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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Оценка in vitro механизмов гиполипидемического эффекта сесквитерпенового 
γ-лактона ахиллина на культуре клеток гепатомы крыс.

Материал и методы. Изучено влияние сесквитерпенового γ-лактона ахиллина и гемфиброзила (пре-
парат сравнения) на жизнеспособность, содержание липидов и экспрессию ключевых генов обмена 
липидов в клеточной культуре гепатомы крыс (HTC). Содержание липидов оценивали флуоресцентным 
методом с витальным красителем NileRed, жизнеспособность клеток оценивали с помощью МТТ-теста.

Результаты. Культивирование клеток гепатомы в течение 48 ч сахиллином в концентрации 0,25–1,0 мМ 
и гемфиброзилом 0,25–0,5 мМ не приводило к изменению жизнеспособности клеток по сравнению с 
контролем. В этих же концентрациях исследуемые вещества уменьшали содержание липидов в клетках, 
оцененных флуоресцентным методом с витальным красителем NileRed.

Для исследования механизма гиполипидемического действия ахиллина определяли экспрессию ключевых 
генов метаболизма липидов в клеточной культуре линии НТС. Возможный механизм гиполипидемическо-
го действия ахиллина может быть обусловлен увеличением транспорта и окисления длинноцепочечных 
жирных кислот в митохондриях, о чем свидетельствует повышение экспрессии гена карнитин-пальми-
тоилтрансферазы2 Cpt2. Снижение уровня холестерола может быть связано с повышенным синтезом 
желчных кислот из холестерола вследствие повышенной экспрессии гена 7-альфа-гидроксилазы Cyp7a1.

Заключение. В культуре клеток НТС сесквитерпеновый γ-лактон ахиллин снижает накопление липидов 
в клетках, о чем свидетельствует уменьшение флуоресценции NileRed, повышение экспрессии генов Cpt2 
и Cyp7a1.

Ключевые слова: сесквитерпеновый γ-лактон ахиллин, гемфиброзил, гепатома крыс (HTC), Cyp7a1, 
Cpt2, гиполипидемическое действие.
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ВВЕДЕНИЕ
Согласно данным Всемирной организации 

здравоохранения, сердечно-сосудистые заболе-
вания (ССÇ) являются основной причиной смерт-
ности населения и глобальной социально-зна-
чимой проблемой во всем мире. Для снижения 
развития риска ССÇ необходима лекарственная 
терапия, направленная на снижение уровня ли-
пидов в крови.

В АО «Международный научно-производ-
ственный холдинг «Фитохимия» (г. Караганда, 
Республика Казахстан) из Achillea lanulosa Nutt., 
Achilleami crantha Willd., Achille amillefolium L., 
Artemisia leucodes Shrenk, Hypochaeris setosus и 
Stevia alpina Griseb выделен сесквитерпеновый 
γ-лактон ахиллин, который относится к группе 
вторичных метаболитов растений – терпенои-
дов, предшественников синтеза холестерола [1].

Ранее нами было показано, что курсовое 
введение крысам ахиллина на фоне острой ги-
перлипидемии, вызванной ýтанолом, приводит к 
снижению в плазме крови ýкспериментальных 
животных уровней триацилглицеридов, свобод-
ных жирных кислот и холестерола в атерогенных 
липопротеинах низкой плотности (ЛПНП) [2]. 
Для понимания механизмов гиполипидемическо-
го действия ахиллина важно изучить молекуляр-
ные механизмы, в том числе влияние ахиллина 
на ýкспрессию ключевых генов обмена липидов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В исследовании исполь-

зовали ахиллин – сесквитерпеновый лактон гвай-
анового типа (рис. 1), выделенный в АО «Меж-
дународный научно-производственный холдинг 
«Фитохимия» [1]. Субстанция зарегистрирована 
на территории Республики Казахстан, исследуе-
мый образец соответствует требованиям ФС РК 
42-1909-08, количественное содержание – 99,7 %.

туральных флаконах (SPL lifescience, ЕС) до 
70–80% конфлюýнтного монослоя (субкон-
флюýнтный монослой) в среде, содержащей 90% 
DMEM с L-глутамином («Биолот», Россия), 10% 
ЭТС (PAA Laboratories, Германия), 50 мкг/мл  
гентамицина («ПанЭко», Россия) (полная среда 
DMEM) в стандартных условиях (37 ºС, 5% СО

2
, 

влажность 95%).
Оценка жизнеспособности клеток и со-

держания липидов в них. Ахиллин и препарат 
сравнения гемфиброзил (Sigma-Aldrich, США) 
добавляли в культуральную среду в конечных 
концентрациях 0,25–1,0 мМ. Через 48 ч оцени-
вали жизнеспособность клеток МТТ-тестом [3]. 
Содержание липидов в клеточной культуре HTC 
определяли флуоресцентным методом с виталь-
ным липофильным красителем Nile Red, кото-
рый окрашивает капли липидов в цитозоле [3]. 
Интенсивность флуоресценции Nile Red детек-
тировали на микропланшетном ридере Infinite 
200 PRO (Tecan, Швейцария) и на проточном ци-
тофлуориметре Facs Canto II (Becton Dickinson, 
Великобритания) при длине волны возбуждения 
580 нм и ýмиссии 630 нм. При цитометрическом 
анализе накопление производили до 10 000 со-
бытий.

Оценка экспрессии мРНК генов метаболиз-
ма липидов. РНК из клеточной культуры выде-
ляли с помощью набора Illustra RNA spin Mini 
RNA Isolation Kit (GE Healthcare, США) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. Концен-
трацию и чистоту выделенной РНК определяли 
на спектрофотометре Nano Drop-2000 (Thermo 
Scientific, Германия). Концентрация РНК состав-
ляла 100–500 нг/мкл; А

260
/А

280
 = 1,85–1,95; А

260
/

А
230

 = 1,90–2,10. Целостность РНК оценивали при 
помощи капиллярного ýлектрофореза на приборе 
Tape Station (Agilent Technologies, США) и набо-
ра R6K Screen Tape (Agilent Technologies, США).

Уровень ýкспрессии мРНК генов оценива-
ли при помощи количественной полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией в 
реальном времени по технологии Taq Man на 
амплификаторе Rotor Gene-6000 (Corbett Re-
search, Австралия), кДНК получали с помощью 
набора Revert Aid First Strandc DNA Synthesis 
Kit (Fermentas, Канада). ПЦР ставили в трех ре-
пликах в объеме 15 мкл, содержащем 250 мкл  
MдНТФ (Sibenzyme, Россия), 300 нM пря-
мого и обратного праймеров, 200 нM зонда,  
2,5 мM MgCl2 (Sibenzyme, Россия), 1хSE буфера 
(67 мMTris–HClpH 8,8 при 25 ºC, 16,6 мM (NH

4
)-

2
SO

4
, 0,01% Tween-20) (Sibenzyme), 2,5 ед. Tag 

ДНК-полимеразу 5 Еа/мкл (Sibenzyme) и 50 нгк 

Рис. 1. Химическое строение  
ахиллина

Культивирование клеточной линии HTC. 
Перевиваемую клеточную культуру гепатомы 
крыс линии НТС, полученную из банка кле-
точных культур Института цитологии РАН 
(г. Санкт-Петербург), культивировали в куль-
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ДНК. Программа амплификации включала один 
цикл – 94 ºС, 2 мин (предварительная дена-
турация); 40 циклов: первый шаг – 94 ºС, 6 с и 
второй шаг – 60,5 ºС, 10 с. Праймеры и зонды 

(FAM-BHQ1) были подобраны с использованием 
программы VectorNTIAdvance 11.5 и базы дан-
ных NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore)  
(таблица).

Т а б л и ц а

Последовательности праймеров и зондов, используемых в исследовании экспрессии мРНК генов метаболизма липидов

Actb
NM_031144.3

Ампликон71 bp

F 5’-GAAAAGATGACCCAGATCATGT-3’

Оригинальный дизайн

R 5’-AACACAGCCTGGATGGCTA-3’

Probe 5’-AGACCTTCAACACCCCAGCCAT-3’

Acaca
NM_022193.1

Ампликон94 bp

F 5’-CGCAGGCATCAGAAGATCA-3’

R 5’-TGGCAAGTTTTACAGCACACT-3’

Probe 5’-ACCCCAGCAGTATTTGAACACATG-3’

Cpt1a
NM_031559.2

Ампликон 98 bp

F 5’-CATTGACCTCCGCCTGA-3’

R 5’-TGATGCCATTCTTGAACCG-3’

Probe 5’-CCACGAAGCCCTCAAACAGAT-3’

Cpt2
NM_012930.1

Ампликон 104 bp

F 5’-GCTGTTCACGATGACTGGATAG-3’

R 5’-TCGAAAATGTCTTCCAAGCA-3’

Probe 5’-ACGCAATGCCCGAGAGTTTC-3’

Cyp7a1
NM_012942.2

Ампликон 103 bp

F 5’-CTGATGCTCTCCTGCTTTGA-3’

R 5’-CATGTAGTGGTGGCAAAATTC-3’

Probe 5’-TGTGGAGAGCCAAGTCAAGTGTC-3’

Hmgcr
NM_013134.2

Ампликон 106 bp

F 5’-GCTTGAGATCATGTGCTGCTT-3’

R 5’-CCGAGAAAGCTCTAGGACCA-3’

Probe 5’-CTGTATGTCCGTGCTTGCCAACT-3’

Ldlr
NM_175762.2

Ампликон 95 bp

F 5’-GCCATCTATGAGGACAAAGTGT-3’

R 5’-GCCACCAAATTCACATCTGA-3’

Probe 5’-AGGCGGTTGGCACTGAAAATG-3’

Soat1
NM_031118.1

Ампликон 79 bp

F 5’-GTGCTCGTGTCCTGGTCC-3’

R 5’-AAGGCAAAGAACGAAAGGAA-3’

Probe 5’-AGCACACCTGGCAAGATGGAGTT-3’

П р и м е ч а н и е. Все пробы – FAM → BHQ1; NM – номер последовательности РНК в NCBINucleotideDatabase (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nuccore); bp – пара оснований (basepair); F – прямой праймер; R – обратный праймер; Probe – зонд.

Исследовали ýкспрессию генов: Ldlr – рецептор 
к ЛПНП; Hmgcr – 3-гидрокси-3-метилглутарил 
КоАредуктаза; Soat1 – ацилКоАхолестеролацил-
трансфераза; Cyp7a1 – 7-альфа-гидроксилаза; Cp-
t1a– карнитин-пальмитоилтрансфераза 1; Cpt2 –  
карнитин-пальмитоилтрансфераза 2; Acaca–аце-
тил-КоА карбоксилаза.

Проверку чистоты ПЦР-продуктов проводили 
с использованием ýлектрофореза в 2,5%-м ага-
розном геле с 0,2%-м бромистым ýтидием. Уро-
вень ýкспрессии каждого целевого гена выражали 
в условных единицах по отношению к контролю 
(клетки инкубировали с DMSO) и гену-рефери 
фермента Actb (Rattusnorvegicusactin, beta). От-
носительная ýкспрессия генов метаболизма липи-
дов была оценена с помощью метода Pfaffl [4].

Статистический анализ. Результаты иссле-
дования обрабатывали с использованием про-
грамм Microsoft Exсel (2007), GraphPadPrism 5.0 
(GraphPadSoftware, США) и SPSS Statistics 17.0 
(IBM, США). Результаты представлены в виде вы-
борочного среднего M и ошибки среднего m. Для 

проверки значимости различий между исследуе-
мыми группами использовали t-критерий Стью-
дента для одной выборки и непараметрический 
U-критерий Манна – Уитни для малых групп. 
Статистически значимые считали различия при 
уровне значимости p < 0,05, среднее рассчитыва-
ли из шести измерений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Культивирование клеток гепатомы в течение 

48 ч с ахиллиномв концентрации  0,25–1,0 мМ и 
гемфиброзилом  0,25–0,5 мМ не приводило к из-
менению жизнеспособности клеток по сравнению 
с контролем (р > 0,05) и составляла не менее (91,4 
± 3,8)% и (81,8 ± 2,2)% соответственно. В ýтих 
же концентрациях исследуемые вещества умень-
шали содержание липидов в клетках, оцененных 
флуоресцентным методом с витальным красите-
лем Nile Red на микропланшетном ридере, с (93,1 
± 2,8)% до (71,4 ± 3,9)% (ахиллин в концентра-
ции 0,25–1,0 мМ) и с (99,2 ± 1,9)% до (65,1 ±  
2,3)% (гемфиброзил в концентрации 0,25–0,5 мМ). 
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Рис. 2. Влияние гемфиброзила (0,25 мМ) (а) и ахиллина (0,5 мМ) (б) на ýкспрессию мРНК генов метаболизма липидов в клеточ-
ной культуре гепатомы линии НТС, *р < 0,05, n = 6
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Статистически значимое уменьшение интенсивно-
сти флуоресценции Nile Red в клетках НТС реги-
стрировалось при концентрации ахиллина 1,0 мМ 
(на 28,6%) и гемфиброзила – 0,5 мМ (на 34,9%) по 
сравнению с контролем (р < 0,05). Снижение уров-
ня липидов в клетках гепатомы под действием ахил-
лина подтверждается данными цитометрического 
анализа с красителем Nile Red методом проточной 
цитофлуориметрии. При ýтом ахиллин оказывал 
более выраженное гиполипидемическое действие 
и при концентрации 0,25 мМ снижал интенсив-
ность флуоресценции Nile Red на 15% (17,75 ±  
0,7) ед. флуоресценции по сравнению с контролем 
(20,87 ± 0,8) ед. флуоресценции (p < 0,05).

Для исследования механизма гиполипиде-
мического действия ахиллина определяли ýкс-
прессию ключевых генов метаболизма липидов 
в клеточной культуре линии НТС. Известно, что 
уровень внутриклеточного холестерина регули-
руется путем рецептор-опосредованного пиноци-
тоза, осуществляемого с участием рецепторов к 
ЛПНП (Ldlr), расположенных на плазматической 
мембране гепатоцитов [5], и ферментом 3-ги-
дрокси-3-метилглутарил КоАредуктазой (ГМГ- 
КоАредуктаза), которая локализована на ýндо-
плазматическом ретикулуме и пероксисомах и 
лимитирует скорость биосинтеза холестерина 
[6]. В результате ýкспериментов было установле-
но, что инкубация клеток гепатомы с препаратом 
сравнения гемфиброзилом (0,25 мМ) приводила к 
увеличению ýкспрессии мРНК гена Ldlr в 2,2 раза 
((2,21 ± 0,16) усл. ед., р < 0,05) (рис. 2, а). Ахиллин 
(0,5 мМ) не оказывал влияния на ýкспрессию гена 
Ldlr, и величина ýкспрессии составляла (1,31 ±  
0,13) усл. ед., р > 0,05 (рис. 2, б). Экспрессия гена 
Hmgcr увеличилась в 1,4 раза ((1,39 ± 0,12) усл. 
ед., р < 0,05) при инкубации клеток гепатомы с 
ахиллином (см. рис. 2, б), гемфиброзил ((1,2 ± 
0,11) усл. ед., р > 0,05) не оказывал существенного 
влияния на ýкспрессию гена Hmgcr по сравнению 
с контролем (см. рис. 2, а). Известно, что конеч-

ный продукт метаболического пути  холестерол 
регулирует скорость транскрипции гена ГМГ-Ко-
А-редуктазы по принципу отрицательной обрат-
ной связи. Однако регуляция активности фермен-
та ГМГ-КоАредуктазы – ýто сложный процесс, 
который контролируется как на транскрипцион-
ном уровне (через транскрипционные факторы 
SREBPs), так и на постранскрипционном (через 
процессы фосфорилирования и (или) дефосфо-
рилирования) [5]. Поýтому можно предполагать, 
что увеличение ýкспрессии гена ГМГ-КоА-редук-
тазы, обнаруженное в наших ýкспериментах, обу- 
словлено снижением содержания холестерола 
под действием ахиллина.

АцилКоАхолестеролацилтрансфераза (Soat1) – 
фермент, катализирующий образование ýфиров 
холестерола [7]. Установлено, что культивирова-
ние клеточной культуры НТС с гемфиброзилом 
приводило к снижению ýкспрессии гена Soat1 на 
40% ((0,61 ± 0,07) усл. ед., р < 0,05) (см. рис. 2, а). 
Ахиллин ((0,89 ± 0,09) усл. ед., р > 0,05) не ока-
зывал существенного влияния на ýкспрессию гена 
Soat1 по сравнению с контролем (см. рис. 2, б).

Печень устраняет избыток холестерина из 
организма путем непосредственной секреции в 
желчь или после преобразования его в желчные 
кислоты. Лимитирующим ферментом синтеза 
желчных кислот является холестерин 7α-гидрок-
силаза (Cyp7a1) [8]. Культивирование клеток с 
гемфиброзилом приводило к снижению ýкспре-
сии мРНК гена Cyp7a1 на 25%, и величина ýкс-
прессии составляла (0,75 ± 0,06) усл. ед., р < 0,05 
(см. рис. 2, а). Действительно, ранее было пока-
зано, что фибраты, в том числе гемфиброзил, 
уменьшают ýкспрессию гена Cyp7a1 у пациентов 
с гиперлипидемией [9] и в клеточной культуре 
гепатомы HepG2 [10]. Уменьшение ýкспрессии 
мРНК гена Cyp7a1 способствует снижению син-
теза и секреции желчных кислот, что приводит к 
повышению литогенности желчи, то есть к риску 
образования желчных камней [9]. 
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ДНК. Программа амплификации включала один 
цикл – 94 ºС, 2 мин (предварительная дена-
турация); 40 циклов: первый шаг – 94 ºС, 6 с и 
второй шаг – 60,5 ºС, 10 с. Праймеры и зонды 

(FAM-BHQ1) были подобраны с использованием 
программы VectorNTIAdvance 11.5 и базы дан-
ных NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore)  
(таблица).

Т а б л и ц а

Последовательности праймеров и зондов, используемых в исследовании экспрессии мРНК генов метаболизма липидов

Actb
NM_031144.3

Ампликон71 bp

F 5’-GAAAAGATGACCCAGATCATGT-3’

Оригинальный дизайн

R 5’-AACACAGCCTGGATGGCTA-3’

Probe 5’-AGACCTTCAACACCCCAGCCAT-3’

Acaca
NM_022193.1

Ампликон94 bp

F 5’-CGCAGGCATCAGAAGATCA-3’

R 5’-TGGCAAGTTTTACAGCACACT-3’

Probe 5’-ACCCCAGCAGTATTTGAACACATG-3’

Cpt1a
NM_031559.2

Ампликон 98 bp

F 5’-CATTGACCTCCGCCTGA-3’

R 5’-TGATGCCATTCTTGAACCG-3’

Probe 5’-CCACGAAGCCCTCAAACAGAT-3’

Cpt2
NM_012930.1

Ампликон 104 bp

F 5’-GCTGTTCACGATGACTGGATAG-3’

R 5’-TCGAAAATGTCTTCCAAGCA-3’

Probe 5’-ACGCAATGCCCGAGAGTTTC-3’

Cyp7a1
NM_012942.2

Ампликон 103 bp

F 5’-CTGATGCTCTCCTGCTTTGA-3’

R 5’-CATGTAGTGGTGGCAAAATTC-3’

Probe 5’-TGTGGAGAGCCAAGTCAAGTGTC-3’

Hmgcr
NM_013134.2

Ампликон 106 bp

F 5’-GCTTGAGATCATGTGCTGCTT-3’

R 5’-CCGAGAAAGCTCTAGGACCA-3’

Probe 5’-CTGTATGTCCGTGCTTGCCAACT-3’

Ldlr
NM_175762.2

Ампликон 95 bp

F 5’-GCCATCTATGAGGACAAAGTGT-3’

R 5’-GCCACCAAATTCACATCTGA-3’

Probe 5’-AGGCGGTTGGCACTGAAAATG-3’

Soat1
NM_031118.1

Ампликон 79 bp

F 5’-GTGCTCGTGTCCTGGTCC-3’

R 5’-AAGGCAAAGAACGAAAGGAA-3’

Probe 5’-AGCACACCTGGCAAGATGGAGTT-3’

П р и м е ч а н и е. Все пробы – FAM → BHQ1; NM – номер последовательности РНК в NCBINucleotideDatabase (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nuccore); bp – пара оснований (basepair); F – прямой праймер; R – обратный праймер; Probe – зонд.

Исследовали ýкспрессию генов: Ldlr – рецептор 
к ЛПНП; Hmgcr – 3-гидрокси-3-метилглутарил 
КоАредуктаза; Soat1 – ацилКоАхолестеролацил-
трансфераза; Cyp7a1 – 7-альфа-гидроксилаза; Cp-
t1a– карнитин-пальмитоилтрансфераза 1; Cpt2 –  
карнитин-пальмитоилтрансфераза 2; Acaca–аце-
тил-КоА карбоксилаза.

Проверку чистоты ПЦР-продуктов проводили 
с использованием ýлектрофореза в 2,5%-м ага-
розном геле с 0,2%-м бромистым ýтидием. Уро-
вень ýкспрессии каждого целевого гена выражали 
в условных единицах по отношению к контролю 
(клетки инкубировали с DMSO) и гену-рефери 
фермента Actb (Rattusnorvegicusactin, beta). От-
носительная ýкспрессия генов метаболизма липи-
дов была оценена с помощью метода Pfaffl [4].

Статистический анализ. Результаты иссле-
дования обрабатывали с использованием про-
грамм Microsoft Exсel (2007), GraphPadPrism 5.0 
(GraphPadSoftware, США) и SPSS Statistics 17.0 
(IBM, США). Результаты представлены в виде вы-
борочного среднего M и ошибки среднего m. Для 

проверки значимости различий между исследуе-
мыми группами использовали t-критерий Стью-
дента для одной выборки и непараметрический 
U-критерий Манна – Уитни для малых групп. 
Статистически значимые считали различия при 
уровне значимости p < 0,05, среднее рассчитыва-
ли из шести измерений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Культивирование клеток гепатомы в течение 

48 ч с ахиллиномв концентрации  0,25–1,0 мМ и 
гемфиброзилом  0,25–0,5 мМ не приводило к из-
менению жизнеспособности клеток по сравнению 
с контролем (р > 0,05) и составляла не менее (91,4 
± 3,8)% и (81,8 ± 2,2)% соответственно. В ýтих 
же концентрациях исследуемые вещества умень-
шали содержание липидов в клетках, оцененных 
флуоресцентным методом с витальным красите-
лем Nile Red на микропланшетном ридере, с (93,1 
± 2,8)% до (71,4 ± 3,9)% (ахиллин в концентра-
ции 0,25–1,0 мМ) и с (99,2 ± 1,9)% до (65,1 ±  
2,3)% (гемфиброзил в концентрации 0,25–0,5 мМ). 
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Рис. 2. Влияние гемфиброзила (0,25 мМ) (а) и ахиллина (0,5 мМ) (б) на ýкспрессию мРНК генов метаболизма липидов в клеточ-
ной культуре гепатомы линии НТС, *р < 0,05, n = 6
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Статистически значимое уменьшение интенсивно-
сти флуоресценции Nile Red в клетках НТС реги-
стрировалось при концентрации ахиллина 1,0 мМ 
(на 28,6%) и гемфиброзила – 0,5 мМ (на 34,9%) по 
сравнению с контролем (р < 0,05). Снижение уров-
ня липидов в клетках гепатомы под действием ахил-
лина подтверждается данными цитометрического 
анализа с красителем Nile Red методом проточной 
цитофлуориметрии. При ýтом ахиллин оказывал 
более выраженное гиполипидемическое действие 
и при концентрации 0,25 мМ снижал интенсив-
ность флуоресценции Nile Red на 15% (17,75 ±  
0,7) ед. флуоресценции по сравнению с контролем 
(20,87 ± 0,8) ед. флуоресценции (p < 0,05).

Для исследования механизма гиполипиде-
мического действия ахиллина определяли ýкс-
прессию ключевых генов метаболизма липидов 
в клеточной культуре линии НТС. Известно, что 
уровень внутриклеточного холестерина регули-
руется путем рецептор-опосредованного пиноци-
тоза, осуществляемого с участием рецепторов к 
ЛПНП (Ldlr), расположенных на плазматической 
мембране гепатоцитов [5], и ферментом 3-ги-
дрокси-3-метилглутарил КоАредуктазой (ГМГ- 
КоАредуктаза), которая локализована на ýндо-
плазматическом ретикулуме и пероксисомах и 
лимитирует скорость биосинтеза холестерина 
[6]. В результате ýкспериментов было установле-
но, что инкубация клеток гепатомы с препаратом 
сравнения гемфиброзилом (0,25 мМ) приводила к 
увеличению ýкспрессии мРНК гена Ldlr в 2,2 раза 
((2,21 ± 0,16) усл. ед., р < 0,05) (рис. 2, а). Ахиллин 
(0,5 мМ) не оказывал влияния на ýкспрессию гена 
Ldlr, и величина ýкспрессии составляла (1,31 ±  
0,13) усл. ед., р > 0,05 (рис. 2, б). Экспрессия гена 
Hmgcr увеличилась в 1,4 раза ((1,39 ± 0,12) усл. 
ед., р < 0,05) при инкубации клеток гепатомы с 
ахиллином (см. рис. 2, б), гемфиброзил ((1,2 ± 
0,11) усл. ед., р > 0,05) не оказывал существенного 
влияния на ýкспрессию гена Hmgcr по сравнению 
с контролем (см. рис. 2, а). Известно, что конеч-

ный продукт метаболического пути  холестерол 
регулирует скорость транскрипции гена ГМГ-Ко-
А-редуктазы по принципу отрицательной обрат-
ной связи. Однако регуляция активности фермен-
та ГМГ-КоАредуктазы – ýто сложный процесс, 
который контролируется как на транскрипцион-
ном уровне (через транскрипционные факторы 
SREBPs), так и на постранскрипционном (через 
процессы фосфорилирования и (или) дефосфо-
рилирования) [5]. Поýтому можно предполагать, 
что увеличение ýкспрессии гена ГМГ-КоА-редук-
тазы, обнаруженное в наших ýкспериментах, обу- 
словлено снижением содержания холестерола 
под действием ахиллина.

АцилКоАхолестеролацилтрансфераза (Soat1) – 
фермент, катализирующий образование ýфиров 
холестерола [7]. Установлено, что культивирова-
ние клеточной культуры НТС с гемфиброзилом 
приводило к снижению ýкспрессии гена Soat1 на 
40% ((0,61 ± 0,07) усл. ед., р < 0,05) (см. рис. 2, а). 
Ахиллин ((0,89 ± 0,09) усл. ед., р > 0,05) не ока-
зывал существенного влияния на ýкспрессию гена 
Soat1 по сравнению с контролем (см. рис. 2, б).

Печень устраняет избыток холестерина из 
организма путем непосредственной секреции в 
желчь или после преобразования его в желчные 
кислоты. Лимитирующим ферментом синтеза 
желчных кислот является холестерин 7α-гидрок-
силаза (Cyp7a1) [8]. Культивирование клеток с 
гемфиброзилом приводило к снижению ýкспре-
сии мРНК гена Cyp7a1 на 25%, и величина ýкс-
прессии составляла (0,75 ± 0,06) усл. ед., р < 0,05 
(см. рис. 2, а). Действительно, ранее было пока-
зано, что фибраты, в том числе гемфиброзил, 
уменьшают ýкспрессию гена Cyp7a1 у пациентов 
с гиперлипидемией [9] и в клеточной культуре 
гепатомы HepG2 [10]. Уменьшение ýкспрессии 
мРНК гена Cyp7a1 способствует снижению син-
теза и секреции желчных кислот, что приводит к 
повышению литогенности желчи, то есть к риску 
образования желчных камней [9]. 
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Поýтому гемфиброзил противопоказан боль-
ным с желчнокаменной болезнью. Ахиллин, напро-
тив, повышал ýкспрессию мРНК гена Cyp7a1 в 2,6 
раза ((2,56 ± 0,23) усл. ед., р < 0,05) (см. рис. 2, б).

Жирные кислоты с длинной углеводородной 
цепью переносятся через внутреннюю мембра-
ну митохондрий с помощью карнитина. Карни-
тин-пальмитоилтрансфераза 1 (Cpt1a) – фермент, 
расположенный на внешней мембране митохон-
дрий и осуществляющий транспорт длинноцепо-
чечных жирных кислот в митохондрии, катали-
зирует реакцию с образованием ацилкарнитина. 
Фермент карнитин-пальмитоилтрансфераза 2 
(Cpt2) катализирует перенос ацила на внутри-
митохондриальный КоА [11]. Поýтому была ис-
следована ýкспрессия обоих генов ферментов, 
участвующих в катаболизме жирных кислот. При 
культивировании клеток НТС с гемфиброзилом 
ýкспрессия гена Cpt1a увеличивалась в 3,4 раза 
((3,39 ± 0,1) усл. ед., р < 0,05) (см. рис. 2, а). Ахил-
лин в исследуемой концентрации не оказывал су-
щественного слияния на ýкспрессию гена Cpt1a 
((1,13 ± 0,06) усл. ед. соответственно, р > 0,05). 
Экспрессию гена Cpt2 гемфиброзил увеличивал 
лишь в 1,8 раза ((1,81 ± 0,14) усл. ед., р < 0,05) 
(см. рис. 2, а), а ахиллин повышал величину ýкс-
прессии гена Cpt2 в 1,5 раза ((1,55 ± 0,14) усл. ед.,  
р < 0,05) (см. рис. 2, б).

Ацетил-КоА-карбоксилаза (Acaca) – ключевой 
фермент синтеза жирных кислот, катализирующий 
карбоксилирование ацетил-КоА с образованием 
малонил-КоА. Увеличение ýкспрессии мРНК гена 
Acaca под действием гемфиброзила может быть 
обусловлено снижением субстрата ацетил-КоА, 
необходимого для синтеза малонил-КоА, по-
скольку увеличение ýкспресии генов Cpt1a и Cpt2  
(см. рис. 2, а) усиливает β-окисление жирных кис-
лот [12]. Установлено, что гемфиброзил увеличи-
вал ýкспрессию гена фермента ацетил-КоА-кар-
боксилазы в клетках гепатомы НТС в 1,6 раза 
((1,62 ± 0,14) усл. ед., р < 0,05) (рис. 2, а). Ахиллин 
не оказывал влияния на ýкспрессию исследуемого 
гена ((0,93 ± 0,09) усл. ед., р > 0,05) (см. рис. 2, б).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Возможный механизм гиполипидемического 

действия ахиллина может быть обусловлен уве-
личением транспорта и окисления длинноцепо-
чечных жирных кислот в митохондриях, о чем 
свидетельствует повышение ýкспрессии гена кар-
нитин-пальмитоилтрансферазы 2 (Cpt2). Сниже-
ние уровня холестерола может быть связано с 
повышенным синтезом желчных кислот из холе-
стерола вследствие повышенной ýкспрессии гена 

7-альфа-гидроксилазы (Cyp7a1) в культуре кле-
ток гепатомы крыс. 
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ABSTRACT

Objective. Evaluation in vitro of the mechanisms of the hypolipidemic effect of sesquiterpene γ-lactone 
achilline in the hepatoma tissue culture (HTC).

Materials and methods.The influence of sesquiterpene γ-lactone achilline and gemfibrozil (comparison drug) 
on the viability, lipid content and expression of key genes of lipid metabolism in the hepatoma tissue culture. 
The lipid content was assessed by fluorescent method with the vital dye Nile Red, the cell viability was assessed 
using MTT assay.

Results. Cultivation of of cell cultures of rat’s hepatoma cell line HTC for 48 h with achilline in a concentration 
of from 0.25 to 1.0 mm and gemfibrozil from 0,25 to 0,5 mm did not change cell viability compared to control. 
In these same concentrations of the test substance reduced the lipid content in the cells, assessed by fluorescent 
method with the vital dye Nile Red.

To study the mechanism of hypolipidemicaction of achillinedetermined the expression of key genes of lipid 
metabolism in cell culture lines HTC. The possible mechanism of hypolipidemic action of achilline can be 

Бюллетень сибирской медицины. 2016; 15 (4): 84–90



88

Поýтому гемфиброзил противопоказан боль-
ным с желчнокаменной болезнью. Ахиллин, напро-
тив, повышал ýкспрессию мРНК гена Cyp7a1 в 2,6 
раза ((2,56 ± 0,23) усл. ед., р < 0,05) (см. рис. 2, б).

Жирные кислоты с длинной углеводородной 
цепью переносятся через внутреннюю мембра-
ну митохондрий с помощью карнитина. Карни-
тин-пальмитоилтрансфераза 1 (Cpt1a) – фермент, 
расположенный на внешней мембране митохон-
дрий и осуществляющий транспорт длинноцепо-
чечных жирных кислот в митохондрии, катали-
зирует реакцию с образованием ацилкарнитина. 
Фермент карнитин-пальмитоилтрансфераза 2 
(Cpt2) катализирует перенос ацила на внутри-
митохондриальный КоА [11]. Поýтому была ис-
следована ýкспрессия обоих генов ферментов, 
участвующих в катаболизме жирных кислот. При 
культивировании клеток НТС с гемфиброзилом 
ýкспрессия гена Cpt1a увеличивалась в 3,4 раза 
((3,39 ± 0,1) усл. ед., р < 0,05) (см. рис. 2, а). Ахил-
лин в исследуемой концентрации не оказывал су-
щественного слияния на ýкспрессию гена Cpt1a 
((1,13 ± 0,06) усл. ед. соответственно, р > 0,05). 
Экспрессию гена Cpt2 гемфиброзил увеличивал 
лишь в 1,8 раза ((1,81 ± 0,14) усл. ед., р < 0,05) 
(см. рис. 2, а), а ахиллин повышал величину ýкс-
прессии гена Cpt2 в 1,5 раза ((1,55 ± 0,14) усл. ед.,  
р < 0,05) (см. рис. 2, б).

Ацетил-КоА-карбоксилаза (Acaca) – ключевой 
фермент синтеза жирных кислот, катализирующий 
карбоксилирование ацетил-КоА с образованием 
малонил-КоА. Увеличение ýкспрессии мРНК гена 
Acaca под действием гемфиброзила может быть 
обусловлено снижением субстрата ацетил-КоА, 
необходимого для синтеза малонил-КоА, по-
скольку увеличение ýкспресии генов Cpt1a и Cpt2  
(см. рис. 2, а) усиливает β-окисление жирных кис-
лот [12]. Установлено, что гемфиброзил увеличи-
вал ýкспрессию гена фермента ацетил-КоА-кар-
боксилазы в клетках гепатомы НТС в 1,6 раза 
((1,62 ± 0,14) усл. ед., р < 0,05) (рис. 2, а). Ахиллин 
не оказывал влияния на ýкспрессию исследуемого 
гена ((0,93 ± 0,09) усл. ед., р > 0,05) (см. рис. 2, б).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Возможный механизм гиполипидемического 

действия ахиллина может быть обусловлен уве-
личением транспорта и окисления длинноцепо-
чечных жирных кислот в митохондриях, о чем 
свидетельствует повышение ýкспрессии гена кар-
нитин-пальмитоилтрансферазы 2 (Cpt2). Сниже-
ние уровня холестерола может быть связано с 
повышенным синтезом желчных кислот из холе-
стерола вследствие повышенной ýкспрессии гена 

7-альфа-гидроксилазы (Cyp7a1) в культуре кле-
ток гепатомы крыс. 
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ABSTRACT

Objective. Evaluation in vitro of the mechanisms of the hypolipidemic effect of sesquiterpene γ-lactone 
achilline in the hepatoma tissue culture (HTC).

Materials and methods.The influence of sesquiterpene γ-lactone achilline and gemfibrozil (comparison drug) 
on the viability, lipid content and expression of key genes of lipid metabolism in the hepatoma tissue culture. 
The lipid content was assessed by fluorescent method with the vital dye Nile Red, the cell viability was assessed 
using MTT assay.

Results. Cultivation of of cell cultures of rat’s hepatoma cell line HTC for 48 h with achilline in a concentration 
of from 0.25 to 1.0 mm and gemfibrozil from 0,25 to 0,5 mm did not change cell viability compared to control. 
In these same concentrations of the test substance reduced the lipid content in the cells, assessed by fluorescent 
method with the vital dye Nile Red.

To study the mechanism of hypolipidemicaction of achillinedetermined the expression of key genes of lipid 
metabolism in cell culture lines HTC. The possible mechanism of hypolipidemic action of achilline can be 
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attributed to the increased transport and oxidation of long-chain fatty acids in mitochondria, as evidenced by 
the increase in the gene expression of carnitine-palmitoyltransferase 2 (Cpt2). The decrease in cholesterol level 
may be due to increased synthesis of bile acids from cholesterol, due to increased gene expression of 7-alpha-
hydroxylase (Cyp7a1).

Conclusion. In cell cultures of rat’s hepatoma cell line HTC sesquiterpene γ-lactone achilline reduces the 
accumulation of lipids in cells, as evidenced by the decrease in the fluorescence of Nile Red, increased gene 
expression of the carnitine-palmitoyltransferase 2 (Cpt2) gene and 7-alpha-hydroxylase (Cyp7a1). 

Key words: sesquiterpene γ-lactone,achilline, gemfibrozil, rat hepatoma tissue culture (HTC), Cyp7a1, 
Cpt2, hypolipidemic action. 
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Роль УЗИ и КТ в лучевой диагностике кардиоэзофагеального рака

Савельев  И.Н., Фролова И.Г., Афанасьев С.Г., Величко С.А., Тузиков С.А., Миллер С.В. 

Томский научно-исследовательский институт онкологии  (Томский НИИ онкологии),  
Россия, 634028, г. Томск, ул. Савиных, 12/1 

РЕЗЮМЕ

Цель исследования – оценить возможности сонографии и компьютерной томографии (КТ) в определе-
нии степени распространенности опухолевого процесса при кардиоэзофагеальном раке (КЭР).

Материал и методы. Комплексное лучевое исследование проведено 68 больным с морфологически 
верифицированным КЭР. Результаты исследования сопоставлены с данными, полученными в ходе опе-
ративного вмешательства и плановой гистологической проводки операционного материала.

Результаты. Анализ наших данных показал, что при рентгенологическом исследовании кардиального 
отдела и свода желудка у большинства больных (72%) отмечались утолщение стенок и деформация газо-
вого пузыря желудка, наличие опухоли на фоне газа (37,7%), симптом «обтекания» (32,3%), увеличение 
угла Гиса (50%). У 15% больных выявлено распространение на пищевод с обрывом складок слизистой 
оболочки и ригидностью стенки, различной степени сужения просвета пищевода. Компьютерная  то-
мография с  контрастированием у 1/3 больных с КЭР позволила уточнить протяженность опухолевого 
процесса, учитывая толщину стенок желудка и пищевода и их денситометрическую плотность. В связи 
с этим точность КТ при определении стадии  Т3  была равна 75,8%; чувствительность – 83,2%; специ-
фичность – 68,1%. КТ является методикой, решающей важнейшие задачи о вероятном распространении 
опухолевого процесса на  соседние органы и ткани. Одним из наиболее перспективных вопросов яви-
лось уточнение вовлечения в бластоматозный процесс печени, ножек диафрагмы. Эхография с высоко-
частотными датчиками была  информативной  при прорастании опухолью листков перикарда, селезенки.  
В группе лимфатических узлов, где использовали методику высокочастотной эхографии, чувствитель-
ность в выявлении лимфометастазов удалось повысить в сравнении со стандартным исследованием с 
48,5% до 87,9% случаев.

Заключение. Изучена роль  эхографии и компьютерной томографии в лучевой диагностике КЭР, пред-
ложен алгоритм  их применения с  рентгенологическими исследованиями.

Ключевые слова:  кардиоэзофагиальный рак, компьютерная томография, эхография.

ВВЕДЕНИЕ
По данным ВОÇ в большинстве стран мира за-

болеваемость раком желудка снижается, однако 
она по-прежнему остается самой частой причи-
ной смерти от онкологических заболеваний. Рак 
желудка является четвертым из наиболее распро-
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страненных злокачественных новообразований, 
на его долю в мировой структуре онкологической 
заболеваемости  приходится около 8%. Ежегодно 
во всем мире раком желудка заболевают более  
900 тыс.  человек, а среди причин смерти он зани-
мает второе место [1]. В России регистрируется 
около 40 тыс. больных, имеющих местно-распро-
страненные и распространенные формы рака же-
лудка [2].
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