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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ Fasn И Sirt4 И КОДИРУЕМЫХ ИМИ БЕЛКОВ 
В ВИСЦЕРАЛЬНОЙ ЖИРОВОЙ ТКАНИ КРЫС ЛИНИИ ВИСТАР 

ПРИ ИЗБЫТОЧНОМ ПОТРЕБЛЕНИИ ЖИРОВ ЖИВОТНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Аннотация.  Представлены  результаты  собственных  исследований  изменения  экспрессии  липогенных  генов 
Fasn и Sirt4 и кодируемых ими белков Fasn и Sirt4 в висцеральной жировой ткани крыс линии Вистар при избыточ-
ном потреблении жиров. 

В течение 8 недель дополнительно к стандартному рациону вивария крысы получали жиры животного проис-
хождения (45 % от суточной калорийности). Относительную экспрессию генов определяли методом ПЦР в режиме 
реального времени, содержание белков в висцеральной жировой ткани – методом иммуноферментного анализа. 

Установлено, что при избыточном потреблении жиров животного происхождения в висцеральной жировой ткани 
крыс линии Вистар снижается экспрессия липогенных генов Fasn и Sirt4 и кодируемых ими белков, что свидетель-
ствует о дисфункции жировой ткани,  следствием чего может быть нарушение метаболизма липидов и углеводов, 
развитие инсулинорезистентности.
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EXPRESSION OF THE Fasn AND Sirt4 GENES AND THE PROTEINS THEY ENCODE 
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OF EXCESS FAT INTAKE

Abstract. The changes in the expression of the lipogenic Fasn and Sirt4 genes and the Fasn and Sirt4 proteins they encode 
in the visceral adipose tissue of Wistar rats against the background of excess fat intake were studied. 

In addition  to  the  standard vivarium diet,  the  rats  received  the animal  fats  (45 % of daily caloric value)  for 8 weeks. 
A relative gene expression was determined by real-time PCR, protein content in the visceral adipose tissue ‒ by the ELISA method.

It was found that the excess animal fat intake leads to a decreased expression of lipogenic Fasn and Sirt4 genes and the proteins 
they encode  in  the visceral adipose  tissue of Wistar  rats, which  indicates  the  formation of  the adipose  tissue dysfunction, 
which may result in the impared lipid and carbohydrate metabolism, the insulin resistance development.
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Введение. Во всех странах мира наблюдается прогрессирующее увеличение числа лиц с избы-
точной массой тела и ожирением как среди взрослого, так и среди детского населения. В связи 
с высокой распространенностью ожирения растет и число связанных с ним соматических заболе-
ваний (сахарного диабета второго типа, артериальной гипертензии, неалкогольной жировой бо-
лезни печени, некоторых видов рака и др.), приводящих к ухудшению качества жизни и прежде- 
временной смерти [1]. 

Образование избыточного количества жировой ткани может быть связано с рядом факторов: 
наличием нейроэндокринных нарушений, малоподвижным образом жизни, приемом гормональ-
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ных препаратов, генетической предрасположенностью. Однако основной причиной этого является 
дисбаланс между потреблением  энергии  с пищей и  ее  расходом. В  случае,  когда потребление 
превышает расход, активируется липогенез ‒ избыточный синтез жирных кислот и триглицери-
дов в печени и жировой ткани, а недостаток питательных веществ стимулирует окисление жиров. 
Баланс между синтезом и окислением липидов обеспечивает ряд гормонов и ферментов. Среди 
последних немаловажное значение имеют сиртуины. Они представляют собой семейство высоко-
консервативных НАД-зависимых белков, обладающих деацетилазной или АДФ-рибозилтрансфе-
разной активностью, мишенями которых являются гистоны, транскрипционные факторы и ме-
таболические ферменты. Основной функцией сиртуинов является адаптация экспрессии генов 
и метаболической активности к изменению энергетического статуса клетки [2].

На сегодняшний день сиртуин 4 (Sirt4) является одним из наименее изученных сиртуинов. 
Он  представляет  собой  митохондриальный  белок,  который  кодируется  геном  Sirt4.  Согласно 
имеющимся данным, Sirt4 является регулятором гомеостаза липидов в организме. Он деацети-
лирует и ингибирует фермент малонил-КоА-декарбоксилазу (MCD), который способствует син-
тезу ацетил-КоА из малонил-КоА. Последний вызывает липогенез и подавляет окисление жиров. 
В экспериментах на мышах с нокаутом гена Sirt4 выявлено повышение активности MCD и сни-
жение уровня малонил-КоА в  скелетных мышцах и белой жировой  ткани,  что обусловливало 
их устойчивость к ожирению, вызванному диетой. Увеличение экспрессии Sirt4, напротив, ассо-
циируется  с  усилением  липогенеза  и  снижением  окисления жирных  кислот. Помимо  участия 
в метаболизме липидов Sirt4 играет важную роль и в обмене углеводов. Так, в экспериментах 
на мышах было показано, что нокаут гена Sirt4 приводит к развитию у них инсулинорезистентно-
сти и устойчивости к ожирению [3]. Все это делает его привлекательным для изучения с целью 
более глубокого понимания процессов, лежащих в основе развития ожирения и связанных с ним 
осложнений.

Одним из ключевых ферментов липогенеза  является  также синтаза жирных кислот  (Fasn), 
представляющая  собой  мультиферментный  белок,  который  кодируется  геном  Fasn.  Синтаза 
жирных кислот катализирует  синтез de novo  длинноцепочечных насыщенных жирных кислот 
из ацетил-КоА и малонил-КоА в присутствии НАДФН. Fasn интенсивно экспрессируется в тка-
нях с высокой метаболической активностью (например, тканях печени, жировой ткани и тканях 
головного мозга). Исследования, проведенные на мышах, показали, что ингибирование экспрессии 
гена Fasn приводит к снижению потребления пищи, быстрому снижению массы тела, уменьше-
нию проявлений стеатогепатоза, вызванного высокожировой диетой [4, 5]. Это дает основания 
полагать, что Fasn может обусловливать избыточное накопление жировой ткани посредством ре-
гуляции пищевого поведения и энергетического гомеостаза. На сегодняшний день существует 
ряд исследований, результаты которых указывают на роль Fasn в формировании инсулинорезис-
тентности, дислипидемии, изменении уровня адипокинов в крови [6]. Кроме того, имеются данные, 
свидетельствующие о том, что синтаза жирных кислот принимает участие в адипогенезе. Так, 
в экспериментах на крысах было показано, что ингибирование активности Fasn приводит к бло-
кированию дифференцировки адипоцитов и сокращению их количества [7]. 

Согласно результатам эпидемиологических исследований, имеется взаимосвязь между содер-
жанием жиров в рационе и риском развития ожирения [8]. Однако лежащие в основе этого моле-
кулярные механизмы на сегодняшний день до конца не изучены.

Потребление продуктов с высоким содержанием жиров животного происхождения приводит 
к увеличению содержания жирных кислот в организме, которые являются важными регулятора-
ми экспрессии генов метаболических ферментов в печени. В то же время их роль в жировой ткани 
изучена недостаточно.

Целью данного исследования являлось изучение влияния жиров животного происхождения 
на экспрессию генов Fasn и Sirt4 в висцеральной жировой ткани крыс линии Вистар.

Объекты и методы исследования.  В  эксперименте  использовались  половозрелые  крысы-
самцы линии Вистар вивария Института физиологии НАН Беларуси. Животные рандомным обра-
зом были разделены на две группы и содержались при стандартном световом режиме (12 ч свет/ 
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12 ч темнота) и температуре 22 ± 2 °С. Первая группа (Контроль) состояла из 20 крыс, которые 
получали стандартный рацион питания вивария. Вторая группа (Диета) включала 30 животных, 
потреблявших дополнительно к стандартному рациону питания жиры животного происхождения 
(45 % от суточной калорийности) на протяжении 8 недель [9]. Животных выводили из экспери-
мента методом декапитации с использованием наркотизирующих средств. Все эксперименталь-
ные работы выполнены с соблюдением правил биоэтики, утвержденных Европейской конвенцией 
о защите позвоночных животных, используемых для лабораторных или иных целей, и согласно 
разрешению комитета по биоэтике Института физиологии НАН Беларуси. 

Неинвазивные методы исследования. Животным измеряли систолическое артериальное давле-
ние (САД) неинвазивным методом (non-invasive blood pressure, NIBP) с использованием компью-
теризированной установки PanLab (Испания).

Лабораторные методы исследования. Показатели липидного и углеводного обмена (холесте-
рина,  липопротеинов  высокой  плотности  (ЛПВП),  липопротеинов  низкой  плотности  (ЛПНП), 
глюкозы, триглицеридов) определяли в сыворотке крови животных на биохимическом анализато-
ре BS-200 (Китай) с использованием реагентов Диасенс (Беларусь). Измерение уровня инсулина 
в сыворотке крови осуществляли на иммуноферментном анализаторе ChemWell (США) с исполь-
зованием коммерческих наборов Fine Test (Китай). Концентрации белков Fasn и Sirt определяли 
в висцеральной жировой ткани крыс. Для этого жировую ткань (50 мг) размораживали, помещали 
в 500 мкл 0,01 М PBS, рН 7,4, гомогенезировали и центрифугировали при 5000 g в течение 5 мин. 
Супернатант отбирали в отдельные пробирки для дальнейшего проведения иммуноферментного 
анализа с использованием коммерческих наборов Sirtuin 4 (Cloud clone corp., Китай) и Rat fatty 
acid synthase (Fine test, Китай).

Определение экспрессии генов Sirt4  и  Fasn  в жировой ткани крыс. Висцеральную  жиро- 
вую ткань выделяли во время диссекции и взвешивали на электронных весах Scout Pro (Китай). 
Затем 100 мг паранефральной жировой ткани помещали в реагент для сохранения стабильности 
РНК-RNA later (Sigma, США) и хранили при ‒20 °С. Еще 100 мг паранефрального жира замора-
живали при ‒80 °С без стабилизатора. 

Экспрессию генов Sirt4 и Fasn определяли методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в ре-
жиме реального времени (RT-PCR). Для выделения РНК использовали набор Total RNA kit II (Omega, 
США). В 1 мл лизирующего раствора RNA-Solv® с добавлением 2-меркаптоэтанола помещали 
30 мг жировой ткани и гомогенизировали с помощью диспергатора IKA T 10 basic ULTRA-TURRAX. 
После добавления хлороформа гомогенат разделяли на водную и органическую фазы путем центри-
фугирования. Водную фазу, содержащую РНК, доводили этанолом и наносили на мини-колонки 
HiBind® RNA, с которыми происходило связывание РНК, а затем проводили отмывку. Выделен-
ную РНК элюировали водой, очищенной от РНКаз. Обратную транскрипцию осуществляли с по-
мощью набора MMLVRTkit (Evrogen, Россия) с использованием рандомного декануклеотидного 
праймера Random  (dN)10. Концентрацию кДНК измеряли на флуориметре Quantus fluoremeter 
(Promega, США). Для проведения амплификации использовали праймеры и зонды TaqMan, а также 
реакционную смесь TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, США). Все реакции ПЦР 
в режиме реального времени осуществляли на амплификаторе Quant Studio 5 (Applied Biosystems, 
США) согласно протоколу. В качестве эндогенного контроля был выбран бета-актин (Actb). Уро-
вень экспрессии генов Sirt и Fasn оценивали относительно уровня экспрессии эндогенного кон-
троля в данном образце по стандартной формуле RE = 2‒ΔΔСt, где RE – уровень относительной 
экспрессии искомого гена, ΔΔСt – разница циклов, во время которых кривые накопления Actb 
данного образца и анализируемого гена пересекают пороговую линию.

Статистическая обработка данных. Статистический анализ проводили с использованием 
программного обеспечения Statistica 7.0. Нормальность распределения определяли с помощью 
теста Шапиро‒Уилка. Параметрические данные представляли в виде среднего арифметического 
±  стандартная  ошибка  среднего  (M  ±  m),  достоверность  различий  рассчитывали  с  помощью 
t-критерия Стьюдента. Непараметрические  данные  были представлены  в  виде медианы,  25-го 
и  75-го  процентилей  (Ме  [25  %;  75  %]),  достоверность  различий  рассчитывали  с  помощью 
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U-критерия Манна‒Уитни. Наличие связи между показателями устанавливали с помощью ранго-
вой корреляции Спирмена (Spearman R). Достоверным считали уровень значимости р ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение. При избыточном потреблении жиров животного происхожде-
ния у крыс линии Вистар выявлено достоверное повышение уровня САД, увеличение массы тела 
и содержания висцеральной жировой ткани (табл. 1), что указывает на развитие у них алимен-
тарного ожирения и артериальной гипертензии. В сыворотке крови обнаружено статистически 
достоверное (р < 0,05) повышение уровней триглицеридов, глюкозы и инсулина, отмечено уве-
личение индекса Homa (табл. 2). Выявленные изменения свидетельствуют о нарушении липид-
ного и углеводного обмена, развитии инсулинорезистентности у животных группы Диета.

Т а б л и ц а  1.  Показатели САД, массы тела и висцеральной жировой ткани у крыс 
линии Вистар при избыточном потреблении жиров животного происхождения (M ± m)

T a b l e  1.  Indicators of SBP, body weight and visceral adipose tissue in Wistar rats on a diet high 
in animal fats (M ± m)

Параметр
Группа животных

Контроль (n = 20) Диета (n = 30)

САД, мм рт. ст.  131 ± 1,38 158 ± 2,08* 
Масса животного, г 363 ± 6,50 444 ± 8,60*

Масса висцеральной жировой ткани, г 5,40 ± 1,45 19,48 ± 8,13*

П р и м е ч а н и е.  Здесь и в табл. 2‒4: * ‒ достоверные отличия от контроля (р < 0,05).

Т а б л и ц а  2.  Показатели липидного и углеводного обмена у крыс линии Вистар 
при избыточном потреблении жиров животного происхождения (Mе [25 %; 75 %])

T a b l e  2.  Indicators of lipid and carbohydrate metabolism in Wistar rats on a diet high 
in animal fats (Me [25 %; 75 %])

Показатель
Группа животных

Контроль (n = 20) Диета (n = 30)

Холестерин, ммоль/л 1,59 [1,37; 1,79] 1,41 [1,31; 1,60]
Триглицериды, ммоль/л 0,66 [0,56; 1,04] 1,09 [0,89; 1,38]*

ЛПВП, ммоль/л 0,77 [0,64; 0,85] 0,69 [0,63; 0,83]
ЛПНП, ммоль/л 0,44 [0,37; 0,50] 0,39 [0,33; 0,44]
Глюкоза, ммоль/л 6,70 [6,33; 6,97] 8,23 [7,90; 8,63]*

Инсулин, мкМЕ/мл 251,50 [225,50; 276,00] 277,00 [247,00; 302,00]*

Индекс Homa 73,43 [66,87; 79,69] 102,43 [89,25; 110,52]*

Изменение относительной экспрессии генов Sirt4 и Fasn и содержания кодируемых ими белков 
в висцеральной жировой ткани представлены в табл. 3. Как видно из таблицы, у крыс, потреб-
лявших избыточное количество жиров животного происхождения, произошло снижение относи-
тельной экспрессии липогенных генов Sirt 4 и Fasn в висцеральной жировой ткани. В отношении 
гена Fasn изменения носили достоверный характер (р < 0,05). Достоверно уменьшилось также 
содержание белков Sirt4 и Fasn. Причем обнаружена отрицательная корреляционная зависимость 
между массой тела животного, количеством висцерального жира и экспрессией генов Sirt 4 и Fasn 
и кодируемых ими белков (табл. 4).

Данные результаты могут свидетельствовать о том, что длительное избыточное потребление 
продуктов с высоким энергетическим потенциалом приводит к нарушению основной функции жи-
ровой ткани, заключающейся в накоплении липидов. Полученные нами результаты согласуются 
с данными A. Diaz‐Villaseñor с соавт. [10], которые отмечали снижение экспрессии липогенных 
генов в висцеральной жировой ткани грызунов с ожирением, и Leah Eissing с соавт. [11], полу-
чивших аналогичные результаты при исследовании жировой ткани людей, страдающих ожире-
нием. В то же время в работах J. Berndt c cоавт. [12] указывается на повышение уровня Fasn в жи-
ровой ткани лиц с ожирением. Такие различия в результатах могут объясняться длительностью 
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эксперимента. Возможно, на начальных этапах развития ожирения, экспрессия липогенных генов 
усиливается, обеспечивая аккумуляцию избыточной энергии в виде жира и предотвращая тем 
самым развитие сосудисто-метаболических нарушений в организме [13]. При длительном потреб-
лении избыточного количества пищи депонирующая функция жировой ткани нарушается, сво-
бодные жирные кислоты попадают в кровеносное русло и впоследствии откладываются эктопи-
чески в клетках печени, миокарда, сосудистой стенки и других органов. Кроме того, имеются 
сведения, что появление именно эктопического жира связано с развитием инсулинорезистент-
ности и метаболических нарушений [14]. 

Свидетельством возможной негативной роли, которую играет снижение экспрессии изучаемых 
генов и их белков в висцеральной жировой ткани на обменные процессы в организме, является 
наличие отрицательной корреляционной зависимости между их уровнями и показателями ли-
пидного и углеводного обмена (табл. 4).

Так, снижение уровня белка Sirt4 в нашем эксперименте ассоциировалось с увеличенным со-
держанием глюкозы и инсулина в сыворотке крови, а также с развитием инсулинорезистентно-
сти, о чем свидетельствовал повышенный индекс Homa. Согласно имеющимся на сегодняшний 

Т а б л и ц а  3.  Относительная экспрессия генов Sirt 4 и Fasn и содержание белков Sirt4 и Fasn 
в висцеральной жировой ткани крыс линии Вистар при избыточном потреблении жиров 

животного происхождения (Mе [25 %; 75 %])

T a b l e  3.  Relative expression of the Sirt 4 and Fasn genes and the content of the Sirt4 
and Fasn proteins in the visceral adipose tissue of Wistar rats on a diet high 

in animal fats (Me [25 %; 75 %])

Показатель
Группа животных

Контроль (n = 20) Диета (n = 30)

Ген Sirt 4 0,0027 [0,0015;0,0034] 0,0014 [0,0011; 0,0021]
Ген Fasn 11,24 [8,83; 21,44] 0,57 [0,45; 0,89]*

Белок Fasn, нг/мл 59,20 [20,40; 82,35] 6,80 [6,40; 8,40]*

Белок Sirt4, нг/мл 13,45 [9,75; 18,85] 4,90 [4,20; 6,30]*

Т а б л и ц а  4.  Корреляционная зависимость между экспрессией генов Sirt4, Fasn 
и белками Sirt4 и Fasn в висцеральной жировой ткани крыс линии Вистар и массой тела, 

массой жировой ткани и показателями липидно-углеводного обмена

T a b l e  4.  Correlation between the expression of the Sirt4, Fasn genes and the Sirt4 
and Fasn proteins in the visceral adipose tissue of Wistar rats and the body weight, 

the adipose tissue mass and the lipid-carbohydrate metabolism indicators

Показатель Коэффициент корреляции Spearman p

Ген Sirt4 и масса жировой ткани ‒0,74 0,036*

Ген Sirt4 и масса тела ‒0,89 0,002*

Белок Sirt4 и масса жировой ткани ‒0,64 0,000001*

Белок Sirt4 и масса тела ‒0,60 0,000006*

Белок Sirt4 и глюкоза ‒0,60 0,000005*

Белок Sirt4 и инсулин ‒0,38 0,0067
Белок Sirt4 и индекс Homa ‒0,66 0,000000
Белок Sirt4 и триглицериды ‒0,47 0,0028*

Ген Fasn и масса жировой ткани ‒0,71 0,000003*

Ген Fasn и масса тела ‒0,38 0,026*

Белок Fasn и масса жировой ткани ‒0,76 0,0000000*

Белок Fasn и масса тела ‒0,54 0,00007*

Ген Fasn и глюкоза ‒0,71 0,000002*

Белок Fasn и глюкоза ‒0,69 0,000000*

Белок Fasn и триглицериды ‒0,40 0,012*

Белок Fasn и индекс Homa ‒0,60 0,000005*

Ген Fasn и белок Fasn 0,54 0,026*
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день данным, Sirt4 способен влиять на секрецию инсулина β-клетками поджелудочной железы 
и чувствительность тканей к инсулину [15]. Кроме того, снижение Sirt4 на фоне высокожировой 
диеты свидетельствует об усилении окисления липидов в митохондриях. Продукты окисления 
жирных кислот препятствуют контакту инсулина с рецепторами, расположенными на поверх-
ности клеток, что может являться одним из механизмов развития инсулинорезистентности [16]. 

Известно, что инсулин не только способствует усвоению глюкозы клетками, но и стимулирует 
липогенез, усиливая экспрессию липогенных генов, в том числе Fasn, в гепатоцитах и адипоци-
тах [17]. Следовательно, уровень Fasn зависит от чувствительности тканей к инсулину. В усло- 
виях развивающейся при высокожировой диете инсулинорезистентности выявлено снижение со-
держания Fasn в висцеральной жировой ткани крыс. Обнаружена обратная корреляционная за-
висимость между уровнем белка Fasn в жировой ткани и индексом Homa, а также содержанием 
глюкозы в сыворотке крови  (табл. 4), что свидетельствует о подавлении синтеза жирных кис- 
лот de novo и о снижении адипогенеза в жировой ткани. Следовательно, уменьшение экспрессии 
гена Fasn при высокожировой диете может свидетельствовать о нарушении депонирующей функ-
ции жировой ткани, следствием чего может стать повышение содержания триглицеридов в крови. 
В пользу этого предположения косвенно свидетельствует наличие отрицательной корреляционной 
связи между содержанием белков Fasn и Sirt4 и уровнем триглицеридов в сыворотке крови (табл. 4). 
Кроме того, поступающие с пищей жирные кислоты будут меньше откладываться в виде жира, 
а при попадании в кровь их липотоксическое действие на ткани и органы будет незначительным [18]. 

Заключение. Таким образом, при длительном избыточном потреблении жиров животного 
происхождения  у  самцов  крыс  линии  Вистар  обнаружено  снижение  экспрессии  липогенных 
генов Sirt4 и Fasn и кодируемых ими белков Sirt4 и Fasn, что может свидетельствовать о наруше-
нии  депонирующей  функции  жировой  ткани.  Помимо  компенсаторного  подавления  синтеза 
жирных  кислот  и  ослабления  липогенеза  стимулируется  окисление  липидов  в митохондриях, 
на что указывает снижение экспрессии гена Sirt4 и уровня его белка. Это может вносить значи-
мый вклад в формирование инсулинорезистентности и нарушений метаболизма липидов и угле-
водов в организме. Способность жировой ткани запасать излишки энергии может быть ключе-
вым фактором защиты от метаболических нарушений и патологических состояний, связанных 
с ожирением. Следовательно, можно предположить, что, оказывая влияние на эту способность 
жировой  ткани путем регулирования  экспрессии липогенных  генов,  в  частности Sirt4 и Fasn, 
эпигенетическими методами можно предотвратить вторичные сосудисто-метаболические ослож-
нения, формирующиеся на фоне ожирения.
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