МГ), и 

их характеристиках: ПГ включает восемь внутренних ярусов молекулы, содержит ~ 5 % 

остатков глюкозы и ~ 10 % гликогенина, не экстрагируется из тканей 10%-й ТХУ; МГ 

включает четыре внешних яруса (с 9-го по 12-й) полностью сформированной 

молекулы
*)

, содержит ~ 95 % всех остатков глюкозы, извлекается из тканей при 

обработке ТХУ; ПГ служит промежуточным звеном на пути формирования МГ (Lomako 

et al., 1993; Alonso et al., 1995; Melendez et al., 1997; Adamo, 1998). 
 

– Periodic Acid-Schiff (PAS)-реакции, которая широко применяется для 

специфичного выявления гликогена в клетках (Lillie, 1965). Используя эту реакцию, 

можно количественно определять содержание гликогена в клетках (Кудрявцева и др., 

1970; Gahrton et al., 1975). PAS-реакция состоит из двух основных этапов: мягкого 

окисления препаратов в растворе йодной кислоты и последующего их окрашивания в 

реактиве Шиффа. При окислении йодной кислотой или ее солями из 1,2–гликолевых 

групп в остатках глюкозы гликогена образуются альдегидные группы, которые затем 

                                                 
*)

 Ряд авторов под макрогликогеном (МГ) разумеют полную молекулу гликогена, которая включает 12 ярусов 

остатков глюкозы вместе с 8-ми ярусным прогликогеном (ПГ), содержащим 4–5% остатков глюкозы от их числа в 

полной молекуле гликогена. Мы выделяем две части молекулы – 8-ми ярусный ПГ и МГ — остатки глюкозы на 9–

12 внешних ярусах молекулы. 
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выявляются с помощью реактивов типа Шиффа. Классический вариант реактива типа 

Шиффа — это раствор основного фуксина в сернистой кислоте, но могут 

использоваться и другие красители, в том числе флуоресцентные. 

– FRET (Förster Resonance Energy Transfer) методе. Этот современный 

микроскопический анализ взаимодействий между биологическими макромолекулами 

обладает высокой чувствительностью к очень небольшим изменениям расстояния 

между флуорофорами. Фёрстеровский резонансный перенос энергии обычно 

происходит на расстояниях от 1 до 10 нм, что сравнимо с размерами большинства 

биологических макромолекул. FRET является безызлучательным процессом, при 

котором энергия флуоресцирующей молекулы донора (Don), находящейся в 

возбужденном состоянии, переносится на основное состояние другой флуоресцирующей 

молекулы — акцептора (Аc) путем диполь-дипольного взаимодействия (Piston, Kremers, 

2007; Grecco, Verveer, 2011).  

Разработка нового метода включала несколько этапов: 1) испытание различных 

флуоресцентных красителей в качестве заменителей основного фуксина в реактиве 

Шиффа; 2) выбор пары красителей, с помощью которых можно не только селективно 

выявлять гликоген в клетках в ходе PAS-реакции, но также использовать их в качестве 

Don и Ac при FRET анализе; 3) расчет фёрстеровского расстояния R0 для выбранной 

пары красителей; 4) исследование зависимости интенсивности окрашивания гликогена в 

гепатоцитах с помощью двух выбранных реактивов типа Шиффа разного цвета от 

времени окрашивания в реактиве; 5) определение оптимальных условий окрашивания 

препаратов для выявления и оценки содержания растворимой и нерастворимой в ТХУ 

фракций гликогена в отдельных клетках; 6) разработка методики расчета числа остатков 

глюкозы на внешних ярусах молекул гликогена. 

Выбор красителей для цитофлуориметрических исследований в тех случаях, когда 

необходимо использовать два или более красителей одновременно, представляет 

непростую задачу. С одной стороны, важным условием применения метода для 

определения содержания растворимой и нерастворимой в ТХУ фракций гликогена в 

гепатоцитах является то, что спектры флуоресценции красителей, использующихся в 

реактивах типа Шиффа, должны, как можно меньше, перекрываться между собой. С 

другой стороны, применение метода FRET для анализа внутренней структуры молекул 

гликогена в клетках требует хотя бы частичного перекрывания спектров флуоресценции 
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испускания Don и поглощения Ас. Поэтому при выборе пары красителей мы учитывали 

не только специфичность связывания красителя с альдегидными группами гликогена, но 

также его спектральные характеристики. Список протестированных в работе красителей 

приведен в таблице 3.9 (Безбородкина и др., 2009б). 

 

Таблица 3.9 — Характеристики флуоресцирующих красителей, использованных для 

приготовления реактивов типа Шиффа. 

Краситель 

(источник 

информации) 

Сокра-

щенное 

название 

Структурная формула 

Концен-

трация, 

% 

λ возбуждения, 

нм 

λмакс 

флуорес-

ценции, 
нм 

Аурамин ОО 

(Bosshard, 1964; 

Кудрявцев, Розанов, 

1974) 

Аu 

 

0,3 405, 436 526 

Акрифлавин 

(Böhm, Sprenger, 

1968) 

Afl 

 

0,001 546 605 

2,5-бис-[4-

аминофенил-(I’)]-

1,3,4-оксдиазол 

(Yataghanas et al., 

1969) 

BAO 

 

0,00001 365 440–450 

Бромистый этидий
 

(Кудрявцев и др., 

1974)
 

EtBr 

 

0,0004 546 595–610 

Йодистый 

пропидий 

(Foglieni et al., 2001)
 

PI 

 

0,0003 546 615–625 

Риванол 

(Хачатуров, 

Смирнова, 1966) 

Riv 

 

0,01 380–480 520 

Парарозанилин 

(Böhm, Sprenger, 

1968; Fujita, 1973) 
 

pRA 

 

0,01–0,05 570 620 

Примечание: реактивы типа Шиффа представляли собой водные растворы красителей 

соответствующей концентрации, в которые был добавлен хлористый тионил (0,2 мл на 100 мл 

раствора красителя).  
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Исследование препаратов, окрашенных реактивами типа Шиффа, показало, что 

все реактивы с высокой селективностью выявляют гликоген в гепатоцитах (рис. 3.27). 

Реакция на гликоген со всеми реактивами была отрицательной после предварительной 

обработки препаратов α-амилазой и в том случае, когда препараты не подвергались 

окислению йодной кислотой перед помещением их в реактив Шиффа. Оказалось, 

однако, что риванол и особенно акрифлавин и обладают метахроматическими 

свойствами, т. е. при изменении концентрации исследуемого вещества спектр 

флуоресценции этих красителей также смещается. Кроме того, при цитофлуориметрии 

клеток, окрашенных акридиновыми красителями, присутствует довольно сильный 

эффект внутреннего фильтра. Обнаружено также, что при повышении концентрации 

акридиновых красителей и BAO в реактиве типа Шиффа наблюдается слабое 

неспецифическое окрашивание клеток. Недостатком BAO является также и то, что 

клетки, обработанные этим красителем, флуоресцируют в сине-зеленой области спектра, 

где, как известно, интенсивность собственной флуоресценции клеток особенно велика. 

Ряд недостатков отмечен и для других красителей. Аурамин 00 оказался недостаточно 

стойким к возбуждающему свету. Реактивы типа Шиффа на основе аурамина 00 и 

йодистого пропидия можно использовать только один раз из-за образования в них 

осадка. Парарозанилин может применяться лишь в очень небольших концентрациях из-

за возможного нарушения пропорциональности между содержанием красителя и 

исследуемым веществом.  Кроме того, при его использовании нужен строгий контроль 

интенсивности поглощения возбуждающего света, чтобы избежать ошибок при 

фотометрии (Безбородкина и др., 2009б). 
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Рисунок 3.27 — Гепатоциты крысы, окрашенные с помощью PAS-реакции при 

использовании реактивов типа Шиффа: аурамина-SO2 (а), основного фуксина-SO2 (б), ВАО-SO2 

(в), риванола-SO2 (г), бромистого этидия-SO2 (д) и акрифлавина-SO2 (е). Axioskop (Carl Zeiss, 

Йена, Германия), об. 40х. 

 

В итоге, для дальнейших исследований были выбраны красители аурамин 00 (Au) 

и бромистый этидий (EtBr).  Во-первых, реактивы типа Шиффа Au-SO2 и EtBr-SO2, при 

использовании их в PAS-реакции, позволяют специфично выявлять гликоген в 

гепатоцитах. Во-вторых, спектры флуоресценции гепатоцитов, окрашенных Au-SО2 (λmax 

~ 526 нм) и EtBr-SO2 (λmax ~ 610 нм), слабо перекрываются (рис. 2.7) и не смещаются при 

изменении концентрации гликогена в клетках. В качестве «красного» красителя можно 

было бы использовать и парарозанилин, но, учитывая большой и успешный опыт 

применения EtBr в качестве флуоресцентного красителя, предпочтение было отдано 

последнему. 
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Поскольку альдегиды легко вступают во многие реакции присоединения, 

замещения и конденсации, необходимо было исследовать сохранность реактивности 

альдегидных групп в ходе длительного их окрашивания реактивом типа Шиффа Au-SO2.  

Данные, представленные на рисунке 3.28, свидетельствуют о том, что в течение 3 ч 

нахождения препаратов в водном растворе SO2, концентрация которого была 

идентичной концентрации SO2 в реактиве Шиффа, потери альдегидных групп не 

наблюдалось. С учетом этих данных была исследована зависимость интенсивности 

окрашивания препаратов от времени их обработки в реактиве типа Шиффа 

(Безбородкина и др., 2009б).  

 

 

Рисунок 3.28 — Влияние различного времени выдерживания препаратов в растворе SO2 

на стабильность альдегидных групп гликогена в гепатоцитах. Примечание: вертикальные 

отрезки — ошибка среднего.  

 

Для определения характера зависимости интенсивности PAS-реакции от 

продолжительности окрашивания клеток реактивами типа Шиффа Au-SO2 и EtBr-SO2, 

гепатоциты, помещенные на покровных стеклах, окисляли в 0,8%-ном растворе KIO4, 

Затем стекла обрабатывали в течение различного времени при комнатной температуре 

либо в Au-SO2 (0,3%-ный Au + 0,2 мл SOCl2/100 мл), либо в EtBr-SO2 (0,0004%-ный 

раствор EtBr + 0,2 мл SOCl2/100 мл). После завершения окрашивания, все препараты 

одновременно вынимали из реактивов и обрабатывали по методике, описанной в 

разделе 2.3.2.1. 

Результаты, представленные на рисунке 3.29, свидетельствуют о том, что 

зависимость интенсивности флуоресценции гепатоцитов от времени их окрашивания в 
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ходе PAS-реакции при использовании обоих реактивов имеет схожий двухступенчатый 

характер. В интервале 0–40 мин происходит быстрое связывание как Au-SO2, так и EtBr-

SO2, а в интервале 40–70 мин связывание обоих красителей резко замедляется (или 

прекращается). Затем наблюдается новая волна интенсивного связывания красителей. 

После 90 мин график зависимости интенсивности флуоресценции клеток от времени 

окрашивания выходит на плато, свидетельствуя о завершении связывании красителей с 

альдегидными группами гликогена (Bezborodkina et al., 2011; Bezborodkina et al., 2021а). 

 

 

Рисунок 3.29 — Флуоресцентный вариант PAS реакции с реактивами типа Шиффа. а — 

зависимость интенсивности флуоресценции гепатоцитов от продолжительности их 

окрашивания EtBr-SO2 (красная линия) и Au-SO2 (зеленая линия); б — схема, показывающая 

последовательное окрашивание клеток EtBr-SO2 (красная линия), а затем Au-SO2 (зеленая 

линия). Примечание: при исследовании зависимостей, представленных на рисунке а, 

использовались клетки, полученные от разных крыс. ЛД — быстро окрашивающаяся фракция 

гликогена, легкодоступная для красителя. ТД — медленно окрашивающаяся фракция 

гликогена, труднодоступная для красителя. СГ — суммарный гликоген = ЛД + ТД. 

 

Для выяснения природы быстро окрашивающейся (ЛД) и медленно 

окрашивающейся (ТД) фракций гликогена, препараты гепатоцитов на предметных 

стеклах, полученные от одной и той же крысы, перед окрашиванием Au-SO2 или EtBr-

SO2 обрабатывали 10% ТХУ или 30% КОН (Bloom, Knowlton, 1953).   

Результаты этого эксперимента, представленные в таблице 3.10, свидетельствуют 

о том, что гликоген в гепатоцитах полностью выявляется после 90 мин окисления 

препаратов в KIO4 и последующего окрашивания Au-SO2 или EtBr-SO2. Фракция 

гликогена, быстро выявляемая в течение 40 мин после начала окрашивания в реактиве 

Шиффа, соответствует фракции, которая извлекается с помощью ТХУ 

(«легкодоступная» фракция), а фракция гликогена, которая выявляется медленно (в 
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интервале от 40 до 90 мин) соответствует «труднодоступной» фракции, полностью 

извлекаемой лишь при обработке препаратов горячей КОН. Полученные данные (табл. 

3.10) свидетельствуют о том, что в гепатоцитах крысы, печень которой использовалась в 

эксперименте, доля фракции чувствительной к обработке 10%-й ТХУ, составляет ~ 72 %, 

а доля фракции не чувствительной к обработке ТХУ ~ 28 % (Bezborodkina et al., 2011; 

Bezborodkina et al., 2021а). 

 

Таблица 3.10 — Влияние различных обработок на интенсивность флуоресценции 

гепатоцитов, окрашенных PAS-реакцией с использованием реактивов типа Шиффа Au-SO2 или 

EtBr-SO2. 

Тип обработки Интенсивность флуоресценции (усл.ед.) 

KIO4 → Au-SO2 (90 мин) 224±12 

KIO4 → EtBr-SO2 (90 мин) 198±15 

KIO4 → Au-SO2 (40 мин) 159±8 

KIO4 → EtBr-SO2 (40 мин) 147±11 

10% ТХУ → KIO4 → Au-SO2 (90 мин) 66±5 

10% ТХУ → KIO4 → EtBr-SO2 (90 мин) 54±4 

30% KOH → KIO4 → Au-SO2 (90 мин) 5,9±0,4 

30% KOH → KIO4 → EtBr-SO2 (90 мин) 5,3±0,3 

Н2О → Au- SO2 (90 мин) 9,7±0,5 

Н2О → EtBr-SO2 (90 мин) 8,4±0,5 

α –амилаза → KIO4 → Au-SO2 (90 мин) 6,4±0,4 

α –амилаза → KIO4 → EtBr-SO2 (90 мин) 4,8±0,2 

Собственная флуоресценция клеток в 

«зеленой» области спектра (λmax = 530 nm) 
7,0±0,4 

Собственная флуоресценция клеток в 

«красной» области спектра (λmax = 610 nm) 
5,1±0,3 

Примечание: продолжительность предварительного окисления препаратов перйодатом 

калия (KIO4) во всех случаях составляла 90 мин. Интенсивность флуоресценции клеток, 

окрашенных в ходе PAS-реакции Au-SO2 или EtBr-SO2, нормировали по тетраплоидным 

гепатоцитам крыс, которые окрашивали этими же реактивами на ДНК по Фёльгену (Розанов, 

Кудрявцев, 1967). Одноядерные тетраплоидные гепатоциты являются удобным объектом для 

нормирования, поскольку они содержат постоянное количество ДНК и составляют ~ 80 % 

популяции клеток паренхимы печени взрослых крыс (Кудрявцев и др., 1979). 

 

Таким образом, проведенное исследование показало, что: 1) обработка препаратов 

Au-SO2 или EtBr-SO2 в течение 90 мин выявляет весь гликоген в гепатоцитах (224±12 и 

198±15 усл. ед. соответственно); 2) окрашивание препаратов Au-SO2 или EtBr-SO2 в 

течение 40 мин выявляет фракцию гликогена, которая извлекается с помощью 

обработки препаратов 10%-й ТХУ (159±8 и 147±11 усл.ед. соответственно), т.е. 
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фракцию гликогена не связанную с белками — макрогликоген (МГ); 3) последующее 

окрашивание препаратов Au-SO2 или EtBr-SO2 в интервале 40–90 мин выявляет фракцию 

гликогена, которая полностью извлекается из клеток только после обработки КОН (66±5 

и 54±4 соответственно), т.е. фракцию гликогена связанную с белками — прогликоген 

(ПГ) (Bezborodkina et al., 2021а). 

Во многих работах, проведенных, в основном, на скелетных мышцах крысы и 

человека, было показано, что ПГ играет главную роль в восстановлении запасов 

гликогена после их истощения в ходе мышечных сокращений (Battram et al., 2004; 

Wilson 2009; Granlund et al., 2011). Вклад МГ в накопление гликогена становился 

заметным лишь на поздних этапах фазы восстановления мышц или после интенсивной и 

повторяющейся физической нагрузки (Graham et al., 2001; Shearer et al., 2005). Другими 

словами, восстановление запасов гликогена в скелетных мышцах у этих видов 

млекопитающих происходит, в основном, не путем заполнения внешних ярусов молекул 

гликогена остатками глюкозы, т.е. увеличения их размера, а за счет интенсивного de 

novo синтеза ПГ. Однако скорость восстановления запасов гликогена после их 

истощения и характер взаимодействия ПГ и МГ во время ресинтеза гликогена, по-

видимому, могут сильно отличаться у разных видов млекопитающих. Показано, 

например, что после тяжелой продолжительной физической нагрузки для полного 

восстановления первоначальных запасов гликогена в скелетных мышцах лошади 

требуется трое суток, тогда как у человека для этого достаточно 24 ч (Hyyppä, 2007). 

Другое важное отличие метаболизма гликогена в скелетных мышцах лошади 

заключается в том, что синтез гликогена после нагрузки происходит, главным образом, 

за счет МГ, особенно в начальном (1–24 ч) периоде отдыха (Bröjer et al., 2006). Различия 

скоростей синтеза ПГ и МГ в скелетных мышцах связывают с уровнем истощения 

запасов гликогена. Крайние степени его истощения, вероятно, требуют формирования 

новых молекул гликогена, а не добавления глюкозы к уже существующим гранулам. 

Эту гипотезу подтверждают данные, полученные Ширером с соавторами, которые 

показали, что во время гликогенолиза не наблюдалось изменений в уровне гликогенина, 

пока не происходило значительного снижения уровня гликогена (Shearer et al., 2005). 

Как показано выше, PAS-окрашивание клеток в течение 0–40 мин позволяет 

выявить МГ, а в интервале 40–90 мин — ПГ. Для того, чтобы в одной и той же клетке 
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выявить и раздельно определить содержание этих фракций гликогена мы использовали 

реактивы Шиффа с красителями, флуоресцирующими разным цветом.  

В качестве примера на рисунке 3.30 показаны гепатоциты, в которых фракция 

гликогена свободная от белков (МГ) окрашена EtBr-SO2, а фракция, связанная с белками 

(ПГ) окрашена Au-SO2. Для раздельного измерения содержания этих фракций гликогена 

в индивидуальных клетках использовали метод цитофлуориметрии. Гепатоциты, 

окрашенные EtBr-SO2, флуоресцируют в «красной» области спектра при возбуждении 

зелёным светом (λmax = 546 нм), а окрашенные Au-SO2 — в «зеленой» области спектра 

при возбуждении синим светом (λmax = 436 нм). Общее содержание гликогена (ОГ) в 

клетках определяли, как сумму МГ + ПГ.   

 

 

Рисунок 3.30 — Гепатоциты окрашенные в течение 40 мин EtBr-SO2, λвозб = 546 нм (а). 

Те же клетки, окрашенные затем Au-SO2, λвозб = 436 нм (б). 

 

3.3.2. Структура молекул гликогена в гепатоцитах крыс и человека в нормальной 

и цирротической печени на разных стадиях пищевого цикла   

 

Возможность выявлять ПГ и МГ в одной и той же клетке с помощью красителей, 

обладающих разными спектральными характеристиками, позволила исследовать 

изменения их содержания в гепатоцитах крысы в ходе гликогенеза. Результаты, 

представленные на рисунке 3.31, а, свидетельствуют о том, что содержание МГ в 

клетках контрольных крыс на всех сроках после введения глюкозы (кроме 120-й мин) 

превышало содержание МГ в клетках крыс с ЦП. Можно отметить, что на разных 

стадиях рефидинга доля МГ в некоторых гепатоцитах контрольных крыс и у крыс с ЦП, 

могла достигать 90 % (Chestnova et al., 2015). 
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Содержание ПГ в гепатоцитах крыс контрольной группы возрастало на 12,7 % 

(p < 0,01) в течение 20 мин после введения глюкозы голодным животным и затем не 

изменялось. В отличие от контроля, содержание ПГ при ЦП слабо изменялось в первые 

60 мин гликогенеза, однако в конце эксперимента превысило исходный уровень в 2,3 

раза (р < 0,001) (рис. 3.31, б). 

 
Рисунок 3.31 — Содержание макрогликогена (МГ) (а) и прогликогена (ПГ) (б) в 

гепатоцитах контрольной (К) и цирротической (ЦП) печени крысы через разные интервалы 

времени после введения глюкозы голодным животным. Примечания: 1) вертикальные отрезки 

— ошибка среднего; 2) средние значения при ЦП достоверно отличаются от значений нормы 

(
*
p < 0,001;

 **
p < 0,01;

 ***
p < 0,05). 

 

Анализ показал, что накопление гликогена в печени и колебания его уровней в 

клетках контрольных и опытных крыс на разных этапах гликогенеза связаны, главным 

образом, с изменениями содержания МГ (рис. 3.32). 

 

Рисунок 3.32 — Зависимость содержания общего гликогена (ОГ) от содержания 

макрогликогена (МГ) в гепатоцитах нормальной (а) и цирротической (б) печени крысы на 

разных этапах гликогенеза (10, 30, 60 и 120-я мин). Примечание: каждая точка на графиках 

соответствует одной клетке. 
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После 48-часового голодания и на протяжении 120 мин гликогенеза доля ПГ в 

гепатоцитах нормальной печени была выше, чем в гепатоцитах крыс с ЦП. Доля ПГ в 

гепатоцитах нормальной и цирротической печени несколько снижалась в течение 

гликогенеза, в то время как доля МГ увеличивалась (Chestnova et al., 2015) (рис. 

3.33, а, б). 

 

 
Рисунок 3.33 — Доля (%) макрогликогена (МГ) и прогликогена (ПГ) в гепатоцитах 

нормальной (а) и цирротической (б) печени крысы через разные интервалы времени после 

введения глюкозы голодным животным. 

 

В постабсорбтивном периоде (12–16 ч после последнего приема пищи) 

соотношение МГ и ПГ в гепатоцитах нормальной и цирротической печени крыс 

отличалось от ранних этапов гликогенеза. В этом периоде пищевого цикла в 

гепатоцитах нормальной печени доля МГ значительно преобладала над ПГ, а при ЦП 

относительное содержание МГ лишь немного превышало таковое ПГ (рис. 3.34). 

Сравнение структуры молекул гликогена в гепатоцитах нормальной печени крыс и 

человека в постабсорбтивном периоде показало, что она очень схожа. Относительное 

содержание МГ составляет 83–85 %. По мере развития патологического процесса в 

печени доля МГ снижается, соответственно увеличивается доля ПГ (рис. 3.34) 

(Bezborodkina et al., 2021б).  

Эти данные подтверждают результаты ранних исследований, полученные при 

изучении структуры гликогена в гепатоцитах нормальной и патологически измененной 

печени крысы и человека (Кудрявцева, 1987; Кудрявцева и др., 1988, 1992).  
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Рисунок 3.34 — Доля МГ и ПГ (%) в молекулах гликогена в гепатоцитах крыс (а) и 

человека (б) в постабсорбтивном периоде. В норме (К), при хроническом гепатите (ХГ) и 

циррозе печени (ЦП).  

 

Таким образом, МГ составляет наибольший объем гликогена в гепатоцитах и 

играет ведущую роль в изменениях его содержания. Кроме того, наши данные 

свидетельствуют о том, что, в отличие от скелетных мышц, гликогенез в гепатоцитах 

крысы после введения глюкозы голодным животным происходит, преимущественно, 

путем заполнения внешних ярусов уже имеющихся в клетках частиц гликогена, а не за 

счет образования новых. 

Анализ содержания ПГ и МГ в одной и той же клетке дал возможность 

исследовать их динамику при различных физиологических и патологических условиях, 

но что еще важнее, позволил определить число ярусов в молекулах гликогена 

отдельного гепатоцита и количество остатков глюкозы на каждом из ярусов.  

 Исходя из гипотезы о том, что полная молекула гликогена состоит из 8 

внутренних (ПГ) и 4 внешних (МГ) ярусов остатков глюкозы (Lomako et al., 1993; 

Alonso et al., 1995; Melendez et al., 1997), а общее число остатков глюкозы в ПГ равно 

3315 (Roach et al., 2012), можно получить информацию об абсолютном и относительном 

числе остатков глюкозы на внешних ярусах молекулы гликогена.  

Степень заполнения внешних ярусов молекулы гликогена (Fn) остатками глюкозы 

в зависимости от экспериментально определяемого отношения МГ/ПГ (k) рассчитывали 

по формуле: 

𝐅𝟗 = 𝐤 × 𝐏 𝐭𝟗⁄  , при k ≤ 1     (13) 

𝐅𝟏𝟎 = (𝐤 × 𝐏 − 𝐭𝟗) 𝐭𝟏𝟎⁄  , при 1 < k ≤ 3   (14) 

𝐅𝟏𝟏 = (𝐤 × 𝐏 − 𝐭𝟗 − 𝐭𝟏𝟎) 𝐭𝟏𝟏⁄  , при 3 < k ≤ 7   (15) 

𝐅𝟏𝟐 = (𝐤 × 𝐏 − 𝐭𝟗 − 𝐭𝟏𝟎 − 𝐭𝟏𝟏) 𝐭𝟏𝟐⁄  , при 7 < k ≤ 15      (16) 

где: P — суммарное  число остатков на первых 8 ярусах (прогликоген), tn  — 

максимально возможное число остатков на ярусе n. 
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Расчеты показали, что гликоген в гепатоцитах нормальной печени голодных крыс 

состоит из гранул, содержащих ПГ, т.е. 1–8-й ярусы и заполненный на 90 % 9-й ярус 

(рис. 3.35, а), а в цирротической — из частиц, содержащих 1–9-й ярусов и заполненного 

~ на 60 % 10-го яруса (рис. 3.35, б). Анализ динамики пространственной структуры 

молекул гликогена в ходе рефидинга крыс глюкозой показал, что в норме максимальное 

заполнение внешних ярусов молекул гликогена на стадии рефидинга ограничивается 10-

м ярусом, а при ЦП — 11-м (рис. 3.35). Клеток, у которых бы весь гликоген состоял из 

12-ярусных частиц обнаружено не было. 

 

 
 

Рисунок 3.35 — Доля глюкозных остатков на внешних ярусах молекулы гликогена в 

нормальной (а) и цирротической (б) печени крысы, %. 
 

В течение всего абсорбтивного периода количество остатков глюкозы на внешних 

ярусах молекул гликогена в гепатоцитах крыс с ЦП превышало таковое в гепатоцитах 

нормальной печени (рис. 3.36).  

 

 

Рисунок 3.36 — Изменение числа остатков глюкозы на внешних ярусах молекул 

гликогена в гепатоцитах нормальной (Н) и цирротической печени (ЦП) крысы. Примечания: 1) 

вертикальные отрезки — ошибка среднего; 2) средние значения при ЦП отличаются от 

значений нормы при уровне значимости * — p < 0,001; ** — p < 0,01; *** — p  < 0,05. 
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Несмотря на увеличение содержания гликогена в гепатоцитах контрольных крыс 

в течение 30 мин рефидинга почти вдвое, отношение МГ/ПГ оставалось примерно на 

одном уровне (рис. 4.37). То есть на первых этапах гликогенеза накопление гликогена в 

клетках происходит преимущественно за счет увеличения числа молекул и только 

позднее (45, 60 и 90-я мин рефидинга) — путем заполнения их внешних ярусов. В 

отличие от нормы, при ЦП накопление гликогена путем заполнения внешних ярусов его 

молекул выражено на всех этапах рефидинга (рис. 3.38). 

 

 

 

Рисунок 3.37 — Зависимость содержания общего гликогена (ОГ) от степени заполнения 

(усл. ед.) внешних ярусов молекул гликогена (МГ/ПГ) в гепатоцитах нормальной печени крысы 

на разных этапах гликогенеза. Примечание: вертикальные отрезки — ошибка среднего. 
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Рисунок 3.38 — Зависимость содержания общего гликогена (ОГ) от степени заполнения 

(усл. ед.) внешних ярусов молекул гликогена (МГ/ПГ) в гепатоцитах цирротической печени 

крысы на разных этапах гликогенеза. Примечание: вертикальные отрезки — ошибка среднего. 

 

В постабсорбтивном периоде молекулы гликогена в гепатоцитах нормальной 

печени крыс и человека содержат, в среднем, 18810 и 24034 остатков глюкозы 

соответственно. У крыс молекулы гликогена, помимо ПГ, состоят из полностью 

заполненных остатками глюкозы 9-го и 10-го ярусов, а также заполненного примерно на 

40 % 11-го яруса. В гепатоцитах нормальной печени человека молекулы гликогена 

включают полные 9-й и 10-й ярусы и заполненный ~ на 80 % 11-й ярус, свидетельствуя 

о том, что они, в среднем, немного крупнее, чем у крыс (рис. 3.39).  
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Рисунок 3.39 — Доля глюкозных остатков на внешних ярусах молекул гликогена в 

печени крысы (а) и человека (б) в постабсорбтивном периоде, %. 

 

В гепатоцитах цирротической печени молекулы у обоих видов мельче, чем в 

нормальной. Структура гликогена в гепатоцитах пациентов с ХГ занимает 

промежуточное положение (рис. 3.39, б).  

Несмотря на более низкую, по сравнению с нормой, степень заполнения внешних 

ярусов гликогена при ЦП у человека, содержание гликогена в гепатоцитах на 160 %  (p < 

0,01) выше нормы (рис. 3.25, а). Исходя их этого можно заключить, что по мере 

развития патологического процесса число β-частиц в гепатоцитах увеличивается. 

Расчеты показали, что, если принять среднее количество частиц в гепатоцитах 

нормальной печени за 1,0, то при ХГ оно составит примерно 3,0, а при ЦП ~ 6,0. 

Информация об изменениях ярусной структуры гранул гликогена, базируется, 

главным образом, на данных о размерах частиц гликогена в скелетных мышцах 

человека, полученных с помощью методов электронной микроскопии (ЭМ). ЭМ анализ 

β-частиц гликогена показал, что их диаметр варьирует от 10 до 44 нм и, в среднем, 

составляет 25 нм, что примерно соответствует диаметру 7–8-ярусной частицы гликогена 

(Marchand et al., 2002; Shearer, Graham, 2004; Graham et al., 2010). Гранулы с диаметром 

более 44 нм обнаружены не были, что согласуется с теоретическими представлениями о 

структуре молекул гликогена (Goldsmith et al., 1982). При ЭМ-исследовании 

культивируемых мышечных трубочек было показано, что размер β-частиц в ходе 

гликогенеза увеличивается незначительно, с 24,9 до 28,1 нм (ярусы 7→9-й) (Elsner et al., 

2002). Авторы заключили, что отложение гликогена в клетках связано с образованием 

новых 7–8-ярусных β-частиц, а не с формированием дополнительных ярусов на уже 
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имеющихся частицах. В процессе гликогенолиза средний диаметр частиц уменьшался 

до 24,4 нм и наблюдалась их деструкция (Elsner et al., 2002).  

При восстановлении скелетных мышц человека после продолжительной 

умеренной нагрузки средний диаметр частиц гликогена удваивается, при этом лишь 

немногие имеют диаметр, соответствующий МГ. В начале периода восстановления (0–

4 ч) содержание гликогена в мышцах возрастало преимущественно за счет увеличения 

числа частиц, а в последующие 44 ч путем увеличения их объема (Marchand et al., 2007). 

Исследования размеров молекул гликогена в печени мышей с помощью эксклюзионной 

хроматографии показали, что в течение пищевого цикла α-частицы распадаются на 

стабильные молекулы гликогена с радиусом ~ 12 нм (Sullivan et al., 2014). 

Таким образом, все имеющиеся в настоящее время данные о пространственной 

структуре молекул гликогена в клетках крайне немногочисленны и основаны либо на 

изучении динамики ПГ и МГ с помощью цитохимических методик, либо на измерении 

размера молекул с помощью ЭМ или эксклюзионной хроматографии. Поскольку 

содержание гликогена в клетках при различных физиологических и патологических 

условиях связано, главным образом, с изменением МГ было интересно получить более 

подробную информацию о его пространственных характеристиках. Для этого мы 

разработали метод, позволяющий определять в отдельных гепатоцитах число ярусов в 

молекулах гликогена и количество глюкозных остатков на каждом из них.  

 

3.3.3. Анализ структуры молекул гликогена в гепатоцитах крыс и человека с 

помощью метода FRET 

 

Одним из подходов для получения информации о пространственной структуре 

МГ в клетках, может быть применение метода FRET (Förster Resonance Energy Transfer). 

Метод позволяет определять расстояние между молекулами-флуорофорами (донором и 

акцептором), участвующими в передаче энергии.  

Фёрстеровское расстояние (R0) для пары красителей, использованных в данной 

работе — Au-SO2 (донор, Don) и EtBr-SO2 (акцептор, Ac), составляет по нашим данным 

3,2 нм (Bezborodkina et al., 2011). Согласно расчетам, среднее расстояние между ярусами 

молекулы гликогена, общий радиус которой равен ~ 21 нм, составляет ~ 1,9 нм (рис. 

3.40) (Goldsmith et al., 1982; Shearer, Graham, 2004; Roach et al., 2012). 
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Рисунок 3.40 — Схематическое изображение молекулы гликогена. Цветом отмечены 

ярусы, между которыми возможна резонансная передача энергии (FRET). Расстояние между 

ярусами в сферической β-частице гликогена с радиусом 21 нм, составляет ~ 1,9 нм. 

 

Как было установлено (см. Раздел 3.3.1), PAS-окрашивание клеток в течение 40 

мин EtBr-SO2 выявляет МГ, т.е. остатки глюкозы на внешних (с 9-го по 12-й) ярусах 

молекул гликогена. Последующее окрашивание клеток Au-SO2 выявляет ПГ — остатки 

глюкозы, расположенные на внутренних (с 1-го по 8-й) ярусах молекул гликогена. В 

фёрстеровском взаимодействии могут участвовать только молекулы Au, связанные с 

остатками глюкозы на 7-ом и 8-ом ярусах ПГ. Au на остатках глюкозы, расположенных 

на этих ярусах, передает энергию на EtBr, связанный с остатками глюкозы на 9-м и 10-м 

ярусах МГ, которые принимают энергию излучения (Bezborodkina et al., 2011; 

Bezborodkina et al., 2018).                                                                                          

Остатки глюкозы, окрашенные Au-SO2 и расположенные ниже 7-го яруса, а также 

остатки глюкозы, окрашенные EtBr-SO2 и расположенные выше 10-го яруса в молекуле 

гликогена, не могут участвовать в фёрстеровском взаимодействии из-за превышения R0 

между донором и акцептором. Таким образом, эффективность FRET (EFRET) сильно 

зависит от степени заполнения ярусов 9-го и 10-го в молекуле гликогена. Если ярусы 9-й 

и 10-й не заполнены или почти не заполнены, то энергия излучения Au не может 

передаваться на EtBr. Поэтому наличие в клетках большого количества β-частиц, 

состоящих только из ПГ (т.е. глюкозных остатков на 1-м – 8-м ярусах), будет снижать 

уровень EFRET. С другой стороны, даже полное заполнение 11-го и 12-го ярусов не 

приведет к повышению EFRET, так как расстояние между 8-м и 11-м ярусами (~ 5,7 нм) 
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будет значительно превышать R0 и энергия излучения от донора к акцептору 

передаваться не может (Bezborodkina et al., 2011; Bezborodkina et al., 2018).  

Измерение EFRET в индивидуальных гепатоцитах крыс нормальной и 

цирротической печени через различные интервалы времени после введения голодным 

крысам глюкозы показало, что в норме этот показатель, в среднем, ~ в 3,3 раза выше, 

чем при ЦП (рис. 3.41).  

 

 

Рисунок 3.41 — Эффективность FRET (EFRET) в гепатоцитах нормальной (Н) и 

цирротической печени (ЦП) крысы на разных этапах гликогенеза. Примечания: 1) 

вертикальные отрезки — ошибка среднего; 2) средние значения при ЦП отличаются от 

значений нормы при уровне значимости 
*
 — p < 0,001; 

**
 — p < 0,01. 

 

В начале рефидинга (0–30-я мин) EFRET в гепатоцитах нормальной печени 

увеличивалась более чем вдвое, после чего оставалась примерно на одном уровне. В 

гепатоцитах цирротической печени, наоборот, EFRET относительно стабильна до 75-

й мин, а затем падает примерно в 2 раза. Поскольку в клетках нормальной печени 9-й и, 

особенно, 10-й ярусы в молекулах гликогена оставались не полностью заполненными 

(рис. 3.35, а), то по мере их заполнения можно было ожидать увеличения EFRET. Это 

предположение подтверждается результатами, представленными на рисунке 3.42 и 

рисунке 3.43, из которых следует, что в клетках нормальной печени, в отличие от клеток 

цирротической печени, EFRET на многих этапах гликогенеза сильно зависит от 

увеличения количества остатков глюкозы в молекулах гликогена (Bezborodkina et al., 

2011). 
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Рисунок 3.42 — Зависимость эффективности FRET (EFRET) от степени заполнения 

внешних ярусов (9–12-го) молекул гликогена в гепатоцитах нормальной печени крысы на 

разных этапах гликогенеза. Примечание: каждая точка на графиках соответствует одной клетке. 
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Рисунок 3.43 — Зависимость эффективности FRET (EFRET) от степени заполнения 

внешних ярусов (9–12-го) молекул гликогена в гепатоцитах цирротической печени крысы на 

разных этапах гликогенеза. Примечание: каждая точка на графиках соответствует одной клетке. 

 

Важным достоинством метода FRET является его высокая чувствительность к 

небольшим изменениям расстояния между молекулами Don и Ac (r). При увеличении r 

выше R0 для данной пары красителей EFRET будет резко снижаться. Расстояние между 

Don и Ac в ходе рефидинга крыс в гепатоцитах нормальной печени составило, в 

среднем, 4,401±0,004 нм, а в клетках цирротической — 5,447±0,009 нм (рис. 3.44). 

Поэтому в норме EFRET и оказалась выше, чем при ЦП (рис. 3.41). 
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Рисунок 3.44 — Расстояние между Don и Ac (r) в молекулах гликогена в гепатоцитах 

нормальной (Н) и цирротической печени (ЦП) крысы на разных этапах гликогенеза. 

Примечания: 1) вертикальные отрезки — ошибка среднего; 2) средние значения при ЦП 

отличаются от значений нормы при уровне значимости 
*
 — p < 0,001; 

**
 — p < 0,01. 

 

 

Определение расстояния между Don и Ac в течение гликогенеза показало, что по 

мере заполнения внешних ярусов гликогена остатками глюкозы величина r 

уменьшается. В гепатоцитах нормальной печени r уменьшается на 1,08±0,18 нм в ходе 

рефидинга крыс глюкозой, а в гепатоцитах крыс с ЦП — на 0,64±0,21 нм (p < 0,05). 

Наиболее резкое уменьшение r в норме обнаружено на 0, 75, 90 и 120-й мин после 

введения глюкозы голодным животным (Δr = 1,48; 1,4; 1,7 и 1,59 нм соответственно) 

(рис. 3.45), а при ЦП — лишь на одном сроке (90-я мин), на котором Δr составило 

2,23 нм (рис. 3.46). 
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Рисунок 3.45 — Зависимость расстояния между Don и Ac (r) от степени заполнения 

внешних ярусов (9–11-го) молекул гликогена в гепатоцитах нормальной печени крысы на 

разных этапах гликогенеза. Примечание: вертикальные отрезки — ошибка среднего. 
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Рисунок 3.46 — Зависимость расстояния между Don и Ac (r) от степени заполнения 

внешних ярусов (9–12-го) молекул гликогена в гепатоцитах цирротической печени крысы на 

разных этапах гликогенеза. Примечание: вертикальные отрезки — ошибка среднего. 

 

Таким образом, увеличение EFRET в клетках нормальной печени крысы на 

начальных стадиях (0–30 мин) гликогенеза (рис. 3.41) по сравнению с клетками 

цирротической печени обусловлено, по-видимому, меньшим расстоянием между 

остатками глюкозы, находящихся на 7, 8 и 9, 10-м ярусами (рис. 3.44, 3.45) и 

увеличением числа остатков глюкозы на 10-м ярусе (рис. 3.35). 

Ранее, при изучении локализации синтеза гликогена в гепатоцитах, 

изолированных из печени голодных крыс, было показано, что стимуляция синтеза 

гликогена глюкозой вызывает перемещение ГС на периферию клеток. При этом 

количество фермента, сконцентрированного вблизи плазматической мембраны, 

увеличивалось со временем (Garcia-Rocha et al., 2001). Кроме того, используя 

инкубацию изолированных гепатоцитов с 
14

С-глюкозой было установлено, что синтез 

гликогена всегда начинается вблизи плазматической мембраны клеток. Однако затем, по 
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мере усиления гликогенеза, синтезированный гликоген постепенно перемещается к 

центру клеток, а его место замещается новыми синтезированными молекулами 

(Fernandez-Novell et al., 2002). 

Используя процедуру AB (Acceptor Bleaching) можно получить сведения не 

только о структуре частиц гликогена, но и морфологически выразить передачу энергии 

от донора к акцептору в виде изображений областей клеток, на которых представлено 

распределение сигнала FRET в цитоплазме гепатоцитов. На серии изображений 

гепатоцитов (рис. 3.47) можно видеть, что уровень EFRET, отмеченный по мере усиления 

сигнала разным цветом, достаточно четко отражает локализацию частиц гликогена с 

различной степенью заполнения внешних ярусов. 

 

 
Рисунок 3.47 — Распределение сигнала FRET в цитоплазме гепатоцитов крысы на 

различных этапах гликогенеза. Примечание: по мере увеличения эффективности FRET (EFRET) 

цвет локусов, в которых происходит передача энергии от донора к акцептору, изменяется 

следующим образом: синий→зеленый→оранжевый→красный. 
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В гепатоцитах голодных крыс передача энергии от донора к акцептору слабая. 

Это проявляется в том, что почти вся клетка окрашена в синий цвет. Зеленый цвет, 

означающий более высокий уровень сигнала FRET, заметен лишь на периферии 

гепатоцитов. Уже через 10 мин после введения глюкозы на периферии клетки 

появляются оранжевые точки, в которых сигнал FRET выше, чем в зеленых. По мере 

развития гликогенеза на периферии клеток появляются красные точки, отражающие 

наиболее высокий сигнал FRET, которые затем распределяются по всей цитоплазме. К 

концу эксперимента (120-я мин), когда распад гликогена начинает преобладать над его 

синтезом, количество красных точек уменьшалось, а в некоторых клетках они исчезали. 

Измерение EFRET в гепатоцитах человека в постпрандиальном периоде показало, 

что в клетках нормальной печени она составила 3 %. По мере развития тяжести 

поражения печени этот показатель увеличился при ХГ в 1,3 раза (p < 0,001), а при ЦП — 

в 3 раза (p < 0,001) по сравнению с нормой (рис. 3.48). 

 

 

Рисунок 3.48 — Эффективность FRET (ЕFRET) в гепатоцитах человека в норме (Н), при 

хроническом гепатите (ХГ) и циррозе печени (ЦП). Примечания: 1) вертикальные отрезки — 

ошибка среднего; 2) средние значения при ХГ и ЦП отличаются от значения нормы при уровне 

значимости 
*
 — p < 0,001. 

 

Анализ распределения сигнала FRET в цитоплазме гепатоцитов человека 

(рис. 3.49) показал, что передача энергии от донора к акцептору осуществляется с 

достаточно высокой эффективностью, поскольку подавляющее большинство зон в 

цитоплазме гепатоцитов окрашено в «зеленый» цвет. В синий цвет окрашены лишь 

области наиболее близкие к ядру. При ХГ все области, в которых происходит передача 

энергии помимо зеленых локусов, содержат большое количество оранжевых точек. В 

цитоплазме гепатоцитов цирротической печени наблюдаются немногочисленные 
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области зеленого цвета, но значительно большее пространство в ней занимают области, 

окрашенные в оранжевый и даже красно-малиновый цвет. 

 

 

Рисунок 3.49 — Распределение сигнала FRET в цитоплазме гепатоцитов человека в 

постабсорбтивном периоде. Примечание: по мере того, как эффективность FRET (EFRET) растет, 

цвет локусов, в которых происходит передача энергии от донора к акцептору, изменяется 

следующим образом: синий→зеленый→оранжевый→красный. 

 

Определение расстояния между Don и Ac (r) в частицах гликогена позволило 

установить, что в гепатоцитах нормальной печени человека оно составляет, в среднем, 

6,14±0,05 нм, при ХГ — 5,69±0,04 нм, а при ЦП — 4,88±0,02 нм (p < 0,001) (рис. 3.50). 

 

 

Рисунок 3.50 — Расстояние между Don и Ac (r) в молекулах гликогена в гепатоцитах 

человека в норме (Н), при хроническом гепатите (ХГ) и циррозе печени (ЦП). Примечания: 1) 

вертикальные отрезки — ошибка среднего; 2) средние значения при ХГ и ЦП отличаются от 

значения нормы при уровне значимости 
*
— p < 0,001. 

 

Анализ распределения клеток по r в популяции гепатоцитов показал, что доля 

клеток с молекулами гликогена, в которых расстояние между Don и Ac (r) не превышает 

фёрстеровского взаимодействия, увеличивается по мере усиления тяжести заболевания. 
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При ЦП доля таких клеток увеличивается по сравнению с нормой примерно в 50 раз 

(рис. 3.51). 

 

 

Рисунок 3.51 — Гистограммы распределения клеток в популяции гепатоцитов человека 

по расстоянию между Don и Ac (r) в молекулах гликогена в норме (а), при хроническом 

гепатите (б) и циррозе печени (в). Примечание: черным цветом обозначена доля клеток с 

частицами гликогена, в которых расстояние между Don и Ac (r) не превышает фёрстеровского 

взаимодействия. ν — коэффициент корреляции. 

 

Ранее установлено (рис. 3.39), что молекулы гликогена в гепатоцитах нормальной 

печени человека включают полные 9-й и 10-й ярусы и заполненный ~ на 80% 11-й ярус 

остатков глюкозы. При ЦП внешние ярусы молекул гликогена состоят практически 

только из одного 9-го яруса. Как показано на рисунке 4.40 передача энергии в молекулах 

гликогена, окрашенных аурамином-SO2 и бромистым этидием- SO2, может происходить 

только с 7 и 8 ярусов (Don) на 9 и 10 ярусы (Ac). Седьмой и восьмой ярусы молекул 

гликогена вместе содержат 2496 остатков глюкозы. Девятый и десятый ярусы в 

молекулах гликогена в гепатоцитах нормальной печени в сумме содержат 9984 остатков 
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глюкозы (Roach et al., 2012). Поскольку оба внешних яруса (9-й + 5 % 10-го) молекул 

гликогена в гепатоцитах цирротической печени содержат только 3661 остаток глюкозы 

можно предположить, что передача энергии от Don к Ac при ЦП будет происходить с 

меньшей эффективностью. Поэтому главными причинами гораздо более высокой, чем в 

норме, эффективности FRET в гепатоцитах при ЦП, по-видимому, являются: меньшее 

расстояние между Don и Ac в молекулах гликогена при ЦП и значительно бóльшее 

относительное число гепатоцитов, в молекулах которых расстояние между Don и Ac (r) 

находится в интервале фёрстеровского взаимодействия. 

Полная 12-ти ярусная молекула гликогена, как уже говорилось, состоит их 2-х 

частей (фракций): внутренней (прогликогена) — первые восемь ярусов остатков 

глюкозы и внешней — (макрогликогена), включающей четыре внешних яруса остатков 

глюкозы (рис. 1.18, раздел 1.7). В синтезе и деградации гликогена принимает участие 

только макрогликоген. Остатки глюкозы, расположенные на четырех внешних яруса 

молекулы используются в качестве потенциальных источников энергии для различных 

процессов в клетках. Остальные 4–5 % остатков глюкозы в прогликогеновой части 

молекулы гликогена служат в качестве «платформы» при дальнейшем формировании 

полной молекулы. Остатки глюкозы прогликогена могут использоваться для получения 

энергии лишь в исключительных случаях (Melendez et al., 1998). 

Считается, что после заполнения наружного 12-го яруса, рост молекул гликогена 

прекращается. Механизм, останавливающий биосинтез молекул гликогена по 

достижении ими полного размера, пока неизвестен. Единственной гипотезой, 

объясняющей этот феномен, является гипотеза Мэдсена и Кори (Madsen, Cori, 1958). 

Она предполагает, что размер молекул гликогена контролируется структурой самих 

молекул.  

Мэдсен и Кори предположили, что, поскольку степень и принцип ветвления в 

молекулах гликогена на всех уровнях их организации остается постоянной, а число 

цепей остатков глюкозы увеличивается по мере роста молекул, плотность размещения 

остатков на ярусах будет повышаться по мере приближения к поверхности молекул. 

Соответственно, на внешних ярусах остатки глюкозы окажутся более тесно прижатыми 

друг к другу, чем на внутренних ярусах, расположенных дальше от поверхности. 

Важную роль в механизме контроля размера молекул гликогена, играет размер 

ферментов, участвующих в его синтезе. Авторы полагали, что, когда плотность 
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расположения остатков глюкозы на поверхности молекул гликогена становится 

слишком высокой, места для работы гликогенсинтазы оказывается недостаточно и рост 

молекул прекращается. 

Результаты определения расстояния между Don и Ac на разных ярусах молекул 

гликогена в гепатоцитах человека свидетельствуют о том, что оно уменьшается при 

увеличении числа ярусов в молекулах (рис. 3.52). По мере заполнения ярусов молекул 

гликогена в гепатоцитах человека r, в среднем, уменьшается в норме на 2,94 нм, при ХГ 

— на 2,03 нм, а при ЦП — на 0,55 нм (рис. 3.52). При ЦП расстояние между Don и Ac. в 

среднем, значительно меньше, чем в клетках нормальной печени. 

 

 

Рисунок 3.52 — Зависимость расстояния между Don и Ac (r) от степени заполнения 

внешних ярусов (9–11-го) молекул гликогена в гепатоцитах человека: в норме (Н), при 

хроническом гепатите (ХГ) и циррозе печени (ЦП). Примечание: вертикальные отрезки — 

ошибка среднего. 
 

  

Данные, представленные на рисунке 3.52, свидетельствуют о том, что в 

гепатоцитах нормальной печени по мере роста молекул гликогена расстояние между 

Don и Ac (r) уменьшается. Эти данные говорят о том, что при увеличении размера 

молекул гликогена остатки глюкозы становятся всё более плотно прижатыми друг к 

другу. В отличие от молекул гликогена в гепатоцитах нормальной печени, молекулы 

гликогена при ЦП, по-видимому, обладают более плотной структурой на всех этапах их 

формирования. Как следствие, полученные нами данные подтверждают гипотезу 

Мэдсена и Кори (Madsen, Cori, 1958) о том, что размер молекул гликогена регулируется 

своей собственной структурой.  

Однако возникает другой вопрос: происходит ли остановка роста молекул 

гликогена только по достижении 12-го яруса или рост молекул может прекращаться 
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гораздо раньше? Для ответа на этот вопрос нужно обратиться к имеющимся данным о 

размерах молекул гликогена, полученных с помощью электронной микроскопии 

(Wanson, Drochmans, 1968; Elsner et al., 2002; Marchand et al., 2002; 2007; Graham et al., 

2010; Obel et al., 2012; Brewer et al., 2019). 

ЭМ исследования размера частиц гликогена, проведенные, в основном, на 

скелетных мышцах, показали, что диаметр молекул может варьировать в широких 

пределах. Предельный диаметр молекул гликогена составлял 42–44 нм (Marchand et al., 

2002), что соответствует теоретическим представлениям (Goldsmith et al., 1982; 

Melendez-Hevia et al.,1993; Melendez et al., 1997).  Однако следует подчеркнуть, что 

частицы с диаметром 42–44 нм, который соответствовал 12-ти ярусной частице 

(молекуле) гликогена встречались крайне редко. По данным многих авторов средний 

диаметр молекул гликогена составляет ~ 25 нм, что соответствует молекулам гликогена 

с остатками глюкозы на 7–8 ярусах (Shearer, Graham, 2004). Кроме того, результаты, 

представленные на рисунке 3.46 и рисунке 3.47, позволяют сделать вывод о том, что 

уменьшение расстояния между остатками глюкозы по мере увеличения их числа в 

молекулах гликогена наблюдается даже на самых ранних стадиях гликогенеза в 

гепатоцитах. Эти данные дают основание предполагать, что помимо стерических, 

связанных с концентрацией остатков глюкозы на поверхности молекул и размером 

ферментов, участвующих в синтезе-деградации гликогена, по-видимому, существуют 

иные механизмы ограничения роста молекул гликогена и их числа в клетках. 

 Таким образом, помощью разработанного цитофлуориметрического метода, 

позволяющего исследовать пространственную структуру молекул гликогена в 

гепатоцитах установлено, что в абсорбтивном периоде число остатков глюкозы в β-

частицах при ЦП выше, чем в нормальной печени. При ЦП остатки глюкозы в β-

частицах упакованы в  более плотные структуры, нежели в нормальной печени. 

Показано также, что синтез гликогена в гепатоцитах после введения глюкозы голодным 

крысам начинается на периферии клеток и постепенно перемещается к их центральной 

части, подтверждая данные, полученные ранее на изолированных гепатоцитах с 

использованием 
14

С-глюкозы (Garcia-Rocha et al., 2001; Fernandez-Novell et al., 2002). 
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3.4. Морфофункциональное состояние цирротически измененной печени 

крыс и человека при использовании различных методов лечения  

  

Цирроз печени (ЦП) — это диффузный процесс, характеризующийся фиброзом и 

трансформацией нормальной структуры печени с образованием узлов. ЦП представляет 

собой финальную стадию большинства хронических диффузных заболеваний печени 

(Ивашкин и др., 2021). 

ЦП — широко распространенное заболевание печени, сопровождающееся 

высокой смертностью и большими экономическими потерями для государства. 

Причины его возникновения могут быть разными, но суть одна — развитие фиброза и 

постепенная прогрессия болезни, ведущая к перестройке архитектоники печени и 

сдвигам метаболизма не только в органе-мишени, но и во всем организме. 

В течение многих лет в различных странах прилагались огромные усилия не 

только найти способы облегчить страдания пациентов, но, что ещё более важно, 

устранить те структурные и метаболические нарушения в печени, которые явились 

следствием длительного развития цирроза. Как правило, лечебные мероприятия были 

направлены на устранение частных проявлений ЦП (снижение гипертензии, устранение 

асцита, улучшение микроциркуляции и т.д.) и не приводили к его полному излечению 

(Naumov, 1997; Соринсон, 1998). Возможно поэтому большинство гепатологов 

продолжает считать, что ЦП представляет необратимую патологию, рано или поздно 

приводящую к летальному исходу (Friedman, Bansal, 2006; Gieling et al., 2008, Bravo et 

al., 2012). Терапевтических методов радикального излечения ЦП в настоящее время не 

существует и лечение направлено в основном на облегчение симптомов (Cui et al., 2021; 

Kronborg et al., 2021). 

Общепринято, что единственный радикальный способ устранения цирроза — это 

трансплантация печени (van der Helm et al., 2019). Между тем, она до сих пор остается 

очень труднодоступной операцией для большинства пациентов нуждающихся в ней из-

за отсутствия подходящих доноров, высокой стоимости и многих других факторов 

(Jadlowiec et al., 2016). Несмотря на это, число успешных трансплантаций печени 

неуклонно растет. Например, в Европе в 2010 г оно составило ~ 6000 (Zarrinpar, Busuttil, 

2013), в России в 2018 г — 3,4 на 1 млн населения, в Московской области за этот же год 

— 30 (Мойсюк и др., 2018; Готье, Хомяков, 2019). Наряду с увеличением числа 
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трансплантаций печени увеличивается и продолжительность жизни пациентов. 

Согласно статистическим данным, после такого хирургического вмешательства в 

течение одного года выживают более 90 % пациентов; спустя 5 лет выживаемость 

составляет 70 %, а после 20 лет — 53 %. Вместе с увеличением продолжительности 

жизни пациентов, перенесших трансплантацию печени, растет и качество их жизни 

(Onghena et al., 2016). Тем не менее, несмотря на все эти достижения, количество 

больных с ЦП, трансплантация печени которым необходима для выживания, не 

уменьшается, а время ожидания такой операции остается большим. В Московской 

области, например, оно составляет 5,5 мес (Мойсюк и др., 2018).  

Острая нехватка донорской печени для трансплантации пациентам с 

терминальной стадией цирроза стимулировала поиск новых подходов к лечению этой 

болезни. Среди них можно выделить генную и клеточную терапию. Показано, 

например, что перенос гена IGF-I (инсулин-подобный фактор роста I) в цирротическую 

печень запускает процесс, повышающий экспрессию цитопротекторных и 

антифиброгенных молекул, и снижающий при этом экспрессию профиброгенных 

факторов (Sobrevals et al., 2010). Считается также, что трансплантация клеток, 

способных при определенных условиях дифференцироваться в гепатоциты и 

холангиоциты, в принципе, может компенсировать утраченные в ходе патологического 

процесса функциональные клетки печени (Burra et al., 2004; Alison et al., 2007; Conigliaro 

et al., 2010). К числу таких клеток в настоящее время относят эмбриональные стволовые 

клетки, внепеченочные стволовые клетки (мезенхимные клетки костного мозга или 

другой локализации, особенно из жировой ткани), а также внутрипеченочные 

прогениторные клетки (Galvao et al., 2006; Aquino et al., 2010; Darwiche, Petersen, 2010; 

Katoonizadeh et al., 2014; Yovchev et al., 2014). Теоретически, трансплантация клеток и 

генная инженерия могут принести большую пользу для терапии ЦП.  Однако предстоит 

предпринять еще немало усилий, чтобы эти методы могли использоваться в 

клинической практике в качестве рутинных операций (Laurson et al., 2005; Muraca et al., 

2006; Lysy et al., 2008; Piscaglia et al., 2010; Tirnitz-Parker et al., 2013). 

Поэтому, параллельно с разработкой новых методов клеточной терапии, 

проводятся исследования, цель которых состоит в усилении способности самой 

патологически измененной печени восстанавливаться до исходного нормального 

уровня. Необходимость таких исследований заключается в том, чтобы избежать 
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трансплантации органа и предотвратить смертность из-за иммунной несовместимости. 

Поэтому выявление клеточных популяций способных участвовать в регенерации 

печени, установление клеточных механизмов восстановления массы и функции 

поврежденного органа являются важными задачами на пути повышения ее эндогенных 

регенераторных потенций. 

Репаративная регенерация патологически измененной печени, которая может 

происходить, как путем увеличения объема функционирующей паренхимы, так и путем 

резорбции избыточного коллагена, направлена на нормализацию стромально-

паренхиматозных взаимоотношений. Недостаточность регенерации может 

способствовать хронизации патологического процесса в печени и усилению его тяжести 

(LaBrecque, 1994). Известно, что нормальный и репаративный рост любого органа 

может осуществляться за счет увеличения числа клеток (пролиферации), увеличения 

числа геномов в клетках (полиплоидизации) и за счет увеличения массы цитоплазмы 

клеток, не связанной с их полиплоидизацией (собственно гипертрофии) (Goss, 1966). 

В настоящее время общепринято, что полиплоидизация паренхимы печени 

осуществляется путем чередования ацитокинетических и полиплоидизирующих 

реституционных митозов по схеме: 2с → 2с×2 → 4с → 4с×2 → 8с и т.д. Детали этого 

процесса могут различаться у разных видов млекопитающих (Nadal, Zaidela, 1966; 

Brodsky, Uryvaeva, 1985; Kudryavtsev et al., 1993; Duncan et al., 2010; Donne et al., 2020), 

но его отправной точкой является пул одноядерных диплоидных гепатоцитов. 

Считается, что именно диплоидные (2с) гепатоциты во многом определяет 

регенераторный потенциал печени (Сакута, Кудрявцев, 1996, 2005; Patterson, Swift, 

2019). 

В таблицах 3.3 и 3.4 (раздела 3.1.4) приведены наши данные об относительном 

количестве гепатоцитов различных классов плоидности в нормальной и цирротической 

печени крыс и человека. Они позволяют заключить, что несмотря на значительное 

различие в уровнях полиплоидизации паренхимы нормальной печени крыс и человека, 

динамика популяции гепатоцитов у крыс и человека в ходе развития ЦП схожа. 

Сходство проявляется, прежде всего, в увеличении среднего уровня плоидности 

гепатоцитов при ЦП по сравнению с нормой. Кроме того, из результатов, 

представленных в таблицах 3.3 и 3.4, следует, что популяция диплоидных гепатоцитов, 

доля которых увеличивается при ЦП у крыс и составляет значительную часть 
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популяции клеток паренхимы печени у человека, играет значительную роль в 

восстановлении поврежденной паренхимы печени. Этот тезис подтверждается 

результатами других авторов. Во-первых, было показано, что доля 2с-гепатоцитов при 

ЦП постепенно увеличивается после прекращения отравления крыс ССl4 крыс (Сакута, 

Кудрявцев, 1996). Во-вторых, установлено, что диплоидные гепатоциты вступают в 

митотический цикл значительно активнее, чем полиплоидные (Урываева, Маршак, 1969; 

Watanabe, 1970; Watanabe et al., 1984; Gerlyng et al., 1993; Gorla et al., 2001).  

Известно, что наряду с пролиферацией и полиплоидизацией существенную роль в 

нормальном и репаративном росте различных органов играет гипертрофия клеток (Goss, 

1966; Бродский, Урываева, 1981). Обычно клеточную гипертрофию связывают с 

увеличением числа геномов в клетке (полиплоидией), что неизбежно приводит к 

увеличению ее размера. Значительно реже изучают гипертрофию, не связанную с 

увеличением плоидности клетки или предмитотическими синтезами. Между тем 

определение этого показателя может иметь важное значение при исследовании 

механизмов нормального и репаративного роста органа. Степень гипертрофии клеток в 

этом случае связывают с размерами их цитоплазмы, поскольку изменение размеров ядер 

практически не влияет на общий размер клеток. Точная оценка гипертрофии клетки, не 

связанной с ее плоидностью, может быть достигнута путем параллельного определения 

уровня плоидности клетки и объективных показателей ее размера. Таким показателем 

может быть сухая масса (СМ) клетки, более 80 % которой составляют белки (Гизе, 1959; 

Бродский, 1966). Измерение СМ гепатоцитов показало, что перед началом отравления 

крыс ССl4 СМ клеток равнялась 812±17 пг. Через 6 мес после начала эксперимента 

значения СМ гепатоцитов у крыс контрольной группы (не подвергавшихся воздействию 

ССl4) составили 943±21 пг, а у крыс с ЦП — 1184±56 пг. СМ гепатоцитов в нормальной 

печени взрослого человека составляла в среднем 546,0±29,6 пг, а у пациентов с ЦП - 

675,4±41,3 пг. Увеличение массы гепатоцитов в ходе развития ЦП, которое по 

сравнению с нормой составило 25,6 % (р < 0,001) у крыс и 23,7 % (p < 0,05) у человека, 

говорит о том, что гипертрофия клеток играет заметную роль в репаративном росте 

печени (Bezborodkina et al., 2021б). 

Данные об изменении массы паренхимы печени в ходе развития ЦП, сухой массе 

гепатоцитов и их плоидности в нормальной и цирротической печени крыс и человека 

дают возможность количественно оценить вклад процессов пролиферации (Q1), 
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полиплоидизации (Q2) и гипертрофии (Q3) клеток в нормальный и репаративный рост 

печени.  

Развитие CCl4–индуцированного цирроза у крыс связано с увеличением на 19 % 

(р < 0,05) массы печени (Bezborodkina et al., 2021б). В отличие от крыс, масса печени 

человека при ЦП уменьшается (Patel et al., 2019; Simon et al, 2020; Hagen et al., 2022), 

сопровождаясь значительным снижением доли паренхимы. Если в нормальной печени 

человека доля паренхимы равна 90,6±0,9 %, то при ЦП она составляет лишь 54,0±2,5 % 

(табл. 3.2) (Bezborodkina et al., 2021б), свидетельствуя о преобладании гибели 

гепатоцитов над их восполнением. 

Представленные в таблице 3.11 данные свидетельствуют о том, что у крыс 

заметную роль в увеличении массы органа при развитии ЦП играет гипертрофия клеток 

(около 18 %). Однако основной вклад в репаративный рост печени вносят клеточные 

процессы, связанные с синтезом ДНК и сопровождающиеся увеличением числа клеток в 

органе. На долю пролиферации, связанной с обычными митотическими делениями 

клеток, приходится 66 %, а на долю полиплоидизации 16 %.  Схожие данные были 

получены ранее при исследовании клеточных механизмов нормального и репаративного 

роста печени у крыс (Сакута, Кудрявцев, 1996). Несколько меньший вклад 

пролиферации (57 %) и увеличенный вклад полиплоидизации (30 %) при формировании 

ЦП, найденные авторами, по-видимому, связаны с возрастными отличиями животных, 

использованных в эксперименте. 

 

Таблица 3.11 — Относительный вклад (%) пролиферации (Q1), полиплоидизации (Q2) и 

гипертрофии (Q3) гепатоцитов в изменение массы печени крыс и человека в ходе развития 

цирроза печени (ЦП). 

 Q1 Q2 Q3 

Крыса 66 16 18 

Человек 111,2 –7,3 –3,9 

Примечание: при расчетах вклада(ов) пролиферации, полиплоидии и гипертрофии 

клеток предполагали, что отношение массы паренхимы печени цирротической печени к массе 

паренхимы нормальной печени (М) с учетом обновления клеток в ходе развития ЦП составляет 

у крыс 4,0, а у человека 0,37.  

 

Определение вклада(ов) пролиферации, полиплоидии и гипертрофии гепатоцитов 

в репаративный рост печени у человека показало, что репаративный рост печени 
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человека в ходе развития цирроза осуществляется исключительно за счет митотических 

делений мелких диплоидных гепатоцитов (табл. 3.11). 

Хотя многие исследователи считают, что цирроз печени необратим, целый ряд 

авторов придерживаются противоположной точки зрения (Саркисов, Рубецкой, 1965; 

Powell et al., 1970; Солопаев, 1985; Dufour et al, 1997; Kaplan et al., 1997; Lau et al., 1999; 

Benyon, Iredale, 2000; Wanless, 2001; Kweon et al., 2001; Hammel et al., 2001). Ключевыми 

вопросами в работах, посвященных проблеме обратного развития ЦП, являются степень 

возврата патологических изменений в печени к нормальному состоянию после 

применения соответствующих лечебных мероприятий и уровень повреждающего 

действия самой терапии на печень больных ЦП. 

Понимание механизмов, вовлекаемых в процесс фиброзирования печени, является 

основополагающей задачей, от решения которой зависит разработка подходов к терапии 

ЦП. Фиброз и цирроз являются динамичными процессами, способными с течением 

времени как прогрессировать, так и подвергаться регрессии в зависимости от того будет 

ли перманентно присутствовать причина, лежащая в основе этого заболевания (Arthur, 

2002). Поэтому первостепенную важность при решении проблемы возврата структуры и 

функции цирротической печени к исходной, нормальной, приобретает устранение 

причины, вызвавшей ЦП. Наши результаты, свидетельствуют о том, что прекращение 

отравления крыс CCl4 уже через 1 мес приводит к заметному улучшению структуры 

печени, которое выражается, главным образом, в уменьшении доли соединительной 

ткани. Однако спустя даже 6 мес
*)

 после окончания повреждающего воздействия 

полного восстановления дольковой структуры органа не происходит (рис. 3.53) 

(Kudryavtseva et al., 1998, 1999, 2001а; Кудрявцева и др., 2000).  

В экспериментах на крысах мы протестировали ряд способов лечения, которые, 

в принципе, могли бы повысить степень и скорость восстановления структуры и 

функции печени, нарушенных в ходе развития ЦП. Условно можно выделить 

несколько направлений исследований, нацеленных на поиск способов реверсии 

цирротических изменений в печени при условии устранения повреждающего агента: 

усиление пролиферативного потенциала гепатоцитов, уменьшение массы 

соединительной ткани, снижение нагрузки на печень и повышение функционального 

                                                 
*)

 Считается, что возраст крыс 11–13 мес примерно соответствует возрасту 30 лет у человека, а возраст 24–27 мес 

примерно соответствует возрасту человека 60–70 лет (Weisfeld, 1998). Следовательно, возрастной интервал 6 мес у 

крыс примерно соответствует интервалу 12–15 лет у человека. 
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состояния некоторых систем организма, оказывающих прямое влияние на уровень 

регенераторного процесса. 

 

 

Рисунок 3.53 — Срезы печени крыс: а, б — при циррозе печени; в, г — через 6 мес после 

прекращения воздействия CCl4; а, в — окраска по Ван-Гизону, б, г — окраска гематоксилин-

эозином. 

 

В качестве агентов и процедур потенциально способных усилить регенерацию 

цирротически измененного органа и нормализовать его структуру и функцию была 

использована частичная резекция печени (Nakamura et al., 1984; Imai et al., 1990; Castells 

et al., 1994), высокоуглеводная диета (Stowell et al., 1951; Bernelli-Zazzera, Gaja, 1964; 

Jennische, 1983; Hinson, 1983; Frederiks, 1985; Kabadi et al., 1985), хорионический 

гонадотропин человека (Солопаева, 1969; Солопаева, Солопаев, 1991) и дипептид лизин-

глутамин (Киселева и др., 1999).  

Хотя для повышения регенерационной способности цирротической печени крыс 

использовались агенты различной природы, их действие приводило к однотипным 
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результатам. Суммарный итог наших эксперментальных исследований (Kudryavtseva et 

al., 1998, 1999, 2001а; Кудрявцева и др., 2000) состоит в следующем: 

1) Дольковая структура органа не восстанавливается даже спустя 6 мес после 

завершения воздействия на животных ССl4, несмотря на определенную 

нормализацию гистологической структуры печени — уменьшение доли 

соединительной ткани, исчезновение очагов воспаления, уменьшение количества 

клеток Купфера (рис. 3.54). 

 

 

Рисунок 3.54 — Срезы печени крыс: а — норма; б — цирроз печени; в — через 6 мес 

после частичной гепатэктомии. Окраска по Ван-Гизону.  

 

2) Функциональные показатели печени после прекращения воздействия на 

животных ССl4 восстанавливаются быстрее и полнее, чем ее гистологическая 

структура и, прежде всего, заключаются в существенном снижении содержания 

гликогена в гепатоцитах, повышении активности Г-6-Фазы и повышении 

активности ГФа. Вместе с тем, в отличие от ГФа, содержание гликогена и 

активность Г-6-Фазы, не достигали значений нормы даже спустя 

продолжительное время после прекращения токсического воздействия. 

3) Между снижением содержания гликогена в гепатоцитах и активностью Г-6-Фазы 

в печени крыс выявлена обратная зависимость (r = –0,84, p < 0,001), (рис. 3.55). 
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Рисунок 3.55 — Зависимость содержания гликогена в гепатоцитах от активности 

глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Фазы) в печени крыс. 

 

Таким образом, проведенное исследование с применением различных методов 

терапии ЦП у крыс установило, что, несмотря на определенное улучшение 

архитектоники органа, полного восстановления его исходного долькового строения не 

происходит даже по истечении длительного времени наблюдения. Анализ полученных 

данных показал, что ведущим фактором улучшения морфологии цирротически 

измененной печени является прекращение патогенного воздействия. Методы лечения 

ЦП у крыс, использованные в данной работе, оказывали лишь слабое влияние на ход 

восстановления пораженного органа (Kudryavtseva et al., 1998, 1999, 2001а; Кудрявцева 

и др., 2000). 

Масштабные исследования с использованием экспериментальных моделей ЦП 

(Iimuro et al., 2003; Parsons et al., 2004; Siller-Lopez et al., 2004; Roderfeld et al., 2006; Atta 

et al., 2014) и клинические данные, полученные на пациентах с ЦП (Wanless et al., 2000; 

Poynard et al., 2002; Dienstag et al., 2003) показали, что исключение этиологического 

источника хронического повреждения печени приводит к уменьшению уровня 

противовоспалительных и фиброгенных цитокинов, снижению продукции 

внеклеточного матрикса и апоптозу звездчатых клеток (Iredale et al., 1998; Iredale, 2007; 

Krizhanovsky et al., 2008; Wright et al., 2001). Кроме того, во многих работах 

продемонстрировано значительное уменьшение объема фиброзной ткани после 

воздействии на ЦП различными агентами (Lewis et al., 1983; Weinbren et al., 1985; Dufour 

et al., 1997; Sobesky et al., 1999; Guerret, 1999; Poynard et al., 2002; Liu et al., 2013; Sun et 

al., 2020). Тем не менее, несмотря на все эти положительные результаты, большинство 
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исследователей в настоящее время считают, что обратному развитию может 

подвергаться только фиброз, но не зрелый цирроз (Desmet, Roskams, 2004; Malekzadeh et 

al., 2004; Bravo et al., 2012). Полная обратимость цирротических изменений в печени 

допускается лишь в редких случаях или считается спорным результатом (Benyon, 

Iredale, 2000; Di Vinicius et al., 2005; Ramachandran, Iredale, 2009; Metwally et al., 2017). 

Поэтому утверждать, что использование различных методов лечения ЦП приведет к 

обратному развитию структурных изменений в печени до уровня характерного для 

нормальной архитектуры печени, пока нельзя. Наши данные, полученные при изучении 

CCl4-цирроза печени у крыс в течение длительного восстановительного периода после 

прекращения отравления животных гепатотропным ядом, также подтверждают этот 

тезис (Kudryavtseva et al., 1998, 1999, 2001а; Кудрявцева и др., 2000).  

Фиброзирование органа и глубокая перестройка сосудистого русла печени при 

циррозе приводят к гипоксии и ухудшению снабжения клеток ее паренхимы 

необходимыми субстратами. Помимо этого, развитие ЦП сопровождается постоянно 

протекающими процессами воспаления, гибели и пролиферации различных типов 

клеток, а также нейтрализации повреждающих агентов, которые требуют значительных 

затрат энергии. Поэтому, в принципе, прекращение повреждающего воздействия на 

печень, которое ведет к существенному снижению интенсивности всех этих процессов, 

должно повлечь за собой высвобождение значительного количества энергии, которая 

может быть перенаправлена на восстановление структуры и многочисленных функций 

поврежденной печени. Однако данные об уровне гипоксии в печени и энергетическом 

статусе органа после прекращения повреждающего воздействия и терапии ЦП в 

настоящее время отсутствуют. 

 Одним из фармакологических агентов, используемых при лечении ЦП, является 

2-этилтиобензимидазола гидробромид (бемитил, БМ). Показано, что он ускоряет 

репаративную регенерацию печени, улучшает функцию патологически измененного 

органа, проявляет иммуномодулирующий и антиоксидантный эффекты (Плотников и 

др., 1989; Смирнов, 1993; Смирнов, 1994; Гайворонская, 2000). Установлено также, что 

БМ обладает антимутагенными свойствами (Дурнев, Середенин, 1995; Зиновьева и др., 

1995; Середенин и др., 1986) и оказывает благоприятное действие на углеводный обмен 

цирротически измененной печени крыс. Полагают, что основной механизм влияния БМ 
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на углеводный обмен в печени опосредован усилением процессов транскрипции и 

трансляции (Оковитый, 1995).  

Наиболее распространенной экспериментальной моделью для получения ЦП 

является хроническое воздействие на животных гепатотропным ядом, в качестве 

которого особенно часто используется четыреххлористый углерод (CCl4). Полагают, что 

ЦП, развивающийся у животных, сходен с ЦП у человека (Zimmerman, 1978; Закусов, 

1985; Саркисов, 1987; Kohno et al., 1991; Скобелева, 1994). Вместе с тем, оценка доли 

соединительной ткани, определение активности ферментов и содержания гликогена 

показала, что патологический процесс в печени человека приводит к значительно более 

глубоким структурным и функциональным перестройкам, чем в печени животных 

(Owen et al., 1981, 1983; Кудрявцева и др., 1992). В связи с этим очевидно, что данные, 

полученные при изучении патогенеза и обратимости ЦП у животных, требуют 

существенной коррекции, при использовании их для человека. Поэтому в данной работе 

проведено сравнительное исследование влияния БМ на реабилитацию патологически 

измененной печени у крыс и человека (Кудрявцева и др., 2002а, 2002б; Kudryavtseva et 

al., 2003; Кудрявцева и др., 2004; Оковитый и др., 2006). При этом эффекты БМ на 

печень больных хроническим вирусным гепатитом изучали, как на стадии до развития 

ЦП, так и на стадии цирроза (Кудрявцева и др., 2002а). 

Исследование эффектов БМ на метаболизм гликогена в цирротической печени 

крыс показало, что применение этого препарата вызывает значительное снижение 

содержания гликогена в гепатоцитах и повышение активности Г-6-Фазы в печени 

животных (табл. 3.12). Однако подобно другим использованным в нашей работе 

агентам, БМ не приводит к полной нормализации этих показателей. Уровни гликогена в 

гепатоцитах после терапии БМ остаются на 23 % выше (p < 0,001), а активность Г-6-

Фазы — на такую же величину ниже (p < 0,02), чем в контроле (Кудрявцева и др., 2002б; 

Kudryavtseva et al., 2003). Снижение уровней гликогена в печени крыс после терапии 

БМ, несомненно, указывает на благоприятное влияние этого препарата на 

патологически измененный орган (Кудрявцева и др., 2002б; Кудрявцева и др., 2004). 

Необходимо, однако, еще раз подчеркнуть, что результаты, полученные при изучении 

обратимости ЦП у животных, можно использовать для человека лишь с большой 

осторожностью. 
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Таблица 3.12 — Содержание суммарного гликогена и его фракций в гепатоцитах (усл.ед.), 

активность глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Фазы) (нмоль/ мин/мг белка) в печени крыс в норме, при 

циррозе (ЦП) и на фоне лечения цирроза 2-этилтиобензимидазола гидробромидом (ЦП+БМ), усл. ед. 

(XSx, n = 5). 

Вариант опыта 
Суммарный 

гликоген 

ЛД-фракция 

гликогена 

ТД-фракция 

гликогена 

Активность 

Г-6-Фазы 

Контроль 2,39±0,06 1,93±0,05 0,38±0,03 0,77±0,03 

ЦП 7,73±0,07
1
 4,53±0,07

1
 3,05±0,02

1
 0,20±0,08

1 

ЦП + БМ 2,94±0,05
1
 1,99±0,06 0,62±0,02

1
 0,59±0,05

2
 

1,2 
Достоверно отличается от значения в контроле (

1
р < 0,001, 

2
р < 0,02). 

 

Полученные данные свидетельствуют о том, что базовая терапия больных ХВГ и 

ЦП фактически не влияла на содержание гликогена в клетках. В то же время лечение 

БМ приводило к снижению его содержания в гепатоцитах, которое было особенно 

заметным у больных ХВГ, чем у больных с ЦП (табл. 3.13) (Кудрявцева и др., 2002а). 

Следует также отметить, что терапия больных ЦП с использованием БМ вызывала лишь 

9%-ое падение уровней гликогена в гепатоцитах (p < 0,01), в то время как в гепатоцитах 

крыс БМ снижал содержание гликогена на 77 % (табл. 3.12). Содержание гликогена в 

гепатоцитах после окончания лечения пациентов с ЦП препаратом оставалось выше 

уровня нормы примерно в 2,38 раза (р < 0,001) (табл. 3.13). При схожей схеме 

использования БМ для лечения ЦП у крыс содержание гликогена в гепатоцитах после 

лечения продолжало превышать уровень нормы лишь в 1,23 раза (р < 0,001) (табл. 3.12) 

(Кудрявцева и др., 2002б; Kudryavtseva et al., 2003). Слабое влияние БМ на печень 

пациентов, возможно, связано с персистированием вируса и/или более глубокой 

структурной перестройкой паренхимы у человека по сравнению с крысами (Кудрявцева 

и др., 2002а; Bezborodkina et al., 2021б). 

 

Таблица 3.13 — Содержание суммарного гликогена и его фракций в гепатоцитах 

пациентов различных групп, усл. eд. (XSx). 

Показатель 

Группы пациентов 

I 

(n = 10) 

II 

(n = 12) 

III 

(n = 3) 

IV 

(n = 9) 

V 

(n = 13) 

VI 

(n = 4) 

VII 

(n = 9) 

Суммарный 

гликоген 
3,4±0,1 6,5±0,1 6,0±0,3 5,6±0,1 8,9±0,2 9,4±0,4 8,1±0,2 

ЛД-фракция 2,9±0,1 5,2±0,1 4,4 ±0,1 4,3±0,1 6,0±0,1 6,7±0,1 6,5±0,1 

ТД-фракция 0,4±0,1 1,4±0,1 1,6±0,3 1,0±0,1 2,9±0,2 3,1±0,5 1,5±0,2 

Примечание: I группа — контроль, II — ХВГ без терапии, Ш — ХВГ после базовой терапии, IV 

— ХВГ после терапии 2-этилтиобензимидазола гидробромидом, V — ЦП без терапии, VI — ЦП после 

базовой терапии, VII — ЦП после терапии 2-этилтиобензимидазола гидробромидом. Все значения в 

группах пациентов II–VII достоверно отличаются от соответствующих значений в группе I при 

p < 0,001. 
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Несмотря на все усилия, направленные на то, чтобы состав исследуемых групп 

пациентов был однородным по ряду показателей, достичь этого и тем самым исключить 

проблемы, связанные с гетерогенностью клеточных популяций в паренхиме печени 

человека, оказалось невозможно. Поэтому для снижения влияния разнородности состава 

пациентов в группах на содержание гликогена в гепатоцитах использовали серийные 

биопсии печени, полученные от одного и того же пациента через разные интервалы 

времени после терапии бемитилом (таблицы 3.14, 3.15) (Кудрявцева и др., 2002а). 

 

Таблица 3.14 — Содержание суммарного гликогена (СГ) и его фракций в гепатоцитах, 

полученных из серийных биоптатов печени больных ХВГ до (I биопсия) и после (II биопсия) 

терапии 2-этилтиобензимидазола гидробромидом, усл. ед. (XSx). 

Пациенты 

№№ 

Содержание гликогена 

I биопсия II биопсия 

СГ ЛД-фракция ТД-фракция СГ ЛД-фракция ТД-фракция 

1 9,3±0,8 6,1±0,3 3,2±0,9 6,1±0,2 5,0±0,2 1,1±0,3 

2 6,4±0,4 5,1±0,3 1,3±0,5 5,2±0,1 4,3±0,2 0,9±0,2 

3 4,5±0,3 3,5±0,2 1,0±0,4 4,0±0,3 3,1±0,1 0,9±0,3 

4 6,6±0,8 4,6±0,3 2,0±0,6 4,9±0,5 4,1±0,2 0,8±0,3 

5 9,0±0,9 6,8±0,2 2,2±0,9 8,1±0,6 6,6±0,3 1,6±0,6 

6 6,7±0,3 4,8±0,5 1,9±0,6 5,1±0,4 4,1±0,3 1,0±0,5 

7 8,1±0,4 6,3±0,5 1,9±0,6 7,1±0,4 5,9±0,4 1,2±0,6 

8 9,0±0,8 6,8±0,3 2,3±0,9 7,0±0,4 5,9±0,3 1,1±0,5 

9 7,6±0,8 5,0±0,2 2,6±0,8 6,2±0,2 5,3±0,2 0,9±0,3 

 

Таблица 3.15 — Содержание суммарного гликогена (СГ) и его ЛД- и ТД-фракций в 

гепатоцитах, полученных из серийных биоптатов печени больных ЦП до (I биопсия) и после (II 

биопсия) терапии 2-этилтиобензимидазола гидробромидом, усл. ед. (XSx). 

Пациенты 

№№ 

Содержание гликогена 

I биопсия II биопсия 

СГ ЛД-фракция ТД-фракция СГ ЛД-фракция ТД-фракция 

1 8,5±0,4 5,8±0,4 2,7±0,6 7,8±0,3 6,5±0,2 1,3±0,4 

2 10,2±1,0 6,7±0,3 3,5±1,0 8,5±0,9 6,7±0,3 1,8±0,9 

3 8,3±1,0 5,3±0,3 3,0±1,0 8,0±0,7 6,4±0,5 1,6±0,9 

4 9,5±0,9 6,6±0,3 2,9±0,9 8,5±0,4 6,7±0,5 1,8±0,6 

5 7,7±0,6 5,8±0,2 1,9±0,6 7,2±0,6 6,2±0,4 1,0±0,7 

6 8,7±0,4 6,2±0,4 2,5±0,6 8,0±0,9 6,4±0,4 1,6±0,9 

7 9,0±0,8 5,3±0,3 3,7±0,8 8,2±0,7 6,6±0,2 1,6±0,7 

8 9,4±1,0 6,8±0,3 2,6±1,0 8,1±0,6 6,9±0,3 1,2±0,7 

9 9,8±1,0 5,5±0,2 4,4±1,0 8,5±0,6 6,2±0,3 2,3±0,7 
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Ранее на материале более 160 биопсий печени больных ХГ, было установлено, что 

содержание гликогена в гепатоцитах пациентов, не зависит от этиологии заболевания и 

увеличивается по мере усиления поражения печени. У больных с тяжелой степенью 

поражения печени содержание гликогена в клетках могло превышать норму более чем в 

4 раза (Кудрявцева, 1987). Исследование, проведенное нами, показало (табл. 3.13, 3.14, 

3.15), что терапия БМ, в отличие от базовой терапии, ведет к снижению содержания 

гликогена и у больных ХВГ, и у пациентов с ЦП (Кудрявцева и др., 2002а). При этом у 

пациентов с ЦП наблюдается обратная корреляция (r = – 0,87; p < 0,01) между степенью 

снижения содержания гликогена в гепатоцитах и его первоначальным уровнем в клетках 

(рис. 3.56). Этот результат означает, что действие БМ на содержание гликогена в 

клетках тем значительнее, чем меньше тяжесть поражения печени (Кудрявцева и др., 

2002а). 

 

 

Рисунок 3.56 — Зависимость между степенью снижения содержания гликогена в 

гепатоцитах и первоначальным его уровнем в клетках пациентов с ЦП после терапии БМ. По 

результатам серийных биопсий. 

 

Анализ зависимости относительного падения уровней гликогена в гепатоцитах от 

длительности интервала между 1-й и 2-й биопсиями обнаружил, что она существует 

только для больных ХВГ (рис. 3.57). Подобный результат предполагает, что в случае 

ХВГ, при котором патологические изменения в печени выражены в меньшей степени, 

чем при ЦП, терапия БМ приводит к прогрессирующему и длительному улучшению 

метаболизма гликогена в печени (Кудрявцева и др., 2002а). 
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Рисунок 3.57 — Зависимость снижения содержания гликогена в гепатоцитах печени 

пациентов с ХВГ от продолжительности интервала времени между I и II биопсиями после 

терапии БМ. 

 

Исследование зависимости содержания гликогена в гепатоцитах пациентов с ХВГ 

от активности Г-6-Фазы в печени (рис. 3.58) показало, что, как и у крыс с ЦП 

(Кудрявцева и др., 2002б), активность этого фермента в значительной степени 

определяет уровень гликогена в клетках. Увеличение активности Г-6-Фазы приводит к 

снижению его содержания в гепатоцитах (Кудрявцева и др., 2002а). 

Исходя из вышесказанного, можно заключить, что гликогеноз гепатоцитов при 

ЦП у крыс и человека после прекращения повреждающего воздействия на печень в 

значительной мере обратим. Дополнительное применение методов терапии после 

удаления патогенного воздействия оказывает лишь небольшой положительный эффект. 

Установлено также, что степень снижения уровней гликогена в гепатоцитах 

цирротической печени после терапии обратно пропорциональна содержанию гликогена 

в клетках до лечения и повышению активности Г-6-Фазы (Kudryavtseva et al., 1998, 1999, 

2001а, 2003; Кудрявцева и др., 2000; 2002а, 2002б, 2004). 
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Рисунок 3.58 — Зависимость снижения содержания гликогена в гепатоцитах пациентов с 

ХВГ от повышения активности глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Фазы) в печени после терапии БМ. 

По результатам серийных биопсий.  

 

Содержание гликогена в гепатоцитах, помимо физиологических требований со 

стороны организма и факторов метаболического характерам (концентрации глюкозы в 

крови, уровня инсулина и глюкагона, активности ферментов и др.), может зависеть от 

числа молекул гликогена и их пространственной структуры. Теоретически, число 

остатков глюкозы на 4-х внешних ярусах молекул гликогена (~50000) может превышать 

число остатков, содержащихся в 8-ми внутренних ярусах (3315), в 15–16 раз (Roach et 

al., 2012). Даже если учесть, что прямому, без участия деветвящего энзима, действию 

ГФа подвергается лишь 34,6% α-1,4-гликозидных связей в гликогене (Shearer, Graham, 

2004), колебания содержания гликогена в клетках, только из-за изменений 

пространственной структуры его молекул, могут достигать примерно 5 раз. Можно 

предположить, что вариабельность содержания гликогена в гепатоцитах, связанная с 

разным числом его молекул в клетках, по-видимому, также значительна. 

Данные, приведенные на рисунке 3.59, демонстрируют, что у крыс контрольной 

группы общее число остатков глюкозы в одной молекуле (β-частице) гликогена 

составляет, в среднем, 18810±734, а при ЦП оно значительно меньше — 7107±390.  

Полученные данные о числе остатков глюкозы в молекулах гликогена означают, 

что в норме пространственная структура молекул гликогена у крыс включает полностью 

заполненные остатками глюкозы десять ярусов и заполненный на 41% 11-й ярус, а при 

ЦП — полностью заполненные девять ярусов и всего на 3,3% — 10-й ярус (рис. 3.59). 

На основании данных о зависимости диаметра молекул гликогена от числа остатков 
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глюкозы в них (Shearer, Graham, 2004; Roach et al., 2012) можно выяснить, что средний 

диаметр молекул гликогена в гепатоцитах нормальной печени крыс составляет 36 нм, а 

при ЦП ~ 31 нм. Различные способы реабилитации ЦП приводят к определенной 

реверсии структуры молекул гликогена, нарушенной в результате длительного развития 

патологического процесса, но полностью не восстанавливают ее (рис. 3.59).  

 

 
Рисунок 3.59 — Количество остатков глюкозы в молекулах гликогена гепатоцитов 

нормальной и цирротической печени крыс через разные интервалы времени после прекращения 

отравления животных CCl4 и применения различных методов терапии цирроза печени (ЦП). БВ 

— без какого-либо воздействия; УП — высокоуглеводная диета; ХГЧ — хорионический 

гонадотропин человека; БМ  —  2-этилтиобензимидазола гидробромид; ЧГ — частичная 

гепатэктомия. 

 

Исключение повреждающего агента и применение дополнительной терапии 

приводит к однотипному изменению пространственной структуры гликогена, которое 
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выражается в увеличении числа остатков глюкозы в его молекулах. Наибольший 

прирост числа остатков глюкозы в молекулах гликогена, как можно было предполагать, 

наблюдался в группе крыс, которые получали пищу с высоким содержанием углеводов 

(рис. 3.59). Уже через 1 мес после начала получения высокоуглеводной пищи 

количество остатков глюкозы в гепатоцитах крыс этой группы превышало уровень 

нормы на 47 % (p < 0,001), а через 6 мес увеличивалось почти вдвое. Остальные методы 

терапии ЦП у крыс оказывали меньший эффект, который, однако, усиливался при 

увеличении ее продолжительности (рис. 3.59). 

Результаты определения относительного количества молекул гликогена в 

гепатоцитах нормальной и цирротически измененной печени крыс представлены на 

рисунке 3.60. 

 

 
Рисунок 3.60 — Относительное количество молекул гликогена в гепатоцитах 

нормальной и цирротической печени крыс через разные интервалы времени после прекращения 

отравления животных CCl4 и применения различных методов терапии цирроза печени (ЦП). БВ 

— без какого-либо воздействия; УП — питание пищей с высоким содержанием углеводов; ХГЧ 

— хорионический гонадотропин человека; ЧГ — частичная гепатэктомия; БМ — 2-

этилтиобензимидазола гидробромид. 
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Полученные данные, позволяют сделать вывод о том, что развитие ЦП у крыс 

сопровождается 2–3-х кратным уменьшением числа остатков глюкозы в молекулах 

гликогена и гораздо бόльшим (в 7–9 раз) увеличением числа его молекул (рис. 3.59 и 

рис. 3.60). Различные методы терапии ЦП приводят не только к увеличению числа 

остатков в молекулах гликогена и, соответственно, к увеличению размера самих 

молекул, но и к уменьшению количества молекул гликогена, сопровождаясь при этом 

падением его уровней в гепатоцитах. Относительный вклад количества молекул 

гликогена и числа остатков глюкозы в них в снижение содержания гликогена в клетках 

отличается при использовании разных методов лечения ЦП (рис. 3.59 и рис. 3.60). Тем 

не менее, можно заключить, что вклад снижения количества молекул гликогена в 

уменьшение его содержания в гепатоцитах при реабилитации ЦП наиболее весом.  

В нормальной печени человека молекулы гликогена несколько крупнее, чем у 

крыс и содержат, в среднем, 24034±707 остатков глюкозы. Развитие ЦП у человека 

связано с уменьшением ~ в 2,6 раза (p<0,01) числа остатков глюкозы в молекулах 

гликогена и увеличением в 8–10 раз числа молекул гликогена (рис. 3.61). Стоит 

отметить, что пространственная структура β-частиц гликогена в гепатоцитах 

цирротической печени человека практически идентична таковой у крыс: молекулы 

также состоят из 9-ти полных ярусов и частично заполненного остатками глюкозы 10-го 

яруса (рис. 3.59, рис. 3.61). 

 
Рисунок 3.61 — Общее количество остатков глюкозы и их распределение на внешних 

ярусах молекул гликогена в гепатоцитах пациентов I–VII групп. Примечание: I группа — 

контроль, II — ХВГ без терапии, Ш — ХВГ после базовой терапии, IV — ХВГ после терапии 2-

этилтиобензимидазола гидробромидом, V — ЦП без терапии, VI — ЦП после базовой терапии, VII — ЦП 

после терапии 2-этилтиобензимидазола гидробромидом. 
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Терапия пациентов с ЦП бемитилом (рис. 3.61, VII группа) приводила к 2–х 

кратному увеличению среднего числа остатков глюкозы в молекулах гликогена и 

примерно такому же уменьшению количества молекул гликогена в гепатоцитах. Схожие 

данные были получены при определении и количества остатков глюкозы в молекулах 

гликогена в гепатоцитах пациентов с ХВГ при лечении их БМ (рис. 3.61, IV группа).  

Причины уменьшения размера молекул гликогена и увеличения их числа в 

гепатоцитах при ЦП не ясны. Известно, однако, что процесс деградации гликогена в 

первую очередь затрагивает относительно более мелкие β-частицы и в меньшей степени 

крупные α-частицы (Sullivan et al., 2014). Подобный вывод подтверждается, кроме того, 

тем, что ГФ более активна в гликогене с меньшим молекулярным весом (Stetten, Stetten, 

1958). Данные по включению меченой глюкозы в гликоген также указывают на то, что 

скорость метаболизма его более крупных молекул ниже, чем мелких (Geddes et al., 

1977). Полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что площадь 

поверхности молекул гликогена, которая увеличивается с уменьшением их размера, 

может играть важную роль в контроле его деградации. Исходя из сказанного, можно 

предположить, что уменьшение размера молекул гликогена при ЦП представляет 

адаптивную реакцию, позволяющую увеличить скорость метаболизма гликогена.  

ЦП обычно заканчивается развитием печеночной недостаточности и/или 

приводит к образованию гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК) или злокачественных 

опухолей в других органах (Kalaitzakis et al., 2011; Ganne-Carrié, Nahon, 2019). Риск 

развития ГЦК у больных с ЦП в 26-60 раз выше, чем в общей популяции (Sorensen et al., 

1998; Kalaitzakis et al., 2011). Поэтому многие исследователи, главным образом, на 

основании данных морфологического анализа считают ЦП предканцерогенным 

состоянием (Anthony, 1978; Roncalli et al., 2011; Hytiroglu et al., 2012; Niu et al., 2017). 

ГЦК — один из наиболее смертоносных раков человека. Хроническая инфекция 

вирусами гепатита В или С, продукты питания, содержащие афлатоксины, 

продуцируемые микромицетами, нарушения обмена веществ, диабет и чрезмерное 

употребление алкоголя являются основными стимулами хронического воспаления 

печени, которое приводит к фиброзу (и) или циррозу, и в конечном счете к развитию 

ГЦК у человека (рис. 3.62).  
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Рисунок 3.62 — Факторы риска для развития ГЦК у человека. HCV — вирус гепатита С, 

HBV — вирус гепатита В; неалкогольная жировая болезнь печени, NAFLD, неалкогольный 

стеатогепатит, NASH (Jilkova et al., 2019).  

 

ГЦК — опухоль с очень высоким уровнем метаболизма, потребляющая гораздо 

больше кислорода, чем окружающая ее нормальная ткань (Guo et al., 2020). Поэтому, 

несмотря на сильную васкуляризацию, скорость диффузии О2 в опухоли часто 

оказывается недостаточной, что приводит к формированию гипоксического 

микроокружения клеток. Показано, что средний уровень оксигенации в ГЦК составляет 

~0,8 % (McKeown, 2014; Chen, Lou, 2017), тогда как в окружающей нормальной ткани 

он колеблется в пределах 4,0–7,3 % (Leary et al., 2002; Brooks et al., 2004). Фактор 

гипоксии играет ключевую роль в неоангиогенезе, прогрессии, инвазии и 

метастазировании опухоли (Hockel, Vaupel, 2001; Liu et al., 2017; Lin et al., 2018; Al 

Tameemi et al., 2019; Guo et al., 2020; Zhang et al., 2020; Emami Nejad et al., 2021; Cramer, 

Vaupel, 2022).  

Естественно предположить, что гепатоканцерогенез, развивающийся в условиях 

гипоксии, приведет к глубокой перестройке углеводного обмена в ГЦК и окружающих 

опухоль клетках печени, которая будет сопровождаться заметными изменениями 

содержания гликогена и активности ферментов его метаболизма. Однако данные о 

содержании гликогена в опухолевых клетках противоречивы. С одной стороны, было 

показано, что содержание гликогена в злокачественных клетках печени, для которых 
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накопление гликогена в норме является одной из основных дифференцированных 

функций, находится на низком уровне или даже отсутствует (Su, Bannasch, 2003; 

Takegoshi et al., 2016; Berndt et al., 2021). Полагают, что уменьшение запасов гликогена в 

этом случае связано с процессом трансформации пренеопластических гепатоцитов в 

опухолевые клетки. Злокачественная трансформация гепатоцитов в ходе длительного 

гепатоканцерогенеза ведет к фундаментальному изменению углеводного метаболизма, 

следствием которого является постепенное уменьшение первоначально высокого 

содержания гликогена в клетках (Bannasch et al., 1984; Bannasch, 2010; Harjes, 2022). 

Показано, что у мышей с ГЦК, полученной действием нитрозамина, существует 

обратная корреляция между размером опухоли и содержанием в ней гликогена, т.е. 

опухоли меньшего размера имеют значительно бόльшие запасы гликогена, в то время 

как опухоли большего размера содержат меньше гликогена. Аналогичным образом, в 

срезах опухоли печени человека окрашивание гликогена очень часто наблюдали в 

небольших узелках, но редко обнаруживали в более крупных опухолях. Несмотря на 

высокую вариабельность между индивидуумами, в большинстве случаев содержание 

гликогена было увеличено на стадии I (ранняя стадия), но резко снижено на более 

поздних стадиях развития ГЦК человека (стадия II, стадия III и стадия IV) по сравнению 

с соседними нормальными тканями. Кроме того, обнаружено, что расположение очагов 

клеток, содержащих гликоген, коррелирует с группами альфа-фетопротеин -позитивных 

клеток в этих срезах печени (Liu et al., 2021). Полученные данные позволяют 

предположить, что гликоген, как энергетический резерв глюкозы, расходуется на 

пролиферацию и рост злокачественных клеток в ходе прогрессии ГЦК. 

Считается, что высокие уровни гликогена являются ключевым событием для 

инициации онкогенетических процессов в ходе злокачественной трансформации клеток 

в печени (Cui et al., 2021; Liu et al., 2021; Davidson et al., 2022). Накопление гликогена в 

раковых клетках способствует их выживанию в гипоксической среде со скудным 

поступлением питательных веществ и дает возможность поддерживать высокую 

пролиферативную активность, усиливать инвазию и миграцию (Favaro et al., 2012; Zois, 

Harris, 2016; Althemus et al., 2019; Curtis et al., 2019). Показано, что ингибирование 

метаболизма гликогена вызывает гибель раковых клеток, в то время как увеличение 

накопления гликогена ускоряет онкогенез (Dukhande et al., 2018; Barot et al., 2019; Liu et 

al., 2021). 
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Таким образом, содержание гликогена в клетках печени может служить маркером 

ранней диагностики и прогноза ГЦК. Поэтому разработка лечебных мероприятий, 

направленных на снижение уровней гликогена в опухолевых клетках, может 

представлять стратегическую основу для терапии ГЦК. Вместе с тем, использование 

данных о содержании гликогена в опухолевой печени для прогноза течения и исхода 

ГЦК требует более детальной отработки метода количественного определения 

гликогена в опухолевых клетках и тщательного изучения его метаболизма.  

В настоящее время почти все исследования содержания гликогена в ГЦК 

основано на визуальной оценке интенсивности окрашивания срезов ткани или клеток с 

помощью PAS-реакции. При этом во многих работах с использованием PAS-реакции.  

авторы применяли очень короткое время окисления препаратов в йодной кислоте (5–10 

мин), а продолжительность окрашивания в реактиве Шиффа составляла всего 10–15 мин 

(Jiang et al., 2010; Favaro et al., 2012; Chen et al., 2019; Curtis et al., 2019; Chen et al., 2020; 

Tang et al., 2021; Liu et al., 2021). Между тем, давно известно, что для полного выявления 

гликогена в клетках необходимо использовать более длительное окисление препаратов в 

йодной кислоте, а продолжительность их окрашивания в реактиве Шиффа должна 

составлять ~ 90 мин (Кудрявцева и др., 1972; Gahrton et al., 1975). Это связано с тем, что 

быстрое PAS-окрашивание препаратов, используемое многими авторами, позволяет 

определять лишь небольшую часть гликогена в клетках (см. раздел 3.3) и не дает 

возможности исследовать его структуру в ткани. 

Одним из ключевых факторов, способствующих усилению гликолиза в 

опухолевых и не опухолевых клетках печени, является низкая активность Г-6-Фазы. 

Снижение активности этого фермента ослабляет продукцию эндогенной глюкозы и 

приводит к накоплению в клетках Г-6-Ф (Sun et al., 2009). Избыток глюкозо-6-фосфата 

усиливает гликолиз, увеличивает синтез жирных кислот, мочевой кислоты и лактата, а 

также, вследствие накопления гликогена и липидов, вызывает гепатомегалию и в 

конечном счете приводит к развитию опухоли (Gjorgjieva et al., 2016; Cho et al., 2018). 

Особенно четко это проявляется при гликогенозе 1-го типа (болезнь фон Гирке). При 

этой наследственной болезни, связанной с дефицитом Г-6-Фазы, гепатоциты 

накапливают огромное количество гликогена (Beaty et al., 2002). 

Показано, что активность Г-6-Фазы в ГЦК человека составляет ~ 47 % от уровня 

контроля (Taketa et al., 1976). Однако еще более низкая активность Г6Фазы по 
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сравнению с нормой была найдена в ГЦК сурков. Используя естественную модель ГЦК, 

развивающуюся в ходе онтогенеза у североамериканских лесных сурков Marmota 

monax, было установлено, что активность Г-6-Фазы в самой опухоли составляет 17 %, а 

в нормальной ткани печени, окружающей ГЦК, — 59,4 % по сравнению с активностью 

фермента в печени здоровых животных (Kuang et al., 2006).  

Считается, что четыреххлористый углерод (CCl4), который использовался в нашей 

работе для получения ЦП у крыс, не является генотоксическим агентом (Lee et al., 2013). 

Поэтому, чтобы вызвать ГЦК у животных CCl4 обычно используют в комбинации с 

каким-либо генотоксическим агентом, чаще всего с ДЭН, диэтилнитрозамином  (Santos 

et al., 2017; Jilkova et al., 2019). Однако, несмотря на то что CCl4 не является 

генотоксическим агентом, свободные радикалы CCl3
*
 и Cl

*
, образующиеся при его 

микросомальном окислении (Britton, Bacon, 1994), приводят к разрушению клеточных 

структур, которое сопровождается воспалением, фиброзом и усилением пролиферации 

клеток в печени. При длительном воздействии CCl4 на печень все эти процессы 

значительно увеличивают риск генетических ошибок и могут привести к формированию 

ГЦК. Показано, что внутрижелудочное введение CCl4 крысам в течение 30-ти недель  

вызывало образование ГЦК у 30–40% животных (Frezza et al., 1994). Фуджи с 

соавторами наблюдали множество хорошо сформированных ГЦК на поверхности 

печени после 15–17 нед воздействия на мышей CCl4 (Fujii et al., 2008). Повторные 

инъекции CCl4 мышам в течение двух лет приводили к формированию 50% НСС (Zhao 

et al., 2015), но 100%-ое развитие опухоли наблюдали у мышей после одновременного 

введения ДЭН и CCl4 (Uehara et al., 2014). 

Полученные в нашей работе данные свидетельствуют о том, что, несмотря на 

отсутствие генотоксичности CCl4, продолжительное хроническое воздействие этого 

агента вызывает изменения структуры и метаболизма печени очень схожие с теми, 

которые наблюдаются в ходе развития ГЦК:  

1) Узелковая пролиферация и атипизм гепатоцитов. 

2) Усиление ПОЛ и продукции АФК. 

3) Истощение антиоксидантных систем. 

4) Концентрация  внутренних мембран митохондрий значительно ниже, чем в 

норме. 

5) Интенсивный гликолиз. 
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6) Крайне низкая активность глюкокиназы. 

7) Низкая активность глюкозо-6-фосфатазы. 

8) Низкая активность гликогенфосфорилазы. 

9) Высокие уровни гликогена в гепатоцитах. 

Таким образом, можно заключить, что результаты настоящей работы 

подтверждают вывод многих авторов о том, что ЦП является предканцерогенным 

состоянием и что главной предпосылкой для формирования первичного рака печени 

(ГЦК) является наличие цирроза. Выявленные изменения в структуре и метаболизме 

гепатоцитов при ЦП являются необходимым условием для старта развития и прогрессии 

ГЦК. Не хватает только «нажатия на спусковой крючок», т.е. изменений в генетическом 

аппарате клеток. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Ежегодная гибель от болезней печени составляет около 4 % от всех смертей в 

мире (Devarbhavi et al., 2023). Цирроз (ЦП), наряду с гепатоцеллюлярной карциномой 

(ГЦК), представляет конечную необратимую стадию хронических прогрессирующих 

заболеваний печени. Алкоголь и гепатотропные вирусы являются не только главными, 

но и наиболее древними этиологическими факторами ЦП. Виноделие и вместе с ним 

неумеренное потребление алкоголя появилось 8–10 тысяч лет тому назад, еще в эпоху 

неолита (Leibowitz, 1967; Nikolova et al., 2018; Hirst, 2019). Столь же давним оказалось и 

присутствие в костных фрагментах и мумиях человека гепатотропного вируса В 

(Simmonds, 2001; Souza et al., 2014; Locarnini et al., 2021; Trovao, 2022). В последнее 

время всё более значительную роль в формировании ЦП начинают играть 

медикаментозные поражения печени (Leise et al., 2014; Wang et al., 2021) и ее 

неалкогольная жировая болезнь, затрагивающая четверть взрослого населения планеты 

(Farrell et al., 2006; Zhai et al., 2021б; Noureddin, Harison, 2023). Хотя печень не является 

основным органом-мишенью для вируса COVID-19, популяционный анализ показал, что 

смертность от ЦП во время пандемии выросла. Предполагают, однако, что этот рост 

обусловлен повышением потребления алкоголя (Ye et al., 2022; Huang et al., 2023). 

ЦП — это не только сильные страдания самих больных, но также огромные 

экономические затраты на их лечение и содержание. Прогноз для пациентов с ЦП 

зависит от целого ряда факторов, включая этиологию, тяжесть, тип и выраженность 

осложнений, наличие сопутствующих заболеваний. Средняя продолжительность жизни 

пациентов с компенсированным ЦП составляет 9–12 лет, тогда как при 

декомпенсированном ЦП не превышает 3-х лет (Zipprich et al., 2012). Возраст 

большинства больных ЦП находится в интервале от 40 до 60 лет (Sajja et al., 2014), но в 

течение последних десятилетий ЦП «молодеет», поражая наиболее активную, полезную 

и продуктивную часть населения различных стран. 

Цирроз очень трудно поддается терапии. В настоящее время существует лишь два 

пути лечения ЦП, каждый из которых имеет свои достоинства и недостатки. Один из 

них — замена пораженной циррозом печени донорской. Трансплантация печени или ее 

части является второй по распространенности операцией замены органов, а средняя 

выживаемость пациентов через 1 год и 5 лет после операции составляет 82–85 % и 68–
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70 % соответственно, достигая у отдельных пациентов 20-ти и более лет (Roberts et al., 

2004; Onghena et al., 2016; Shavelle et al., 2021). Несмотря на огромные успехи в области 

трансплантологии, ее нынешние темпы удовлетворяют менее 10 % мировых 

потребностей в пересадке печени. Подобная ситуация связана, главным образом, с 

нехваткой подходящих доноров и финансовыми трудностями. Еще одной проблемой 

является длительность ожидания трансплантации, что нередко приводит к 

прогрессированию заболевания, формированию злокачественных новообразований и 

возникновению других процессов, опасных для жизни больных ЦП. Другой путь 

лечения ЦП заключается в выявлении поврежденных звеньев структуры и метаболизма 

цирротической печени, установлении механизмов этих повреждений, а также в 

определении методов устранения дефектов, возникших в ходе развития патологического 

процесса. Пока этот путь не столь радикальный и быстрый, но он представляется более 

фундаментальным и масштабным, нежели трансплантация печени. 

Печень млекопитающих выполняет огромный объем жизненно важных функций. 

Поддержание на стабильно высоком уровне функциональной активности патологически 

измененной печени требует большого притока энергии, что в условиях гипоксии и 

глубокой структурной перестройки представляет серьезную проблему. Энергетический 

обмен в гепатоцитах при ЦП отличается резистентностью к инсулину и 

преимущественным окислением жиров вместо глюкозы и белков, характерными для 

длительного голодания. В итоге перестройка окислительного метаболизма и гипоксия 

приводят к падению функциональной активности митохондрий гепатоцитов, где 

образуется бόльшая часть АТФ, почти вдвое. Этот факт согласуется с наличием 

обратной корреляции между тяжестью поражения печени и уровнем затрат энергии в 

организме больных ЦП (Schneeweiss et al., 1990). С другой стороны, запасы гликогена, 

важного источника энергии для гепатоцитов, увеличиваются при усилении тяжести 

заболевания и могут достигать уровней, превышающих норму в несколько раз. 

Синтез гликогена в гепатоцитах цирротической печени осуществляется, главным 

образом, непрямым путем, за счет глюконеогенеза, а его инициация и дальнейшее 

накопление в клетках происходят на фоне стабильно низкой активности 

гликогенфосфорилазы а (ГФа). Гликоген начинает синтезироваться на периферии 

гепатоцитов, а в процессе гликогенеза его вновь синтезированные молекулы 

перемещаются к центру клеток, замещаясь новыми. Как в норме, так и при ЦП, в 
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течение всего гликогенеза содержание гликогена в гепатоцитах коррелирует с уровнем 

плоидности клеток. В то же время, если в нормальной печени содержание гликогена в 

гепатоцитах связано с размером (массой) клеток, то при ЦП подобная зависимость 

отсутствует. Развитие ЦП сопровождается увеличением (в 7–9 раз) в гепатоцитах числа 

молекул гликогена и 2–3-кратным уменьшением в них остатков глюкозы. При этом 

число молекул гликогена в гепатоцитах увеличивается по мере усиления тяжести 

заболевания, а упаковка остатков глюкозы становится более плотной.  

Практически все многочисленные функции печени выполняются гепатоцитами, 

поэтому их количество и метаболическая активность чрезвычайно важны для 

нормального функционирования органа. В ходе развития ЦП повреждающий агент 

вызывает непрерывную гибель гепатоцитов и образование их de novo. Хотя скорости 

гликолиза и пентозофосфатного пути, промежуточные продукты которых необходимы 

для высокой пролиферативной активности гепатоцитов, значительно возрастают при 

ЦП, этого оказывается недостаточно, чтобы снизить гибель клеток. Общее количество 

образовавшихся в ходе развития ЦП новых клеток превышает их исходное число у крыс 

примерно в 4–5 раз, а у человека ~ в 1,5 раза. Тем не менее, несмотря на высокий 

оборот, гибель гепатоцитов в ходе развития ЦП значительно превышает их 

восполнение. В цирротической печени человека возмещение утраченных клеток 

происходит за счет пролиферации мелких диплоидных гепатоцитов, тогда как у крыс, 

помимо пролиферации гепатоцитов, заметный вклад в репаративный рост печени вносят 

их полиплоидизация и гипертрофия. В отличие от печени человека, где убыль 

гепатоцитов при развитии ЦП означает значительную потерю паренхимы, масса 

паренхимы у крыс вследствие увеличения плоидности и гипертрофии клеток 

цирротической печени практически не изменяется. 

Полученные данные позволяют заключить, что при формировании цирроза одним 

из ключевых событий является ослабление глюкостатической функции печени. 

Усиление глюконеогенеза и гликолиза при ЦП сопровождается снижением продукции 

глюкозы печенью, значительным гликогенозом гепатоцитов и существенным 

изменением структуры молекул гликогена. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. В процессе гликогенеза сухая масса гепатоцитов и содержание в них гликогена, как 

в нормальной, так и в цирротической печени крыс, изменяются пропорционально 

дозе генов.  

2. В нормальной печени человека и крыс содержание гликогена в гепатоцитах 

соразмерно с массой клетки, тогда как в цирротической печени подобная 

зависимость отсутствует.  

3. Разработан оригинальный микрофлуориметрический метод, позволяющий оценить 

структуру β-частиц (молекул) гликогена в отдельных гепатоцитах. 

4. В гепатоцитах нормальной печени крыс накопление гликогена на ранних стадиях 

гликогенеза связано с синтезом новых β-частиц, а на поздних — с добавлением 

глюкозных остатков к уже имеющимся частицам. При циррозе изменение 

содержания гликогена в гепатоцитах в течение гликогенеза обусловлено 

заполнением внешних ярусов β-частиц. 

5. Увеличение содержания гликогена в гепатоцитах человека в ходе развития цирроза 

печени связано, главным образом, с образованием β-частиц de novo. 

6. В гепатоцитах крыс, по мере развития цирроза, расстояние между цепями 

глюкозных остатков в β-частицах гликогена увеличивается, а в гепатоцитах человека 

— уменьшается. 

7. Расстояние между внешними ярусами β-частиц по мере их заполнения остатками 

глюкозы уменьшается, что подтверждает гипотезу о саморегулируемости размера 

частиц. 

8. В постабсорбтивном периоде пищевого цикла содержание гликогена в гепатоцитах 

пациентов с сахарным диабетом 2-го типа увеличено по сравнению с нормой. 

Коморбидность сахарного диабета с циррозом печени не усиливает гликогеноз. 

9. В отличие от крыс, у которых при формировании цирроза заметную роль играют 

процессы полиплоидизации и гипертрофии гепатоцитов, репаративная регенерация 

печени человека в ходе развития цирроза осуществляется исключительно за счет 

митотических делений мелких диплоидных гепатоцитов. 
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10. Ведущим фактором реабилитации глюкостатической функции цирротической 

печени является исключение патогенного воздействия. Терапия цирроза не приводит 

к восстановлению исходной архитектоники, дольковой структуры печени. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АДФ — аденозидифосфат 

АлАТ — аланинаминотрансфераза 

АМФ — аденозинмонофосфат 

АсАТ — аспартатаминотрансфераза 

АТФ — аденозинтрифосфат 

АФК — активные формы кислорода 

БМ — бемитил (2-этилтиобензимидазола гидробромид) 

ВФ — ветвящий фермент 

Г-1-Ф — глюкозо-1-фосфат  

Г-6-Ф — глюкозо-6-фосфат  

Г-6-Фаза — глюкозо-6-фосфатаза  

ГБ — гликогеновая болезнь  

ГДФ — гуаниндифосфат 

ГК — глюкокиназа 

Гн — гликогенин 

ГС — гликогенсинтаза  

ГТФ — гуанинтрифосфат 

ГФ — гликогенфосфорилаза 

ГФа — активная форма гликогенфосфорилазы 

ГЦК — гепатоцеллюлярная карцинома 

ДВФ — деветвящий фермент  

ДК — диеновые конъюгаты 

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДЭН — диэтилнитрозамин 

КВММ — концентрация внутренних мембран митохондрий 

ЛД-фракция — легкодоступная фракция гликогена 

ЛПОНП — липопротеины очень низкой плотности 

МГ — макрогликоген  

МДА — малоновый диальдегид 

мРНК — матричная рибонуклеиновая кислота 
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Н — норма 

НАЖБП — неалкогольная жировая болезнь печени 

ОБ — общий билирубин  

ОПМ — объемная плотность митохондрий 

ПГ — прогликоген  

ПОЛ — перекисное окисление липидов 

СГ — суммарный гликоген 

СД — сахарный диабет  

СМ — сухая масса 

СОД — супероксиддисмутаза 

ТД-фракция — труднодоступная фракция гликогена 

ТХУ — трихлоруксусная кислота  

УДФ — уридиндифосфат  

УДФ-глюкоза — уридиндифосфат глюкоза 

УП — углеводное питание 

УТФ  — уридинтрифосфат  

Фн — неорганический фосфор 

ФФК — фосфоруктокиназа 

Фр-1,6-дФ — фруктозо-1,6-дифосфатаза  

ХВГ— хронический вирусный гепатит 

ХГ — хронический гепатит 

ХГЧ — хорионический гонадотропин человека 

цАМФ — циклический аденозинмонофосфат 

ЦЗ — центральная зона дольки печени  

ЦП — цирроз печени 

ЧГ — частичная гепатэктомия 

шЭПР — шероховатый эндоплазматический ретикулум 

ЩФ — щелочная фосфатаза 

ЭМ — электронная микроскопия 

ЯМР — ядерный магнитный резонанс 

AB — acceptor bleaching 

Ac — акцептор 
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Don — донор 

FRET — Förster resonance energy transfer 

GKRP — регуляторный белок глюкокиназы 

PAS — Periodic Acid-Schiff  

WT — дикий фенотип 
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