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Äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ ïðî- è ìàêðîãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ïå÷åíè êðûñ

Èññëåäîâàíû ñîäåðæàíèå è ñòðóêòóðà ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ íîðìàëüíîé è öèððîòè÷åñêîé ïå÷å-
íè êðûñ ÷åðåç ðàçíûå èíòåðâàëû âðåìåíè ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì æèâîòíûì. Â ðàáîòå áûë
èñïîëüçîâàí îðèãèíàëüíûé öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé ìåòîä âûÿâëåíèÿ è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ
ïðîãëèêîãåíà (ÏÃ) è ìàêðîãëèêîãåíà (ÌÃ) â îòäåëüíûõ ãåïàòîöèòàõ, îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâàíèè ðå-
àêòèâîâ òèïà Øèôôà ñ ðàçëè÷íûìè ñïåêòðàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîäåðæàíèå
ÌÃ â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíûõ êðûñ óâåëè÷èâàëîñü óæå ÷åðåç 10 ìèí íà 52 % (Ð < 0.01). Ñîäåðæàíèå
ÌÃ â êëåòêàõ öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè âîçðàñòàëî òîëüêî ÷åðåç 20 ìèí íà 43 % (Ð < 0.05) ïîñëå ââåäåíèÿ
ãëþêîçû ãîëîäíûì æèâîòíûì. Êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè ìåæäó ñîäåðæàíèåì ÌÃ è îáùèì ñîäåðæàíè-
åì ãëèêîãåíà íà ðàçíûõ ýòàïàõ ãëèêîãåíåçà ó êðûñ îáåèõ ãðóïï ñîñòàâëÿë îò 0.90 äî 0.99 (Ð < 0.001).
Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÏÃ â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíûõ êðûñ íàáëþäàëîñü â èíòåðâàëàõ 10—30 è
45—75 ìèí. Ñîäåðæàíèå ÏÃ ïðè öèððîçå âîçðàñòàëî òîëüêî ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå íà÷àëà ãëèêîãåíåçà, îä-
íàêî ÷åðåç 120 ìèí îíî áûëî âûøå êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé â 1.5 ðàçà (Ð < 0.001). Êîýôôèöèåíòû êîððå-
ëÿöèè ìåæäó ÏÃ è îáùèì ñîäåðæàíèåì ãëèêîãåíà â êëåòêàõ â ñðåäíåì ñîñòàâëÿëè 0.86 (Ð < 0.001) è 0.77
(Ð < 0.001) â êîíòðîëüíîé è îïûòíîé ãðóïïàõ ñîîòâåòñòâåííî. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå îáùåãî ñîäåð-
æàíèÿ ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ íîðìàëüíîé è öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè ñâÿçàíî ãëàâíûì îáðàçîì ñ èçìå-
íåíèåì óðîâíÿ ÌÃ. Âêëàä ÏÃ íàèáîëåå ñóùåñòâåí â íîðìàëüíîé ïå÷åíè â íà÷àëå ãëèêîãåíåçà
(10—30 ìèí), à â öèððîòè÷åñêîé — íà áîëåå ïîçäíèõ åãî ýòàïàõ (75—120 ìèí).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïðîãëèêîãåí, ìàêðîãëèêîãåí, ãåïàòîöèòû, ñèíòåç ãëèêîãåíà, öèððîç ïå÷åíè,
ãëþêîçà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÃ — ìàêðîãëèêîãåí, ÏÃ — ïðîãëèêîãåí.

Ãëèêîãåí îòíîñèòñÿ ê ÷èñëó âàæíåéøèõ áèîïîëèìå-
ðîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ.
Ýòîò ãëèêîïðîòåèä, ÿâëÿþùèéñÿ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì
ãëþêîçû, îáåñïå÷èâàåò ýíåðãèåé ìíîãèå ìåòàáîëè÷åñêèå
ïðîöåññû â îðãàíèçìå. Ìåòàáîëèçì ãëèêîãåíà îòëè÷àåòñÿ
íåîáû÷àéíîé ñëîæíîñòüþ, è åãî ðåãóëÿöèÿ îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ ñ ïîìîùüþ ñëîæíåéøèõ ìåõàíèçìîâ, âêëþ÷àþùèõ â
ñåáÿ ðàçëè÷íûå ôåðìåíòû, ãîðìîíû, èíãèáèòîðû è àêòè-
âàòîðû ôåðìåíòîâ, à òàêæå èîíû ìåòàëëîâ (Ferrer et al.,
2003; Greenberg et al., 2006; Jurczak et al., 2008). Íàðóøå-
íèÿ â ëþáîì èç çâåíüåâ ýòèõ ñëîæíåéøèõ ïðîöåññîâ ïðè-
âîäÿò íå òîëüêî ê àíîìàëüíîìó ïîâûøåíèþ èëè ñíèæå-
íèþ ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà â êëåòêàõ, íî è ê èçìåíåíèÿì
åãî ñòðóêòóðû (Ðîçåíôåëüä, Ïîïîâà, 1989; Mayatepek
et al., 2010). Òàê, ïðè ãëèêîãåíîçå III òèïà ãëèêîãåí õàðàê-
òåðèçóåòñÿ óêîðî÷åííûìè êîíöåâûìè âåòâÿìè ìîëåêóë, à
ïðè ãëèêîãåíîçå IV òèïà íàêàïëèâàåìûé ãëèêîãåí èìååò
ìàëî òî÷åê âåòâëåíèÿ, à òàêæå î÷åíü äëèííûå è ðåäêèå
áîêîâûå âåòâè (Mayatepek et al., 2010). Ìóòàöèè â ãåíàõ,
êîäèðóþùèõ ëàôîðèí è ìàëèí, ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ðàç-
âèòèÿ áîëåçíè Ëàôîðà, êîòîðàÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ íàêîïëå-
íèåì êðóïíûõ ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííûõ ïîëèãëþêîçà-

íîâûõ ìîëåêóë â íåéðîíàõ, ñåðäöå, ïå÷åíè è ñêåëåòíûõ
ìûøöàõ (Ganesh et al., 2001; Tagliabracci et al., 2007,
2011).

Èçâåñòíî, ÷òî öèððîç ïå÷åíè, ÿâëÿþùèéñÿ îäíèì èç
íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ è îïàñíûõ çàáîëåâàíèé ÷å-
ëîâåêà, íå òîëüêî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ìîðôîëîãè÷å-
ñêîé ñòðóêòóðû ïå÷åíè, íî è âûçûâàåò ðàçëè÷íûå èçìåíå-
íèÿ â ìåòàáîëèçìå ãëþêîçû è ãëèêîãåíà. Îêàçàëîñü, ÷òî
ýòî çàáîëåâàíèå õàðàêòåðèçóåòñÿ íå òîëüêî íàêîïëåíèåì
ãëèêîãåíà â ïå÷åíè, íî òàêæå èçìåíåíèåì åãî ñòðóêòóðû,
î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò èçìåíåíèå ñîîòíîøåíèÿ ëåãêîäî-
ñòóïíîé è òðóäíîäîñòóïíîé ôðàêöèé ãëèêîãåíà â ïîëüçó
ïðåîáëàäàíèÿ ïîñëåäíåé (Êóäðÿâöåâà è äð., 1992; Kudry-
avtseva et al., 2001).

Ê ñîæàëåíèþ, èìåþùèåñÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü äàí-
íûå î ñòðóêòóðå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ïðè öèððîçå
ïå÷åíè âåñüìà íåìíîãî÷èñëåííû è õàðàêòåðèçóþò êëå-
òî÷íóþ ïîïóëÿöèþ â öåëîì. Ïîýòîìó öåëü äàííîé ðàáî-
òû çàêëþ÷àëàñü â èññëåäîâàíèè ñòðóêòóðû ãëèêîãåíà â
îòäåëüíûõ ãåïàòîöèòàõ íîðìàëüíîé è öèððîòè÷åñêîé ïå-
÷åíè êðûñ ÷åðåç ðàçíûå èíòåðâàëû âðåìåíè ïîñëå ââåäå-
íèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì æèâîòíûì.

2 0 1 4 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 56, ¹ 11

858



Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà 54 áåëûõ
áåñïîðîäíûõ êðûñàõ-ñàìöàõ. Ìàññà æèâîòíûõ ñîñòàâ-
ëÿëà 130—140 ã â íà÷àëå ýêñïåðèìåíòà è 250—300 ã —
â êîíöå. Êðûñ ñîäåðæàëè íà ñòàíäàðòíîì ïèùåâîì ðà-
öèîíå. Â íà÷àëå ýêñïåðèìåíòà æèâîòíûå áûëè ðàçäåëåíû
íà äâå ãðóïïû — îïûòíóþ è êîíòðîëüíóþ.

Æèâîòíûõ îïûòíîé ãðóïïû ïîäâåðãàëè õðîíè÷åñêî-
ìó èíãàëÿöèîííîìó âîçäåéñòâèþ ïàðîâ ÷åòûðåõõëîðè-
ñòîãî óãëåðîäà (CCl4) (7 ìë íà 100 ë îáúåìà) â ãåðìåòè÷-
íîé êàìåðå ïî 20 ìèí 3 ðàçà â íåäåëþ â òå÷åíèå 6 ìåñ äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî öèððîçà ïå÷åíè. Æèâîò-
íûõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû íå ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ
CCl4.

×åðåç 1 íåä ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ âîçäåéñòâèÿ CCl4 íà
êðûñ îïûòíîé ãðóïïû, æèâîòíûõ îáåèõ ãðóïï ïîäâåðãà-
ëè ãîëîäàíèþ â òå÷åíèå 48 ÷ (âîäà ad libitum), ïîñëå ÷åãî
èì per os ââîäèëè 30%-íûé ðàñòâîð ãëþêîçû èç ðàñ÷åòà
4 ã íà 1 êã ìàññû òåëà. Ñðàçó ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ ãîëîäà-
íèÿ è ÷åðåç 10—30, 45, 60, 75, 90 è 120 ìèí ïîñëå ââåäå-
íèÿ ãëþêîçû êðûñ äåêàïèòèðîâàëè (ïî 3 æèâîòíûõ íà
êàæäûé ñðîê). Ìàòåðèàë (êóñî÷êè ïå÷åíè), ïîëó÷åííûé
îò êàæäîãî æèâîòíîãî, èñïîëüçîâàëè äëÿ öèòîôëóîðè-
ìåòðè÷åñêèõ è ãèñòîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé.

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è å ï ð å ï à ð à ò û. Êóñî÷êè ïå÷å-
íè êðûñ ôèêñèðîâàëè â 10%-íîì íåéòðàëüíîì ôîðìàëèíå
è çàëèâàëè â ïàðàôèí ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Çàòåì
ïðèãîòàâëèâàëè ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû òîëùèíîé
6—7 ìêì.

Ñðåçû îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì ïî Ìàéå-
ðó. Êðîìå òîãî, äëÿ âûÿâëåíèÿ ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè
ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ïèêðîñèðèóñîì (0.01%-íûé ðàñò-
âîð ñèðèóñà êðàñíîãî â íàñûùåííîì âîäíîì ðàñòâîðå
ïèêðèíîâîé êèñëîòû) â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîñëå îêðàñêè ïðåïà-
ðàòû ñïîëàñêèâàëè 0.01 N HCl â òå÷åíèå 2 ìèí, îáåçâîæè-
âàëè â ñïèðòàõ âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè è çàêëþ÷àëè â
êàíàäñêèé áàëüçàì.

Ê à ð ò è ð î â à í è å ï ð å ï à ð à ò î â - ì à ç ê î â è ç î ë è -
ð î â à í í û õ ã å ï à ò î ö è ò î â. Ïðåïàðàòû-ìàçêè èçîëèðî-
âàííûõ ãåïàòîöèòîâ ïðèãîòàâëèâàëè ïî ðàíåå îïèñàííîé
ìåòîäèêå (Êóäðÿâöåâà è äð., 1983). Äëÿ òîãî ÷òîáû íå-
ñêîëüêî ðàç íàõîäèòü ìåñòîïîëîæåíèå êàæäîé êëåòêè, íà
ïðåäìåòíîå ñòåêëî ñ ôèêñèðîâàííûìè êëåòêàìè ñ ïîìî-
ùüþ àëìàçíîãî ñòåêëîðåçà íàíîñèëè êîîðäèíàòíóþ ñåòêó
(ðàçìåð êâàäðàòîâ îêîëî 1 ìì2). Äàëåå ïîëó÷àëè èçîáðà-
æåíèÿ âûáðàííûõ ó÷àñòêîâ ïðåïàðàòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìèêðîñêîïà Axioskop (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è öèôðîâîé
÷åðíî-áåëîé âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîé ÏÇÑ-êàìåðû DFC360
FX (1392�1400). Çàòåì íà ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèÿõ
êëåòîê âûáèðàëè íåïîâðåæäåííûå, îòäåëüíî ðàñïîëî-
æåííûå ãåïàòîöèòû, êàæäîìó èç êîòîðûõ â ñîîòâåòñòâèè
ñ åãî ðàñïîëîæåíèåì íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå ïðèñâàèâàëè
îïðåäåëåííûé íîìåð (ðèñ. 1).

Â ïðîöåññå ðàáîòû äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé îò-
äåëüíûõ ó÷àñòêîâ ïðåïàðàòîâ áûë èñïîëüçîâàí îáúåêòèâ
20�0.45. Íà êàæäîì ïðåïàðàòå áûëî îáîçíà÷åíî îò 100
äî 150 êëåòîê.

Â û ÿ â ë å í è å Ï Ã è Ì Ã â î ò ä å ë ü í û õ ã å ï à ò î -
ö è ò à õ. Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåí-
òíîãî âàðèàíòà PAS-ðåàêöèè. Êàðòèðîâàííûå ïðåïàðà-
òû-ìàçêè èçîëèðîâàííûõ ãåïàòîöèòîâ ïîìåùàëè íà 1.5 ÷
â ðàñòâîð ïåðèîäàòà êàëèÿ íà ñëàáîé HNO3 (200 ìã ïåðèî-
äàòà êàëèÿ è 25 ìë 0.23%-íîé HNO3). Äàëåå îêèñëåííûå
ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè â ïðîòî÷íîé âîäå â òå÷åíèå 5 ìèí,

çàòåì â îäíîé ñìåíå äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Ïîñëå ýòî-
ãî ïðåïàðàòû ïîìåùàëè âíà÷àëå íà 40 ìèí â EtBr-SO2

(100 ìë 10–5 Ì ðàñòâîðà áðîìèñòîãî ýòèäèÿ è 0.2 ìë òèî-
íèëõëîðèäà) äëÿ âûÿâëåíèÿ ÌÃ (ðèñ. 2, à) è ïîñëå ñïîëà-
ñêèâàíèÿ â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå — íà 50 ìèí â Au-SO2

(300 ìã àóðàìèíà, 100 ìë âîäû è 0.2 ìë òèîíèëõëîðèäà)
äëÿ âûÿâëåíèÿ ÏÃ (ðèñ. 2, á). Ïî èñòå÷åíèè âðåìåíè
îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòû âûíèìàëè èç ðàñòâîðà êðàñèòåëÿ
è ïðîâîäèëè ÷åðåç òðè ñìåíû äèñòèëëèðîâàííîé è òðè
ñìåíû ñåðíèñòîé âîäû (5 ã ìåòàáèñóëüôèòà êàëèÿ, 950 ìë
âîäû è 50 ìë ÍCl) ïî 3 ìèí â êàæäîé. Ïîñëå ýòîãî ïðåïà-
ðàòû â òå÷åíèå 20 ìèí ïðîìûâàëè â ïðîòî÷íîé âîäå, ñïî-
ëàñêèâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è îáåçâîæèâàëè â
ñïèðòàõ âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè (70, 96 è 100 %; ïî
5 ìèí â êàæäîé ñìåíå ñïèðòîâ).

Äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ ïðî- è ìàêðîãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ïå÷åíè êðûñ 859

Ðèñ. 1. Êàðòèðîâàííûé ïðåïàðàò èçîëèðîâàííûõ ãåïàòîöèòîâ.

1—7 — íîìåðà ãåïàòîöèòîâ.

Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå â îäíèõ è òåõ æå ãåïàòîöèòàõ ÌÃ (à) è ÏÃ
(á) ñ ïîìîùüþ EtBr-SO2 è Au-SO2 ñîîòâåòñòâåííî.



Ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ. Èçîáðàæåíèÿ êëåòîê, îê-
ðàøåííûõ Au-SO2 è EtBr-SO2, ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ ìèê-
ðîñêîïà Axioskop (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), îáúåêòè-
âà Plan-NEOFLUAR 20�/0.50 è öèôðîâîé ÷åðíî-áåëîé
âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîé ÏÇÑ-êàìåðû DFC360 FX
(1392�1400). Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè Au-SO2 è
EtBr-SO2 áûëè èñïîëüçîâàíû èíòåðôåðåíöèîííûå ñâåòî-
ôèëüòðû 450—490 è 546 íì, äëÿ ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñ-
öåíöèè — èíòåðôåðåíöèîííûå ñâåòîôèëüòðû 515—565 è
590 íì ñîîòâåòñòâåííî. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
êëåòîê, îêðàøåííûõ Au-SO2 è EtBr-SO2, áûëà èçìåðåíà
ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû ImageJ. Îáùåå ñîäåðæà-
íèå ãëèêîãåíà â êàæäîé êëåòêå áûëî ïðèíÿòî ðàâíûì
ñóììå ÌÃ è ÏÃ. Äëÿ êàæäîãî ïðåïàðàòà áûëî èçìåðåíî
100—150 êëåòîê.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ — ñðàâíåíèå
ñðåäíèõ âåëè÷èí ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà è êîððåëÿöèîí-
íûé àíàëèç ñ âû÷èñëåíèåì êîýôôèöèåíòîâ êîððåëÿöèè
(r) — ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû SigmaPlot v 11.0.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Õðîíè÷åñêàÿ èíòîêñèêàöèÿ æèâîòíûõ CCl4 âîñïðîèç-
âîäèò ìíîãèå õàðàêòåðíûå ïðèçíàêè öèððîçà ó ÷åëîâåêà
(Kus et al., 2004; Planaguma et al., 2005). Ðàçâèòèå öèððîçà,

êàê èçâåñòíî, ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîé ïåðåñòðîé-
êîé ñòðóêòóðû ïå÷åíè, êîòîðàÿ âåäåò ê ïîòåðå äîëüêîâîé
îðãàíèçàöèè îðãàíà, èçìåíåíèþ ñîñóäèñòîãî ðóñëà è óâå-
ëè÷åíèþ îòíîøåíèÿ íåïàðåíõèìíûõ êëåòîê ê ïàðåíõèì-
íûì âñëåäñòâèå óñèëåííîé ïðîëèôåðàöèè ïåðâûõ è ãèáå-
ëè ïîñëåäíèõ (Øåðëîê, Äóëè, 2002). Ïðîâåäåííûé íàìè
ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ñðåçîâ ïå÷åíè êðûñ ïîêàçàë, ÷òî
ó êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ ñòðóêòóðà ïàðåíõèìû òèïè÷íà
äëÿ íîðìàëüíîãî îðãàíà. Îíà õàðàêòåðèçóåòñÿ ðàäèàëüíî
ðàñïîëîæåííûìè òðàáåêóëàìè ãåïàòîöèòîâ âîêðóã öåíò-
ðàëüíûõ ñîñóäîâ, íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì ñîåäèíèòåëü-
íîé òêàíè è ÷åòêî âûðàæåííûìè ãðàíèöàìè ïîðòàëüíûõ
ñîñóäîâ è æåë÷íûõ ïðîòîêîâ (ðèñ. 3, à, â).

Íà ñðåçàõ ïå÷åíè êðûñ, ïîäâåðãàâøèõñÿ â òå÷åíèå
6 ìåñ îòðàâëåíèþ ÑÑl4, âûÿâëÿëèñü äèôôóçíûå ëåéêîöè-
òàðíûå èíôèëüòðàòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá àêòèâè-
çàöèè âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ (ðèñ. 3, á). Êðîìå âîñ-
ïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ â òêàíè ïå÷åíè êðûñ îïûòíîé
ãðóïïû íàáëþäàëèñü ïðèçíàêè ôèáðîòèçàöèè îðãàíà. Ïà-
ðåíõèìà îðãàíà ïðîðàñòàëà ñîåäèíèòåëüíîòêàííûìè òÿ-
æàìè, íàðóøàþùèìè äîëüêîâóþ ñòðóêòóðó îðãàíà. Òàê-
æå ïðè îêðàñêå ïèêðîñèðèóñîì âûÿâëÿëèñü óòîëùåííûå
ñòåíêè öåíòðàëüíûõ âåí è ñîåäèíèòåëüíîòêàííûå âîëîê-
íà ïî õîäó ñèíóñîèäîâ (ðèñ. 3, ã).

Ôèáðîòèçàöèÿ ñèíóñîèäîâ è öåíòðàëüíûõ âåí ïå÷åíè
ïðåïÿòñòâóåò êîíòàêòó ãåïàòîöèòîâ ñ ïîñòóïàþùåé â îð-

860 À. Þ. ×åñòíîâà è äð.

Ðèñ. 3. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû íîðìàëüíîé (à, â) è öèððîòè÷åñêîé (á, ã) ïå÷åíè êðûñ.

Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì (à, á) è ïèêðîñèðèóñîì (â, ã). Îáúåêòèâ Plan-NEOFLUAR 40�/0.75 (à, á) è 20�/0.50 (â, ã).



ãàí êðîâüþ, çàòðóäíÿÿ èõ ôóíêöèîíèðîâàíèå. Ïîñêîëüêó
ïå÷åíü èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ïîñòîÿííî-
ãî óðîâíÿ ãëþêîçû â êðîâè, óõóäøåíèå ïîãëîùåíèÿ ãëþ-
êîçû è îòëîæåíèÿ åå â ãåïàòîöèòàõ â âèäå ãëèêîãåíà ìî-
ãóò èìåòü ïåðâîñòåïåííîå çíà÷åíèå ïðè ðàçâèòèè èíòîëå-
ðàíòíîñòè ê ãëþêîçå ïðè öèððîçå ïå÷åíè. Äàííûå î
ñèíòåçå ãëèêîãåíà â öèððîòè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè,
èìåþùèåñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ, íåìíîãî÷èñëåííû è ïðî-
òèâîðå÷èâû. Ñ îäíîé ñòîðîíû, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
ñèíòåç ãëèêîãåíà â ïå÷åíè áîëüíûõ öèððîçîì íå îòëè÷à-
åòñÿ îò òàêîâîãî â ïå÷åíè çäîðîâûõ ëþäåé (Schneiter
et al., 1999). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñîäåð-
æàíèå ãëèêîãåíà â öèððîòè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè ÷å-
ëîâåêà è êðûñû ïîñëå ïðèåìà ïèùè ñóùåñòâåííî íèæå,
÷åì â íîðìàëüíîé ïå÷åíè (Krahenbuhl et al., 1991; Giardi-
na et al., 1994; Petersen et al., 1999).

Èññëåäîâàíèå äèíàìèêè îáùåãî ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãå-
íà â ãåïàòîöèòàõ ïîêàçàëî, ÷òî ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû
ãîëîäíûì êðûñàì ïðîèñõîäèò áûñòðîå íàêîïëåíèå ãëè-
êîãåíà â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû êðûñ (ðèñ. 4),
â ðåçóëüòàòå ÷åãî óæå ÷åðåç 10 ìèí ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà
â ãåïàòîöèòàõ íîðìàëüíîé ïå÷åíè áûëî â 1.4 ðàçà âûøå,
÷åì ó ãîëîäíûõ æèâîòíûõ (Ð < 0.001). Ìàêñèìàëüíîå ñî-
äåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ êðûñ áûëî çàôèêñèðî-
âàíî ÷åðåç 75 ìèí ýêñïåðèìåíòà, îíî ïðåâûøàëî åãî èñ-
õîäíûé óðîâåíü â 5.9 ðàçà (Ð < 0.001). Â îòëè÷èå îò íîð-
ìàëüíîé ïå÷åíè ïðè öèððîçå íàêîïëåíèå ãëèêîãåíà
â ãåïàòîöèòàõ ïðîèñõîäèëî ñ çàäåðæêîé è íà÷èíàëîñü ÷å-
ðåç 20 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû. Îäíàêî ÷åðåç
120 ìèí ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà îáùåå ñîäåðæàíèå
ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ êðûñ îïûòíîé ãðóïïû áûëî â
1.7 ðàçà âûøå, ÷åì ó êðûñ êîíòðîëüíîé ãðóïïû
(Ð < 0.001).

Åñëè â öèððîòè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè îáùåå ñî-
äåðæàíèå ãëèêîãåíà â õîäå ãëèêîãåíåçà óâåëè÷èâàëîñü
ïîñòîÿííî, òî â íîðìàëüíîé ïå÷åíè ïðîöåññ íàêîïëåíèÿ
ãëèêîãåíà èìåë ðèòìè÷åñêèé âîëíîîáðàçíûé õàðàêòåð —
ïåðèîäû áûñòðîãî óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà ÷å-
ðåäîâàëèñü ñ ïåðèîäàìè åãî óìåíüøåíèÿ (ðèñ. 4). Î ïðè-
÷èíàõ ðèòìè÷åñêèõ êîëåáàíèé ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà â
õîäå åãî ñèíòåçà â ïå÷åíè ñåé÷àñ ãîâîðèòü òðóäíî. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíû îêîëî÷àñîâûå (20—90 ìèí) ðèò-
ìû ñèíòåçà áåëêà, àêòèâíîñòè ðàçëè÷íûõ ôåðìåíòîâ, ãîð-
ìîíîâ, êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ, êîíöåíòðàöèè öÀÌÔ è

äðóãèõ êëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ (Brodsky, 1975; Áðîä-
ñêèé, Íå÷àåâà, 1988; Lloyd, Rossi, 1992; Brodsky, 2006).
Óñòàíîâëåíî, ÷òî îêîëî÷àñîâûå ðèòìû èìåþò ýíäîãåí-
íóþ ïðèðîäó, îáóñëîâëåíû ìåæêëåòî÷íûìè êîíòàêòàìè
è ÿâëÿþòñÿ îòðàæåíèåì ñèíõðîíèçàöèè ôóíêöèîíàëüíî
ñâÿçàííûõ ìåæäó ñîáîé êëåòîê (Áðîäñêèé, Íå÷àåâà,
1988). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èñ÷åçíîâåíèå ðèòìà
íàêîïëåíèÿ ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ êðûñ îïûòíîé ãðóï-
ïû ñâÿçàíî ñî çíà÷èòåëüíûì ïîâðåæäåíèåì äîëüêîâîé
ñòðóêòóðû ïàðåíõèìû ïå÷åíè, êîòîðîå â ñâîþ î÷åðåäü
ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ìåæêëåòî÷íûõ ñâÿçåé ìåæäó ãå-
ïàòîöèòàìè.

Èçâåñòíî, ÷òî îáùåå ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â êëåòêàõ
ïå÷åíè, à òàêæå êîëè÷åñòâî åãî a- è b-÷àñòèö ìîãóò çíà-
÷èòåëüíî ìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò ïèùåâîãî ñòàòóñà
îðãàíèçìà (Devos et al., 1983; Sullivan et al., 2010). Ïîêà-
çàíî, ÷òî ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàííàÿ ìîëåêóëà ãëèêîãå-
íà (b-÷àñòèöà) ñîñòîèò èç 12 êîíöåíòðè÷åñêèõ ÿðóñîâ.
4 âíåøíèõ ÿðóñà, èëè ìàêðîãëèêîãåí, ñîäåðæàò 94—97 %
âñåõ ãëþêîçíûõ îñòàòêîâ, à 8 âíóòðåííèõ, êîòîðûå ôîð-
ìèðóþò òàê íàçûâàåìûé ñêåëåò, èëè ïðîãëèêîãåí, ñîäåð-
æàò îò 3 äî 6 % ãëþêîçíûõ îñòàòêîâ â ìîëåêóëå ãëèêîãå-
íà (Rybicka, 1996; Melendez et al., 1999; Shearer, Graham,
2002). Ïðîãëèêîãåí îáëàäàåò ìîë. ìàññîé îêîëî 400 êÄà
è îòëè÷àåòñÿ îò ìàêðîãëèêîãåíà íåðàñòâîðèìîñòüþ â ðàç-
áàâëåííîé òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòå (ÒÕÓ), ÷òî îáóñëîâ-
ëåíî åãî ïðî÷íîé ñâÿçüþ ñ áåëêàìè. Ïîëàãàþò, ÷òî ïðî-
ãëèêîãåí ÿâëÿåòñÿ ñòàáèëüíîé ïðîìåæóòî÷íîé ôîðìîé

Äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ ïðî- è ìàêðîãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ïå÷åíè êðûñ 861

Ðèñ. 4. Îáùåå ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ íîðìàëü-
íîé è öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè êðûñ ÷åðåç ðàçíûå èíòåðâàëû

âðåìåíè ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì æèâîòíûì.

Ðèñ. 5. Ñîäåðæàíèå ÌÃ (à) è ÏÃ (á) â ãåïàòîöèòàõ â íîðìå è
ïðè öèððîçå ÷åðåç ðàçíûå èíòåðâàëû âðåìåíè ïîñëå ââåäåíèÿ

ãëþêîçû ãîëîäíûì æèâîòíûì.



ãëèêîãåíà íà ïóòè ôîðìèðîâàíèÿ ïîëíîé b-÷àñòèöû (Judd
et al., 1992; Alonso et al., 1995). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íà-
êîïëåíèå ãëèêîãåíà ìîæåò ïðîèñõîäèòü ëèáî çà ñ÷åò óâå-
ëè÷åíèÿ ÷èñëà âíåøíèõ ÿðóñîâ åãî ìîëåêóëû (óâåëè÷å-
íèå ñîäåðæàíèÿ ÌÃ), ëèáî ïóòåì îáðàçîâàíèÿ íîâûõ òî-
÷åê èíèöèàöèè åãî ñèíòåçà (óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÏÃ).

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 5 à, ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ñîäåðæàíèå ÌÃ â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëü-
íûõ êðûñ óâåëè÷èâàëîñü óæå ÷åðåç 10 ìèí íà 52 %
(Ð < 0.01). Òàê æå êàê è â ñëó÷àå ñ îáùèì ñîäåðæàíèåì
ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ, ïåðèîäû áûñòðîãî óâåëè÷åíèÿ
ñîäåðæàíèÿ ÌÃ ÷åðåäîâàëèñü ñ ïåðèîäàìè åãî óìåíüøåíèÿ.
Â îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ ñîäåðæàíèå ÌÃ â ãåïàòîöèòàõ ïðè
öèððîçå íà÷èíàëî âîçðàñòàòü òîëüêî ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå íà-
÷àëà ãëèêîãåíåçà (ðèñ. 5, à). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïî ìåðå
íàêîïëåíèÿ ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ äîëÿ ÌÃ â íåêîòîðûõ
êëåòêàõ êðûñ îáåèõ ãðóïï ìîãëà äîñòèãàòü 88 %.

Ñîäåðæàíèå ÏÃ â ãåïàòîöèòàõ íîðìàëüíîé ïå÷åíè èç-
ìåíÿëîñü âîëíîîáðàçíî íà ïðîòÿæåíèè âñåãî âðåìåíè ýê-
ñïåðèìåíòà. Óâåëè÷åíèå ÏÃ íàáëþäàëîñü â èíòåðâàëàõ
0—30 è 45—75 ìèí, à â èíòåðâàëàõ 30—45 è 75—90 ìèí
ïðîèñõîäèëî ïàäåíèå ñîäåðæàíèÿ ÏÃ (ðèñ. 5, á). Â îòëè-
÷èå îò êîíòðîëÿ ñîäåðæàíèå ÏÃ ïðè öèððîçå ñëàáî èçìå-
íÿëîñü â ïåðâûå 60 ìèí ãëèêîãåíåçà. Òåì íå ìåíåå â êîí-
öå ýêñïåðèìåíòà ñîäåðæàíèå ÏÃ â ãåïàòîöèòàõ êðûñ
îïûòíîé ãðóïïû áûëî âûøå åãî èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè
â 2.3 ðàçà (Ð < 0.001). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñîäåðæàíèå
ÏÃ â ãåïàòîöèòàõ öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè êðûñ ÷åðåç
120 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû áûëî âûøå, ÷åì â ãåïà-

òîöèòàõ íîðìàëüíîé ïå÷åíè, â 1.5 ðàçà (Ð < 0.01). Óâåëè-
÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÏÃ íà íåêîòîðûõ ñðîêàõ ïîñëå
ââåäåíèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì êðûñàì ìîæåò ãîâîðèòü î
ïîÿâëåíèè äîïîëíèòåëüíûõ òî÷åê èíèöèàöèè ñèíòåçà
ãëèêîãåíà â êëåòêå íà äàííûõ ýòàïàõ ãëèêîãåíåçà.

Àíàëèç çàâèñèìîñòè îáùåãî ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà â
ãåïàòîöèòàõ îò ÌÃ ïîêàçàë, ÷òî íàêîïëåíèå ãëèêîãåíà â
ïå÷åíè è êîëåáàíèÿ åãî ñîäåðæàíèÿ â êëåòêàõ êàê êîíò-
ðîëüíûõ, òàê è îïûòíûõ êðûñ íà ðàçíûõ ýòàïàõ ãëèêîãå-
íåçà ñâÿçàíû ãëàâíûì îáðàçîì ñ èçìåíåíèÿìè ñîäåðæà-
íèÿ ÌÃ. Ýòî ïîäòâåðæäàåòñÿ âûñîêèì êîýôôèöèåíòîì
êîððåëÿöèè (r), êîòîðûé âàðüèðîâàë îò 0.906 äî 0.998 â
êîíòðîëüíîé è îò 0.915 äî 0.997 (Ð < 0.001) â îïûòíîé
ãðóïïå (ðèñ. 6).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ÌÃ âíîñèò îñíîâíîé âêëàä â ñèí-
òåç ãëèêîãåíà, êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè ìåæäó îáùèì
ñîäåðæàíèåì ãëèêîãåíà è ÏÃ íà íåêîòîðûõ ýòàïàõ ãëèêî-
ãåíåçà òàêæå áûëè âûñîêèìè è â ñðåäíåì ñîñòàâëÿëè
0.863 (Ð < 0.001) â íîðìå è 0.772 (Ð < 0.001) ïðè öèððîçå
(ðèñ. 7).

Ñõîæèå ñ íàøèìè äàííûå áûëè ïîëó÷åíû â èññëåäî-
âàíèè Âèëñîíà (Wilson, 2009), êîòîðûé ïîêàçàë, ÷òî ñêî-
ðîñòü ðåñèíòåçà ÌÃ â ìûøöàõ êðûñ ïðåâûøàëà ñêîðîñòü
ðåñèíòåçà ÏÃ â èíòåðâàëå 0—1 ÷, íî áûëà íèæå â èíòåð-
âàëå 1—4 ÷ ïðè âîññòàíîâëåíèè ïîñëå èñòîùàþùåé ôè-
çè÷åñêîé íàãðóçêè. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî íàêîïëåíèå
ãëèêîãåíà â ìûøöàõ ëîøàäåé ïîñëå äëèòåëüíûõ óïðàæ-
íåíèé ïðîèñõîäèò â áîëüøåé ñòåïåíè çà ñ÷åò ÌÃ (Bröjer,
2006). Ôðàêöèÿ ÌÃ èìåëà îãðàíè÷åííóþ ñêîðîñòü ðåñèí-
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Ðèñ. 6. Çàâèñèìîñòü îáùåãî ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà îò ñîäåðæàíèÿ ÌÃ â ãåïàòîöèòàõ íîðìàëüíîé è öèððîòè÷åñêîé ïå÷åíè êðûñ íà
ðàçíûõ ýòàïàõ ãëèêîãåíåçà.



òåçà â òå÷åíèå ïåðâîãî ÷àñà è ñàìóþ âûñîêóþ ñêîðîñòü â
òå÷åíèå îñòàâøèõñÿ 24 ÷ âîññòàíîâëåíèÿ ïîñëå ôèçè÷å-
ñêîé íàãðóçêè. Óâåëè÷åíèå æå ñîäåðæàíèÿ ÏÃ áûëî áî-
ëåå ìåäëåííûì ïðîöåññîì (Brojer, 2006). Îäíàêî äðóãèå
àâòîðû îòìå÷àþò, ÷òî â ìûøöàõ ÷åëîâåêà è êðûñ ïîñëå
ïðîäîëæèòåëüíûõ óïðàæíåíèé ðåñèíòåç ãëèêîãåíà ïðî-
èñõîäèò ïðåèìóùåñòâåííî çà ñ÷åò ÏÃ, â òî âðåìÿ êàê êîí-
öåíòðàöèÿ ÌÃ çàìåòíî âîçðàñòàåò ëèøü ÷åðåç 1—2 ÷ ïîñ-
ëå çàâåðøåíèÿ óïðàæíåíèé (Shearer, Wilson, 2005; Wil-
son, 2009).

Îäíî èç îáúÿñíåíèé ðàçëè÷èé ìåæäó ñêîðîñòÿìè ðå-
ñèíòåçà ÏÃ è ÌÃ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ óðîâíåì èñòîùå-
íèÿ ãëèêîãåíà. Êðàéíèå ñòåïåíè åãî èñòîùåíèÿ, âåðîÿò-
íî, òðåáóþò ôîðìèðîâàíèÿ íîâûõ ãðàíóë ãëèêîãåíà, à íå
äîáàâëåíèÿ ãëþêîçû ê ñóùåñòâóþùèì ãðàíóëàì. Ýòó ãè-
ïîòåçó ïîäòâåðæäàþò äàííûå, ïîëó÷åííûå Øåðåðîì è
ñîàâòîðàìè (Shearer et al., 2005), êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî âî
âðåìÿ ãëèêîãåíîëèçà íå íàáëþäàëîñü èçìåíåíèé â óðîâíå
ãëèêîãåíèíà, ïîêà íå ïðîèñõîäèëî çíà÷èòåëüíîãî ñíèæå-
íèÿ óðîâíÿ ãëèêîãåíà.

Òàêèì îáðàçîì, èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ
ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû
ãîëîäíûì êðûñàì îáùåå ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòî-
öèòàõ èçìåíÿåòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì çà ñ÷åò ÌÃ êàê â íîð-
ìå, òàê è ïðè öèððîçå. Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñó-
ùåñòâåííûé âêëàä â íàêîïëåíèå ãëèêîãåíà â êëåòêàõ âíî-
ñèò òàêæå è ÏÃ: â íîðìàëüíîé ïå÷åíè — â íà÷àëå
ãëèêîãåíåçà (10—30 ìèí), à â ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîì
îðãàíå — íà åãî áîëåå ïîçäíèõ ýòàïàõ (75—120 ìèí).

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû ¹ 14-04-32378 ìîë_a è 14-04-00730 à).
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DYNAMICS OF PRO- AND MACROGLYCOGEN CONTENT IN HEPATOCYTES OF NORMAL AND

CIRRHOTIC RAT LIVER AT DIFFERENT STAGES OF GLYCOGENESIS
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The content and structure of glycogen in hepatocytes of normal and cirrhotic rat liver has been studied at
definite time intervals after the administration of glucose to starving animals. In the study, an original cytofluo-
rimetric method for detection and quatification of proglycogen (PG) and macroglycogen (MG) content in isola-
ted hepatocytes was applied. This method is based on using Schiff reagents with different spectral characteris-
tics. It has been determined that the content MG content in the hepatocytes of control rats increases in 10 min
after initiation of glycogenesis by 52 % (P < 0.01). MG content in the cells of cirrhotic liver increased only after
20 min (43 %, P < 0.05) after glucose administration to starving animals. The coefficient of correlation between
MG content and the total glycogen content in the hepatocytes at different stages of glycogenesis ranged from
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0.90 to 0.99 (P < 0.001) in both groups of rats. Increase in PG content in hepatocytes of control rats appeared
within 10—30 and 45—70 min. In the case of cirrhosis PG content increased only 60 min after the start of gly-
cogenesis, but after 120 min it was 1.5 times higher than the control values (P < 0.001). The correlation coeffi-
cient between the PG and the total glycogen content in rat liver cells averaged 0.86 (P < 0.001) and 0.77
(P < 0.001) in control and experimental groups, respectively. Thus, the change in total glycogen content in he-
patocytes of normal and cirrhotic liver is associated mainly with the level of MG. In normal cells, contribution
of PG is most significant in the early glycogenesis (10—30 min), and in the cirrhotic liver — in the later stages.

K e y w o r d s: proglycogen, macroglycogen, hepatocytes, synthesis of glycogen, liver cirrhosis, glucose.
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