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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АлАТ — аланинаминотрансфераза 

АМФК — аденозинмонофосфат киназа 

АсАТ — аспартатаминотрансфераза 

ГБ — гликогеновая болезнь 

ГС — гликогенсинтаза 

ГФ — гликогенфосфорилаза 

ГФа — активная форма гликогенфосфорилазы 

Г-1-Ф — глюкозо-1-фосфат 

Г-6-Ф — глюкозо-6-фосфат 

Г-6-Фаза — глюкозо-6-фосфатаза 

ДГ — десмогликоген 

ДВФ — деветвящий фермент 

ЖК — жирные кислоты 

ЛГ — лиогликоген 

ЛД — ложные дольки печени 

ЛД-фракция — легкодоступная фракция гликогена 

МГ — макрогликоген 

МГ/ПГ — отношение содержания макрогликогена к содержанию прогликогена 

Н — норма 

ОГ — общий гликоген 

ПГ — прогликоген 

ПЗ — портальная зона дольки печени 

ПЗ/ЦЗ-гликоген — отношение содержания гликогена в гепатоцитах портальной зоны дольки 

печени к содержанию гликогена в гепатоцитах центральной зоны 

СГ — суммарный гликоген (СГ = ОГ) 

СД — сахарный диабет 

СМГ — сухая масса гепатоцитов 

ТД-фракция — труднодоступная фракция гликогена 

ТХУ — трихлоруксусная кислота 

ХГ — хронический гепатит 

ЦЗ — центральная зона дольки печени 

ЦОГ — цепи остатков глюкозы 

ЦП — цирроз печени 
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ЭМ — электронная микроскопия 

ЯМР — ядерный магнитный резонанс 

Ac — акцептор 

Au-SO2 — аурамин-SO2 

Don — донор 

EFRET — эффективность FRET (Förster Resonance Energy Transfer), % 

EtBr-SO2 — бромистый этидий-SO2 

PAS — Periodic Acid Schiff-реакция 

r — расстояние между донором и акцептором, нм 

R0 — фёрстеровское расстояние между донором и акцептором, на котором эффективность 

FRET составляет 50 %, нм 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования 

Гликоген — разветвленный полимер глюкозы, содержащийся в качестве запасного 

вещества практически во всех клетках человека и животных. Он играет важную роль в 

жизнедеятельности организма, являясь легкодоступным источником энергии для различных 

метаболических процессов в клетках. В цитоплазме клеток гликоген откладывается в виде 

особых гранул — β-частиц. В клетках печени, помимо β-частиц, гликоген может находиться 

также в виде α-частиц (с диаметром ~ 200 нм и более), представляющих ковалентно связанные 

комплексы из 20–40 β-частиц (Devos et al., 1983; Yang et al., 1990; Rybicka, 1996; Ryu et al., 

2009; Sullivan et al., 2010, 2012, 2014). Способность клеток паренхимы печени — гепатоцитов — 

запасать гликоген, синтезируя его из глюкозы после приема пищи и расщепляя в соответствии с 

требованиями организма, представляет важный механизм поддержания постоянного уровня 

глюкозы в крови. 

Метаболизм гликогена отличается необычайной сложностью, а его регуляция 

осуществляется с помощью сложнейших механизмов, включающих различные ферменты, 

гормоны, ингибиторы и активаторы ферментов, а также ионы металлов (Ferrer et al., 2003; 

Greenberg et al., 2006; Jurczak et al., 2008). Немаловажную роль в регуляции этих процессов 

играют также тканевые и клеточные факторы (Jungermann, 1992; Rajvanshi et al., 1998; Teutsch 

et al., 1999; Kudryavtseva et al., 2001), однако их влияние на содержание гликогена в клетках 

исследовано недостаточно. В частности, неясно, какое влияние оказывают размеры клеток и их 

плоидность на течение гликогенеза и содержание в них гликогена. 

Со времени открытия гликогена К. Бернаром (1857) прошло почти 160 лет. Однако, 

несмотря на интенсивные исследования его метаболизма, вылившиеся, в частности, в четыре 

Нобелевские премии (K.Cori and G.Cori, 1947; L.Leloir, 1970; E.Sutherland, 1971; E.Krebs and 

E.Fischer, 1992), сведения о пространственной структуре частиц гликогена остаются крайне 

скудными. Согласно современным представлениям, полностью сформированная молекула 

гликогена, называемая также β-частицей, имеет диаметр около 42 нм и содержит ~ 55000 

остатков глюкозы, соединенных α-(1→4) и α-(1→6) гликозидными связями. β-частица, в центре 

которой находится самогликозилирующийся белок гликогенин, состоит из 12 концентрических 

ярусов. Четыре внешних яруса частицы включают ~ 95 % всех глюкозных остатков, а восемь 

внутренних ярусов образуют так называемый скелет, или прогликоген, и содержат около 5 % 

всех глюкозных остатков молекулы гликогена (Melendez-Hevia et al., 1993; Rybicka, 1996; 

Melendez et al., 1999; Shearer, Graham, 2002). Полагают, что прогликоген является стабильной 

промежуточной формой гликогена на пути формирования полной β-частицы (Lomako et al., 
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1991; 1993; Alonso et al., 1995). Однако неизвестно существуют ли видовые различия 

внутренней структуры частиц гликогена или эта структура одинакова у всех видов 

млекопитающих и неизменна в норме и при патологии. 

Общее содержание гликогена в клетках печени, количество его α- и β-частиц колеблются 

в определенных пределах и зависят от физиологического состояния организма (Devos et al., 

1983; Rybicka, 1996; Sullivan et al., 2010). Избыток или, напротив, значительное снижение его 

содержания в клетках может быть причиной тяжелых заболеваний, среди которых следует 

отметить сахарный диабет и различные наследственные гликогенозы. Для этих болезней 

характерно не только увеличенное или сниженное по сравнению с нормой содержание 

гликогена в клетках, но и существенное нарушение его структуры (Розенфельд, Попова, 1989; 

Ganesh et al., 2001; Tagliabracci et al., 2007; Mayatepek et al., 2010; Tagliabracci et al., 2011). 

Хронические гепатиты различной этиологии и их завершающая стадия — цирроз также 

относятся к тяжелым и часто встречающимся заболеваниям печени у человека. Цирроз печени 

входит в число основных причин смертности населения многих стран. Установлено, что 

метаболизм глюкозы и гликогена при циррозе печени нарушен и приобретает ряд черт, 

свойственных диабету (Owen et al., 1981; Kruszynska, McIntyre, 1991; Kruszynska, 1999; Petersen 

et al., 1999). Показано также, что это заболевание характеризуется накоплением гликогена в 

клетках печени и изменением его структуры (Кудрявцева, 1987; Кудрявцева и др., 1992; 

Kudryavtseva et al., 2001). Однако конкретные механизмы этих структурных изменений 

остаются неизвестными. 

В настоящее время для исследования структуры гликогена используются различные 

химические и физические методы, но ни один из них не позволяет с достаточной точностью и 

полнотой описать пространственное строение этой молекулы. Кроме того, почти все эти 

методы применимы лишь к гликогену, выделенному из ткани, и в этом случае всегда 

существует опасность возникновения ошибок, связанных с нарушением его исходной 

структуры. К числу немногочисленных методов, позволяющих проводить исследования 

структуры гликогена непосредственно в клетках, можно отнести электронную микроскопию, 

однако этот метод также не дает возможности судить о внутреннем строении его молекул. 

Поэтому поиск новых подходов, которые позволили бы исследовать структуру молекул 

гликогена в отдельных клетках, весьма актуален. Такой подход позволил бы соотнести 

изменения в содержании и структуре гликогена в клетке с ее морфологическими и 

физиологическими особенностями в норме и при патологии. 
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Цель и задачи исследования 

Цель настоящей работы заключалась в определении содержания гликогена и выяснении 

его структуры в отдельных гепатоцитах нормальной и цирротической печени крысы и человека. 

В соответствии с целью работы были поставлены следующие задачи: 

1.  В гепатоцитах нормальной и цирротической печени крысы на разных этапах 

гликогенеза определить содержание гликогена, сухую массу клеток и их плоидность. 

2.  В нормальной и цирротической печени человека изучить взаимосвязь между 

содержанием гликогена в гепатоцитах, сухой массой клеток и их плоидностью. 

3.  Разработать микрофлуориметрический метод определения содержания и структуры 

гликогена в отдельных гепатоцитах на основе FRET (Förster Resonance Energy Transfer). 

4.  С помощью разработанного метода исследовать структуру β-частиц гликогена в 

гепатоцитах нормальной и цирротической печени крысы на разных этапах гликогенеза. 

5.  Провести анализ структуры β-частиц гликогена в гепатоцитах нормальной и 

патологически измененной печени человека. 

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1.  Накопление гликогена в гепатоцитах нормальной печени крысы и человека зависит от 

размера клеток, а при циррозе печени такая зависимость отсутствует. При этом содержание 

гликогена в клетках изменяется пропорционально их плоидности. 

2.  Характер гликогенеза и структура β-частиц гликогена в гепатоцитах цирротической 

печени у крысы и человека различны: 

-  в отличие от человека, накопление гликогена в гепатоцитах цирротической печени 

крысы обусловлено не синтезом новых β-частиц, а заполнением внешних ярусов частиц, уже 

имеющихся в клетках. 

-  в гепатоцитах цирротической печени крысы внешние ярусы β-частиц заполнены в 

большей степени, чем в норме, в то время как при циррозе печени человека, наоборот, внешние 

ярусы частиц заполнены меньше, чем в норме. 

-  в гепатоцитах крысы, по мере развития цирроза, расстояние между цепями глюкозных 

остатков в β-частицах увеличивается, а в гепатоцитах человека — уменьшается. 

3.  По мере заполнения внешних ярусов β-частиц расстояние между цепями остатков 

глюкозы уменьшается. Особенно четко эта зависимость выражена в гепатоцитах нормальной 

печени крысы и человека. 
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Научная новизна полученных результатов 

Ряд результатов, полученных при исследовании структуры гликогена в нормальной и 

цирротической печени крысы и человека, являются приоритетными. В частности, впервые 

установлено, что содержание гликогена в гепатоцитах нормальной печени зависит от их 

размера: чем больше клетка, тем больше в ней гликогена. В цирротической печени подобная 

зависимость отсутствует. 

Впервые показано, что накопление гликогена в гепатоцитах нормальной и цирротической 

печени крысы связано не с синтезом новых его β-частиц, а с увеличением степени заполнения 

ярусов в частицах, уже имеющихся в клетках. В отличие от крысы, накопление гликогена в 

гепатоцитах человека в ходе развития цирроза печени происходит, главным образом, за счет 

увеличения количества β-частиц. 

Впервые установлено, что в процессе гликогенеза сухая масса гепатоцитов и содержание в 

них гликогена, как в нормальной, так и в цирротической печени крысы изменяются 

пропорционально дозе генов. 

С помощью метода FRET (Förster Resonance Energy Transfer) впервые показано, что по 

мере заполнения внешних ярусов β-частиц остатками глюкозы расстояние между ярусами 

уменьшается. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Работа имеет фундаментальную направленность. Ее результаты важны, прежде всего, для 

понимания механизмов нарушения метаболизма гликогена и структуры его молекул при 

хронических поражениях печени. Наличие или отсутствие зависимости между размером 

гепатоцитов и содержанием в них гликогена, а также соотношение прогликогена и 

макрогликогена в клетках могут служить показателем степени поражения печени при циррозе и 

использоваться для прогноза этого заболевания. Полученные в работе данные могут быть 

использованы в курсах лекций для студентов биологических и медицинских факультетов 

университетов и медицинских институтов. 

 

Апробация работы 

Основные научные результаты диссертации были представлены на 21-й ежегодной 

конференции немецкого общества цитометрии (DGfZ) (Бонн, Германия, 2011); на II 

Всероссийской научной конференции молодых ученых «Проблемы биомедицинской науки 

третьего тысячелетия» (Санкт-Петербург, 2012); на XXVII и XXVIII конгрессе международного 

общества развития цитометрии (ISAC) (Лейпциг, Германия, 2012; Сан Диего, Калифорния, 

США, 2013); на XVI Всероссийской медико-биологической конференции молодых 
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исследователей (с международным участием) «Фундаментальная наука и клиническая 

медицина — человек и его здоровье» (Санкт-Петербург, 2013); на 23-й конференции азиатско-

тихоокеанского общества по изучению печени (APASL) (Сингапур, Сингапур, 2013); на 38-м 

конгрессе федерации европейских биохимических обществ (FEBS) (Санкт-Петербург, 2013); на 

III и IV конференции молодых ученых Института цитологии РАН (Санкт-Петербург, 2012, 

2014); на XVII Всероссийском симпозиуме «Структура и функции клеточного ядра» (Санкт-

Петербург, 2014); на VI международной научно-практической конференции «Актуальные 

проблемы биологии, нанотехнологии и медицины» (Ростов-на-Дону, 2015); на 30-м ежегодном 

съезде по клинической цитометрии (Денвер, Колорадо, США, 2015); на международном 

конгрессе по микроскопии (Коттаям, Керала, Индия, 2015); на XX и XXIII международной 

научной конференции студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов» (Москва, 2013, 

2016). 

 

Личный вклад автора 

Подавляющее большинство экспериментальных процедур, вошедших в работу, и 

обработка полученных результатов выполнены автором лично. Совместно с соавторами и 

научным руководителем автор участвовал в обсуждении материалов, вошедших в 

представленную работу, и в написании публикаций. 

 

Структура и объем диссертации 

Диссертация изложена на 176 страницах машинописного текста и состоит из введения, 

обзора литературы, материалов и методов исследования, результатов, обсуждения результатов, 

заключения и списка литературы, включающего 444 источника. Работа иллюстрирована 76 

рисунками и 8 таблицами. 

 

Финансовая поддержка работы 

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фундаментальных 

исследований в рамках научных проектов № 14-04-32378 – мол_а и 14-04-00730 – а. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Запасные вещества у животных — жир и гликоген. Различная стратегия 

использования жиров и углеводов в организме 

 

Поддержание жизненных процессов в клетках животных и растений на высоком уровне 

может быть достигнуто только за счет непрерывного поступления веществ, служащих 

источником энергии для различных химических реакций. В природе, в условиях постоянного 

изменения окружающей среды, подобная ситуация возможна лишь в том случае, если в 

организме присутствует достаточное количество резервных веществ, которые могут быть 

быстро использованы для поддержания необходимой скорости метаболизма. Основными 

резервными веществами у животных являются жиры и гликоген, а у растений — крахмал и 

масла. 

Жиры (триацилглицериды) при использовании их в качестве топлива в клетках животных 

имеют три существенных преимущества перед гликогеном: во-первых, биологическое 

окисление триацилглицеридов дает значительно больше энергии, чем окисление гликогена. При 

полном окислении до СО2 и Н2О 1 моля жирных кислот (ЖК), образующихся из жиров, 

получается ~ 130 молей АТФ, в то время как при окислении 1 моля глюкозы, образующейся при 

гидролизе гликогена, только 38 молей АТФ. Не случайно, многие животные накапливают 

большое количество жира перед тяжелой работой или перед наступлением неблагоприятных 

условий. Во-вторых, накопление гликогена вместо жира связано со значительным увеличением 

веса тела не только из-за того, что энергетическая ценность углеводов гораздо ниже, но также 

потому, что отложение гликогена в клетках сопровождается накоплением значительного 

количества воды. По приблизительной оценке, отложение гликогена в клетках печени и 

мышцах сопровождается накоплением около 3 г воды на каждый грамм гликогена. Поэтому, 

например, если бы птицам для быстрого и длительного полета пришлось запасать гликоген, то 

масса этого гликогена и связанной с ним воды была бы в 8 раз больше, чем масса резервного 

жира, способная дать такое же количество энергии (Хочачка, Сомеро, 1977). В-третьих, при 

окислении жира, который на единицу веса содержит больше водорода, чем углевод, образуется 

вдвое больше воды, чем при окислении углеводов. Это обстоятельство имеет огромное 

значение для обитателей пустынь и засушливых районов, которым для выживания важнее даже 

не получение максимума энергии, а образование метаболической воды. 

Ввиду этих преимуществ жира, организму обычно выгоднее запасать определенное 

весовое количество триацилглицеридов, чем равное количество углеводов. Тем не менее, 

отложение гликогена является важной формой запасания энергии. Оно дает два очевидных 
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преимущества перед жиром: во-первых, гликоген очень быстро мобилизуется для 

метаболических нужд организма и, во-вторых, что еще важнее — из гликогена можно получать 

энергию в условиях аноксии. 

Известно, что жизнь на Земле зародилась в бескислородных условиях. Возможно, 

отражением этого является то, что основной «скелет» промежуточного обмена у многих 

современных организмов носит строго анаэробный характер. Метаболические реакции, 

протекающие при прямом участии кислорода, немногочисленны и к тому же представляют 

поздние эволюционные надстройки к анаэробному каркасу. К животным, способным жить в 

условиях аноксии, относятся, например, многие кишечные паразиты, обитатели 

бескислородного ила на дне озер и прудов, двустворчатые моллюски и ряд других организмов. 

Кроме того, подобные условия нередко создаются в мышцах при тяжелой физической работе, 

когда поступление кислорода с кровью не покрывает потребности в нем. 

Обычный путь анаэробной выработки энергии — расщепление углеводов до молочной 

кислоты. 1 моль глюкозы может в анаэробных условиях расщепляться с образованием 2 молей 

молочной кислоты путем гликолиза. При гликолизе высвобождается лишь около 7 % свободной 

энергии, которая составляет 50 ккал/моль, от получаемой при полном окислении глюкозы 

(691 ккал/моль). Таким образом, в полностью анаэробных условиях выработка АТФ за счет 

энергии гликолиза невелика. Однако те животные, которые лишь временами переходят на 

гликолиз, могут при поступлении кислорода использовать молочную кислоту как субстрат для 

окисления в цикле Кребса и, таким образом, в конечном счете, полностью реализуют 

энергетическую ценность исходного углевода. 

 

1.2. Содержание гликогена в различных тканях, клетках. Динамика в процессе 

жизнедеятельности. Пищевой цикл. Накопление гликогена в различных тканях перед 

рождением животного. Значение запасов гликогена для мышечного сокращения 

 

Впервые гликоген или, как его раньше называли, животный крахмал, был получен и 

описан известным французским физиологом, Клодом Бернаром. 21 марта 1857 года на 

заседании Биологического Общества в Париже К. Бернар представил доклад о методе изоляции 

этого вещества из печени, а также представил данные об его физических и химических 

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

гомогенат свежей ткани печени гликоген выпадает в виде белого осадка, а полный его гидролиз 

приводит к образованию глюкозы (Bernard, 1857). Как нередко бывало в истории науки, 

открытие было сделано К. Бернаром достаточно случайно. Обычно он определял концентрацию 

сахара в экстракте ткани одновременно в двух параллельных пробах. Но однажды из-за 
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нехватки времени одну из этих проб он исследовал сразу после смерти собаки, а другую — на 

следующий день. После анализа на следующий день вторая проба дала гораздо больше сахара, 

чем проба, взятая сразу после смерти животного. Последующие многочисленные 

эксперименты, проведенные через разные интервалы времени после смерти животных с 

использованием перфузии печени водой сразу после ее удаления из брюшной полости, привели 

К. Бернара к заключению о том, что сахар образуется не из веществ, присутствующих в крови, а 

из самой ткани печени в результате расщепления гликогена. 

В дальнейшем было показано, что гликоген содержится почти во всех тканях, однако в 

наибольшей концентрации он присутствует в печени (5–7 % от общей массы органа). Общее 

содержание гликогена в печени составляет примерно 0.4 г у крысы и 70 г у человека. Другой 

важной тканью, в которой присутствует большое количество гликогена, являются скелетные 

мышцы. Хотя концентрация гликогена в мышцах гораздо меньше, чем в печени, его общее 

количество в мышцах выше. Например, у человека содержание гликогена в скелетных мышцах 

достигает 120 г (Ньюсхолм, Старт, 1977). 

Причина, по которой глюкоза хранится в клетках не в виде мономера, а как полимер, 

связана с различной осмолярностью этих двух форм вещества. Расчеты показали, что запас 

гликогена в гепатоците примерно соответствует концентрации глюкозы 0.4 М. Однако реальная 

концентрация нерастворимого гликогена в клетке составляет всего 0.01 мкМ, означая, что его 

вклад в осмолярность цитозоля невелик. Если бы в цитозоле содержалось 0.4 М глюкозы в 

мономерной форме, то ее осмолярность могла бы стать очень высокой. Как следствие, это 

привело бы 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 высокой лабильности, способности, в отличие от жира, быстро 

откладываться в клетках и с высокой скоростью расщепляться до глюкозы, гликоген играет 

чрезвычайно важную роль в жизнедеятельности человека и животных. Это можно 

проиллюстрировать несколькими примерами. 

Во-первых, способность клеток паренхимы печени быстро накапливать гликоген после 

приема пищи и расщеплять его во время голодания является важным механизмом 

осуществления глюкостатической функции этим органом. На существенную роль гликогена 

печени в поддержании постоянного уровня глюкозы в крови впервые обратил внимание К. 

Бернар. Он показал, что вначале сахар из кишечника попадает через воротную вену в печень, 

где происходит синтез гликогена и затем уже, по мере надобности, он расщепляется до 

глюкозы, которая используется клетками для энергетических нужд в различных тканях 
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организма. Эту функцию печени Бернар назвал гликогенной. Следует, однако, отметить, что К. 

Бернар сомневался в том, что «большое количество гликогена, образуемого в печени после 

переваривания углеводов, является результатом прямого превращения сахара в гликоген». Он 

полагал, что «сахар играет лишь роль мощного стимула, увеличивающего гликогенную 

функцию в заметной степени». Он допускал, что гликоген образуется из других, более сложных 

веществ, нежели крахмал, например, фибрина (Bernard, 1877). 

В настоящее время установлено, что скорость синтеза гликогена и его количество в 

клетках во многом определяются составом поступающей пищи и физиологическим состоянием 

организма перед ее приемом. Показано, что скорость синтеза гликогена из белков и, особенно, 

из жира, невелика и что именно углеводы являются наилучшими предшественниками гликогена 

в гепатоцитах (Young, 1957; Peraino, Pitot, 1964). Возможно, из-за этого в подавляющем 

большинстве работ, посвященных изучению пищевого цикла у животных и человека, в качестве 

источника пищи использовали различные углеводы. 

На долю пищевых углеводов, представленных, главным образом, крахмалом и сахарозой, 

а также фруктозой и лактозой приходится до 75 % от веществ, поступающих в организм 

ежедневно. После приема пищи с высоким содержанием углеводов печень, мышцы и жировая 

ткань утилизируют их путем окисления, либо запасают в форме гликогена или жира. При этом 

около 55 % глюкозы, образующейся в кишечнике при переваривании углеводов, захватывается 

печенью (синтез гликогена, синтез триглицеридов, гликолиз) и лишь 15 % поглощается 

инсулинозависимыми тканями (жировая ткань, скелетные мышцы). Примерно 25 % 

всосавшейся глюкозы извлекается инсулиннезависимыми тканями (мозг, нервы, форменные 

элементы крови, мозговой слой почек и зародышевый эпителий семенников). Небольшая ее 

часть (около 5 %) остается в жидкостях организма (Тепперман, Тепперман, 1989). 

Рудерман с соавт. (Ruderman et al., 1976) выделили 5 фаз глюкозного гомеостаза после 

того, как человек принял в виде пищи 100 г глюкозы и далее в течение 40 сут находился в 

условиях полного голодания. В фазе I, (фаза абсорбции, 3–4 ч после приема глюкозы), во время 

которой происходит всасывание глюкозы, концентрация глюкозы и инсулина в крови 

повышается, а глюкагона — падает. Глюкоза запасается в печени и мышцах в форме гликогена. 

В фазе II (постабсорбтивная фаза, примерно 12 ч после поступления глюкозы). В течение этой 

фазы концентрации глюкозы, инсулина и глюкагона возвращаются к исходному уровню. В 

печени начинается продукция глюкозы за счет расщепления накопленного гликогена (путем 

гликогенолиза). Главными потребителями глюкозы являются: головной мозг, мозговой слой 

почек, эритроциты, а также жировая ткань и скелетные мышцы. Типичным постабсорбтивным 

состоянием у человека является состояние организма после ночного сна. Однако, если пища не 

поступает в течение суток и более, такое состояние организма определяют, как голодание: фаза 
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III, фаза раннего голодания, (продолжительность 1 сут), фаза IV, голодание до 24 сут, и фаза V, 

голодание более 1 мес. На всех стадиях голодания вследствие истощения запасов гликогена 

единственным процессом, обеспечивающим глюкозой центральную нервную систему и другие 

ткани, становится глюконеогенез, протекающий в печени и почках. В постабсорбивном периоде 

и при голодании субстраты, служащие источниками для образования АТФ, образуются в ходе 

катаболизма ранее депонированных энергоносителей — гликогена и жиров (Ercan et al., 1994; 

Авдеева, Воробьева, 2005). 

Во-вторых, установлено, что на поздних этапах эмбриогенеза млекопитающих гликоген в 

большом количестве накапливается в различных органах плода, особенно в его печени, а затем 

быстро расходуется в течение первых часов после рождения на энергетические нужды 

новорожденного. 

Известно, что рост и развитие эмбриона целиком зависит от поступления через плаценту 

глюкозы, липидов и аминокислот. Данные, полученные на человеке и животных, 

свидетельствуют о том, что глюкоза как источник энергии, имеет первостепенное значение для 

эмбриона (Kalhan, Parimi, 2000). Метаболизм глюкозы у эмбриона напрямую связан с ее 

концентрацией в плазме крови, которая поддерживается на постоянном уровне за счет 

транспорта сахара через плаценту из материнского организма. Показано, что в норме 

отношение концентрации глюкозы у эмбриона к концентрации глюкозы в крови матери 

составляет 70–80 % у человека и кролика, 50–60 % — у лошади, 40–50 % — у свиней и 20–30 % 

— у жвачных животных. Непосредственно перед рождением поступление глюкозы через 

пупочную вену составляет, например, у жеребенка 5–8 мг/кг/мин (Mota-Rojas et al., 2011). 

Рождение и несколько суток после него является критическим этапом в жизни 

млекопитающих. Переход от зародышевого к послезародышевому периоду развития у 

плацентарных млекопитающих влечет за собой не только полную потерю контакта плода с 

плацентой и, следовательно, прекращение питания его за счет организма матери, но 

представляет собой резкий скачок, как в отношении условий развития плода, так и изменений в 

нем самом. В течение очень короткого времени организм новорожденного должен осуществить 

переход от условий внутриматочного развития (высокая температура среды, питание за счет 

веществ, циркулирующих в крови матери, дыхание за счет кислорода, поступающего через 

плаценту) к жизни при значительно более низкой, чем раньше, температуре, к питанию через 

кишечник и дыханию атмосферным воздухом. Быстрый переход к новым условиям 

существования оказывается, однако, заранее подготовленным благодаря различным анатомо-

физиологическим перестройкам в организме плода (Шмидт, 1951) и коренным изменениям 

метаболизма многих тканей и органов, которые дают возможность новорожденному 

адаптироваться к новым условиям внешней среды. 
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Одним из важнейших адаптивных механизмов, позволяющих новорожденному выжить 

при столь резкой смене среды обитания, является накопление перед рождением большого 

количества гликогена в печени. Еще раньше, чем в печени, но не в столь большом количестве, 

гликоген появляется в мышцах, легких, сердце и некоторых других органах, выполняющих, как 

говорил Клод Бернар, «функцию рассеянного гепатического органа», который заменяет в 

первой половине утробной жизни недостающую функцию печени (Bernard, 1859). Клод Бернар 

впервые установил, что гликоген в печени появляется в строго фиксированную для каждого 

вида животных стадию развития. 

Становление гликогенной функции у большинства млекопитающих начинается 

приблизительно в последней трети эмбриогенеза и последующее ее развитие, в общем, схоже у 

различных видов (Needham, 1931; Doljanski, 1960). До конца эмбрионального периода 

увеличение запасов гликогена в печени, сопровождающееся повышением активности 

ключевого фермента синтеза гликогена — гликогенсинтазы, идет очень высокими темпами 

(Gruppuso. Brautigan, 1989). Определение содержания гликогена в клетках паренхимы 

эмбриональной печени крысы с помощью цитофотометрии PAS-реакции показало, что 

гликоген в очень небольшом количестве появляется во всех гепатоцитах на 15–16-е сут 

эмбриогенеза (Шалахметова и др., 1981). После этого количество гликогена быстро 

увеличивается, достигая максимальных значений на 20-е сут эмбрионального развития 

(Kudryavtseva, 1967). Содержание гликогена в скелетной мускулатуре кроликов с 21-е по 30-е 

сут антенатального периода увеличивается на 55 %, а в печени — в 10 раз (Аршавский, 1982). 

Концентрация гликогена в печени крыс непосредственно перед рождением достигает 8–10 %, 

что почти вдвое выше, чем его обычная концентрация в печени взрослых крыс (Hers, 1981). 

Незадолго до рождения уровень гликогена в печени начинает снижаться, и на 1-е сут 

после рождения его содержание в гепатоцитах оказывается на очень низком уровне, поскольку 

новорожденный сразу после рождения вынужден использовать свои собственные 

энергетические резервы, запасенные ранее. Несмотря на то, что концентрация глюкозы в крови 

новорожденных крысят поддерживается интенсивным гликогенолизом, в течение первых часов 

после рождения у них развивается глубокая гипогликемия, которая является следствием, с 

одной стороны, высоких скоростей использования глюкозы различными тканями, а с другой — 

низкими скоростями ее продукции за счет гликогенолиза и глюконеогенеза (Ferre et al., 1977). 

Концентрация глюкозы в крови начинает повышаться и приходить в норму лишь через 4–6 ч, 

после того, как крысенок начинает сосать молоко матери, а глюкоза начинает синтезироваться 

из лактата, глицерина и аланина путем глюконеогенеза (Mota-Rojas et al., 2011). 

В-третьих, гликоген играет важную роль в мышечном сокращении. Мышцы различного 

функционального назначения составляют до 40–45 % веса тела млекопитающих. Глюкоза в 
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мышечных тканях, как и в печени, запасается в полимерной форме — гликогене, содержание 

которого может достигать 0.5–2 % от влажного веса мышцы. Непосредственным источником 

энергии для мышечного сокращения, как известно, служит АТФ. Однако содержание АТФ в 

мышцах очень невелико. Источником для пополнения запаса АТФ служит креатинфосфат, 

содержание которого в мышце во много раз превышает содержание АТФ. В свою очередь, для 

пополнения запасов креатинфосфата мышца использует окисление глюкозы или жирных 

кислот. При аэробном окислении глюкозы, содержащейся в мышечном гликогене, можно 

получить количество энергии, которое примерно на два порядка больше, чем во всем 

креатинфосфате мышц. Даже при недостатке кислорода из гликогена, который расщепляется до 

молочной кислоты, можно получить некоторое количество АТФ, но ее выход в этом случае 

составляет лишь около 7 % от того количества, которое получается при полном окислении 

полисахарида. 

Анаэробный гликолиз является самоподдерживающимся процессом. Энергия, 

необходимая для сокращения «белых» анаэробных мышц позвоночных (например, мышцы ног 

кролика или грудная мышца курицы), почти полностью обеспечивается анаэробным 

гликолизом, в котором в качестве субстрата используется глюкоза, образующаяся из гликогена. 

Способность к аэробному гликолизу у белых мышц, в отличие от «красных» мышц, очень низка 

из-за скудного кровоснабжения. Однако и в красных мышцах образование лактата приобретает 

большое значение в тех случаях, когда энергетические потребности организма оказываются 

выше, чем их может обеспечить поставляемый с кровью кислород. Подобная ситуация нередко 

возникает при тяжелой мышечной работе. 

Еще Клод Бернар установил, что мышцы непрерывно поглощают глюкозу из крови. В 

мышцах глюкоза лишь подвергается деградации до молочной кислоты, но никогда в них не 

образуется (Bernard, 1877). В отличие от печени гликоген в мышцах синтезируется только из 

глюкозы, поступающей из крови. Лактат, образующийся при интенсивной работе мышц, 

поступает в кровь, которая переносит его в печень. В печени из лактата образуется 

пировиноградная кислота, которая затем путем глюконеогенеза превращается в глюкозу. 

Образовавшаяся в ходе глюконеогенеза глюкоза поступает в кровь, поглощается мышцами и 

далее вновь используется для мышечного сокращения или запасается в форме гликогена. Этот 

цикл событий называют циклом Кори. Значение цикла Кори состоит в том, что благодаря этому 

процессу происходит утилизация молочной кислоты и, тем самым, предотвращается снижение 

рН крови до опасного уровня. 
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1.3. Локализация гликогена в гепатоцитах. Первичная структура гликогена, центральная 

роль печени в его метаболизме. Синтез и деградация гликогена в печени. Ферменты 

метаболизма гликогена 

 

Хотя в некоторых работах сообщалось о присутствии гликогена в ядрах клеток (Abraham, 

Furth, 1994; Lavene, Goldin, 2010) подавляющее большинство имеющихся в настоящее время 

данных свидетельствует о том, что основным местом размещения запасов гликогена в 

различных типах клеток является их цитоплазма. Показано, что объем гликогена в цитоплазме 

гепатоцитов, в зависимости от степени сытости организма, может составлять от 0.5 до 19 % от 

общего ее объема (Rohr et al., 1970; Pfeifer, 1973; Reith et al., 1973). В гепатоцитах гликоген 

находится в виде двух типов гранул: в виде отдельных частиц (β-частицы) и в виде, так 

называемых, «розеток», состоящих из нескольких десятков β-частиц (α-частицы) (рис. 1). 

 

 

 

Частицы гликогена содержат многие ферменты, непосредственно участвующие в его 

синтезе, деградации или регуляции этих процессов. Показано, например, что в гликогене 

содержится 50–70 % гликогенфосфорилазы, 70–90 % гликогенсинтазы и 20–50 % киназы 

фосфорилазы от общего количества этих ферментов в клетке (Розенфельд, Попова, 1989). Это 

дало повод считать такие гликоген-белковые комплексы особыми клеточными органеллами — 

«гликогеносомами», функция которых состоит в осуществлении метаболизма гликогена 

(Rybicka, 1996). 

Гранулы гликогена распределены по цитоплазме диффузно, но нередко обнаруживается 

их связь с гладким эндоплазматическим ретикулумом. Многие авторы указывают на тесную 

связь динамики гранул гликогена с формой митохондрий и их локализацией в гепатоцитах, 

предполагая, что подобное взаимодействие может быть обусловлено необходимостью 

мобилизации гликогена для энергетических нужд клеток (Kudryavtseva et al., 1967; Nielsen et al., 

2010). Наиболее четко связь динамики гранул гликогена и функционального состояния ткани 

Рис. 1. Электронограмма участка 

цитоплазмы гепатоцита. 

ГЛИ — гранулы гликогена в виде β- и α-

частиц;  

М — митохондрии; 

П — пероксисома; 

Л — липидные капли; 

* — вторичная лизосома (Phillips et al., 1987). 
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продемонстрирована при исследовании цикла сокращения-расслабления скелетных мышц. 

Электронно-микроскопические исследования показали, что гранулы гликогена размещаются в 

трех различных районах скелетных мышц: под сарколеммой, между фибриллами (вблизи I-

полосы) и внутри мышечного волокна параллельно и перпендикулярно Z-диску, но редко 

располагаются дальше М-полосы (Meinke, Edstrom, 1991; Marchand et al., 2002). В покоящихся 

мышцах плотность гранул гликогена в районе сарколеммы превышает таковую в 

миофибриллярных районах, причем в отношении размера гранул наблюдается обратная 

картина (Marchand et al., 2002). Установлено, что в течение продолжительной физической 

нагрузки и последующего отдыха плотность и размер гранул гликогена в этих трех различных 

районах закономерным образом меняется и сильно зависит от интенсивности физической 

нагрузки и типа мышечных волокон (Meinke, Edstrom, 1991; Marchand et al., 2007). 

Гликоген, также как и амилопектин в крахмале, представляет полимер с сильно 

разветвленной сетью остатков глюкозы, соединенных как α-1,4-гликозидными связями (93 % от 

общего числа связей), так и α-1,6-гликозидными связями (7 % от общего числа связей). Однако 

по сравнению с амилопектином, ветвистость структуры гликогена гораздо сильнее, поскольку 

ветвления, образованные α-1,6-связями, встречаются через каждые 4–8 остатков глюкозы 

(рис. 2). 

 

 

Рис. 2. а — структура молекулы гликогена согласно модели Виллана (Gunja-Smith et al., 1970; Goldsmith 

et al., 1982; Melendez-Hevia et al., 1993); б — структура амилопектина (Tagliabracci et al, 2010). 

 

 

Хотя гликоген преимущественно состоит из остатков глюкозы, он может в очень 

небольших количествах включать и другие компоненты, например, глюкозамин и фосфат. 

Частота фосфорилирования остатков глюкозы в С2 и С3-положениях составляет примерно 1 

фосфат на 650 остатков глюкозы для гликогена, изолированного из скелетной мышцы кролика, 

и 1 фосфат на 1500 остатков глюкозы для гликогена, выделенного из скелетных мышц мышей 

(Tagliabricci et al., 2007, 2008). Показано, что избыточное фосфорилирование глюкозных 
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остатков в гликогене приводит к одной из форм эпилепсии — болезни Лафора (Delgado-Escueta, 

2007; Gentry et al., 2009). 

Содержание гликогена в клетках определяется соотношением скоростей его синтеза и 

распада: если синтез преобладает над деградацией, то гликоген накапливается в клетках, а если 

деградация гликогена превышает синтез — его содержание уменьшается. Гликоген может 

синтезироваться из различных источников и разными путями. Он может синтезироваться 

прямым путем из глюкозы, поступающей в клетки из крови, а также непрямым путем — 

глюконеогенезом из веществ не углеводной природы — аминокислот (кроме лейцина), 

молочной кислоты, конечного продукта гликолиза во многих тканях и глицерина, 

образующегося при распаде жиров. Направления использования гликогена в различных тканях 

также различны. Путем аэробного или анаэробного гликолиза гликоген может использоваться 

для нужд самой ткани или для продукции глюкозы, поступающей в кровь, а также участвовать 

в окислительных реакциях пентозофосфатного пути для генерации НАДФ-Н, необходимого для 

синтеза жирных кислот, и образования пентозофосфатов, использующихся при синтезе РНК и 

ДНК (рис. 3). 

 

 

Рис. 3. Схема синтеза и распада гликогена (Ozen, 2007). 

 

В подавляющем большинстве органов и тканей млекопитающих используются лишь 

отдельные блоки реакций, связанных с метаболизмом гликогена. В скелетных мышцах 

(Hargreaves, 2004; Ivy, 2004; Przybylskin et al., 2006), сердце (Puthanveetil et al., 2008; Kokubun et 
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al., 2009; Chandramouli et al., 2015), мозге (Brown, Ronson, 2007; Matsui et al., 2011; Obel et al., 

2012; Rojas, Schwartz, 2014) и эритроцитах (Moses et al., 1968, 1972) метаболизм гликогена 

направлен, в основном, в сторону гликолиза: глюкоза → (гликоген) → глюкозо-6-фосфат (Г-6-

Ф) → гликолиз. При этом в сердце и мозге гликоген утилизируется, главным образом, за счет 

аэробного гликолиза, а в эритроцитах — анаэробным гликолизом. В отличие от 

вышеперечисленных тканей, в корковом веществе почек (Gerich et al., 2001; Segura, Ruilope, 

2013) и тонком кишечнике (Mithieux, Gautier-Stein, 2014) основным направлением метаболизма 

гликогена является его синтез из глутамина путем глюконеогенеза: глутамин → глюконеогенез 

→ Г-6-Ф → (гликоген) → глюкоза. 

Единственным органом, который обладает полным набором реакций для метаболизма 

гликогена, является печень. Клетки паренхимы печени — гепатоциты способны откладывать 

гликоген в своей цитоплазме как из Г-6-Ф, образующегося из глюкозы крови, так и Г-6-Ф, 

синтезирующегося в ходе глюконеогенеза. При этом в отличие от многих других органов, 

печень обычно не использует глюкозу, образующуюся при распаде гликогена, для собственных 

нужд, а продуцирует ее для потребления другими органами. Как следует из схемы, 

представленной на рис. 3, Г-6-Ф не только занимает центральное место в общем углеводном 

обмене организма, но является тем метаболитом, с которого синтез гликогена начинается и 

которым заканчивается его деградация. Основная схема реакций гликогенеза и гликогенолиза 

подробно описана во многих работах (Алейникова, Воробьева, 2005; Ozen, 2007; Shrayyef, 

Gerich, 2010; Dashty, 2013) и отличается в различных тканях лишь некоторыми деталями. 

Началом метаболических событий, ведущих к синтезу гликогена, является превращение 

Г-6-Ф в глюкозо-1-фосфат (Г-1-Ф). Эта реакция, катализируемая фосфоглюкомутазой, не 

требует затрат энергии и, следовательно, легко обратима (рис. 3). Далее Г-1-Ф при участии 

фермента УДФ-глюкопирофосфорилазы соединяется с УТФ. В результате образуется комплекс 

глюкозы с УДФ и пирофосфат (рис. 4). Поскольку пирофосфат очень быстро расщепляется 

неорганической пирофосфатазой с образованием 2-х молекул фосфата, реакция синтеза УДФ-

глюкозы становится необратимой. 

Собственно синтез гликогена начинается с переноса остатка глюкозы в УДФ-глюкозе на 

особый самогликозилирующийся белок-затравку — гликогенин. Гликогенин переносит остатки 

глюкозы с УДФ-глюкозы сначала на остаток тирозина внутри самого белка, а затем образует α-

1,4-гликозидные связи до тех пор, пока олигосахаридная цепь не достигнет длины в 10–20 

остатков (Smythe, Cohen, 1991; Alonso et al, 1995; Roach, Skurat, 1997; Lomako et al, 2004). 

Дальнейшее формирование полной молекулы гликогена происходит с участием 

гликогенсинтазы (ГС), ветвящего энзима и других ферментов лишь после того, как закончится 

самогликозилирование гликогенина. 
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Гликогенин является членом семейства белков, включающего 8 гликозилтрансфераз 

(Campbell et al, 1997; Henrissat, Davies, 2000). Человек имеет два гена, кодирующие гликогенин. 

Один из них — GYG1 экспрессируется во всех тканях, в то время как экспрессия GYG2 

ограничивается только печенью, сердцем и поджелудочной железой (Mu et al, 1997). В отличие 

от человека, грызуны обладают лишь одним геном, кодирующим гликогенин. 

 

 

 

В структурном отношении, гликогенин представляет семейство гликозилтрансфераз А-

типа, характеризующееся одним встроенным доменом Россманна и дополнительной сложной 

вторичной структурой, которая контролирует как сахаронуклеотидную специфичность донора, 

так и специфичность акцептора (рис. 5, а). УДФ-глюкоза присоединяется к гликогенину с 

помощью металл-зависимого механизма к С-терминальным концам центральной β-структуры, 

служащей якорем (рис. 5, б). Главная функция иона металла, которым, вероятнее всего, 

является Mn
2+

, заключается в стабилизации УДФ при переносе остатка глюкозы. Гликогенин 

является примером трансферазы, при действии которой α-конфигурация С1-аномерного 

углерода глюкозы сохраняется и в продукте реакции. Акцептором переносимого остатка 

глюкозы является сам гликогенин, т.е. либо Tyr195 в начальной фазе реакции, либо 

терминальный остаток глюкозы в образующейся и растущей после этого олигосахаридной цепи 

(Cao et al, 1993; Hurley et al, 2005; Hurley et al, 2006). 

 

 

Рис. 4. Образование комплекса 

УДФ-глюкоза из глюкозо-1-фосфата 

(Г1Ф) и УТФ (Takusagawa F., 2010). 
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Рис. 5. Структура гликогенина млекопитающих. а — димер гликогенина в ленточном представлении. 

Активный сайт обозначен связанной с субстратом УДФ-глюкозой и окрашен в фуксиновый цвет. 

Области расположения остатков Tyr195 вблизи поверхности взаимодействия мономеров отмечены 

фуксиновым цветом; б — активный сайт гликогенина (Roach et al., 2012). 

 

 

Предполагается, что гликоген в клетках до конца никогда не расщепляется. Поэтому его 

синтез с помощью ГС и других ферментов может начаться сразу с переноса остатков глюкозы с 

УДФ-глюкозы на предсуществующий гликозилированный гликогенин. Структура «затравки» в 

этом случае как бы предопределяет тип связи между остатками глюкозы, образующейся в ходе 

трансгликозилирования. Остатки глюкозы переносятся ГС на нередуцирующий конец 

олигосахарида, образованного на гликогенине, и соединяются между собой α1 → 4 

гликозидными связями. В результате, формируется полисахаридная цепь, аналогичная по 

строению с «затравочной», а гликогенин остается внутри частицы гликогена (рис. 6). 

 

 

Рис. 6. Реакция присоединения промежуточного иона оксония к молекуле гликогена, катализируемая 

гликогенсинтазой (Takusagawa F., 2010). 
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Связь между гликогенином и ГС в ходе катализа опосредуется двумя механизмами: 1) 

путем ассоциации глюкозил-праймерной цепи с активным сайтом гликогенсинтазы; 2) через 

консервативную аминокислотную последовательность в С-терминальном домене гликогенина. 

Однако имеются данные, которые предполагают существование и других сайтов, участвующих 

в такой ассоциации (Skurat et al, 2006). 

Молекулярный вес ГС составляет 95 кДа (Roach, 2002). Млекопитающие обладают двумя 

генами, кодирующими ГС, — GYS1 и GYS2. GYS1 экспрессируется в скелетных мышцах и 

большинстве других клеток, способных к синтезу гликогена, а экспрессия GYS2 

ограничивается только печенью (Nuttall et al, 1994; Qian et al., 2014). 

ГС (рис. 7) у эукариот отвечает за синтез основной массы гликогена путем присоединения 

остатков глюкозы к невосстанавливающему концу растущей молекулы гликогена, образуя при 

этом α-1,4-гликозидные связи. УДФ-глюкоза в этом процессе служит донором остатков 

глюкозы. В отличие от эукариот, синтез гликогена в бактериях и синтез крахмала у растений 

происходит при участии не уридиндифосфат-глюкозы, а адениндифосфат-глюкозы (Preiss, 

Walsh, 1981). 

 

 

Рис. 7. На диаграмме показаны вставки и пробелы в структуре гликогенсинтазы, которые 

демонстрируют сайты ее аллиостерической регуляции глюкозо-6-фосфатом и присоединения УДФ-

глюкозы. Вторичные структурные элементы, демонстрирующие ее тетрамерную структуру, окрашены 

фуксиновым цветом. Локализация пробела из 10-ти аминокислотных остатков, отличающих его от 

бактериальных ферментов и участвующих в регуляции глюкозо-6-фосфатом, окрашены в синий цвет. 

Вставленная петля из аминокислотных остатков демонстрирует сайт связывания УДФ-глюкозы; 

окрашена в зеленый цвет (Roach et al., 2012). 

 

 

ГС у эукариот аллостерически активируется Г-6-Ф и ингибируется ковалентным 

фосфорилированием. Наличие Г-6-Ф способно преодолеть инактивирование фермента, 

связанное с фосфорилированием, и полностью восстанавливает его активность. Это свойство 

ГС привело к использованию оценки ее активности в присутствии и отсутствии Г-6-Ф, что дает 

возможность оценить степень фосфорилирования фермента, даже в том случае, если не все 
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сайты фосфорилирования оказывают влияние на его активность. Полагают, что 

дефосфорилирование ГС, которое приводит к ее активации, опосредуется рядом фосфатаз 

(PP1Gs), содержащих каталитическую субъединицу (PP1c) связанную с соответствующей 

субъединицей на гликогене (Bollen, 2001; Ceulemans, Bollen, 2004). В настоящее время 

идентифицировано семь таких связанных с гликогеном субъединиц. 

Дополнительным механизмом, регулирующим активность ГС, служит изменение ее 

внутриклеточной локализации. Показано, что инкубация гепатоцитов, изолированных из 

печени голодных крыс с глюкозой не только приводит к активации ГС, но и способствует 

переводу фермента из диффузного его распределения в цитоплазме к периферии клетки (Garcia-

Rocha et al., 2001; Ferrer et al., 2003; Jurczak et al., 2008; Rocha et al., 2012). Синтез гликогена 

преимущественно всегда начинается и активно протекает вблизи клеточной мембраны 

гепатоцитов. Синтезированный гликоген постепенно перемещается к центру клетки, а его место 

заполняется новыми молекулами гликогена. По мере накопления гликогена, активность его 

синтеза перемещается от периферии к внутренним районам клетки (Fernandez-Novell et al., 

2002). 

Результаты определения скорости синтеза гликогена в гепатоцитах крысы показали, что в 

начале рефидинга (возобновления кормления животных после голодания) крыс глюкозой, когда 

синтез гликогена значительно преобладает над его деградацией, минимальная скорость 

присоединения остатков глюкозы к растущим молекулам гликогена колеблется в пределах 

5.43–7.00 × 10
3
 мин

-1
. В среднем она составляет 6280 остатков глюкозы в минуту. Эта величина 

означает, что время образования одной гликозидной связи в молекуле гликогена составляет 

около 10 мс, а одна полная β-частица гликогена, состоящая примерно из 50000 остатков 

глюкозы, образуется примерно за 8 мин (Безбородкина и др., 2008). Подобная скорость 

сравнима со скоростью синтеза основных макромолекул в клетках. Показано, например, что 

скорость синтеза ДНК в репликативной вилке составляет от 600 до 4500 пар нуклеотидов в 

минуту. Расчеты свидетельствуют также, что РНК синтезируется со скоростью 30 нуклеотидов 

в секунду, а белок, состоящий из 400 аминокислот, синтезируется за 20 с (Lodish, Berck, 2003). 

Правда, в другой работе сообщается, что рибосома способна катализировать образование лишь 

100 пептидных связей в минуту (Голенченко, Силаева, 2005). 

Подобно гликогенину, все эукариотические ГС являются трансферазами, использующими 

в качестве донора глюкозы УДФ-глюкозу. Однако, в отличие от гликогенина, они не являются 

металл-зависимыми трансферазами и обладают иной гликозилтрансферазной кόровой 

структурой (Baskaran et al, 2010; Roach et al., 2012). 

Интересным свойством ГС является то, что она остается связанной с гликогеном даже в 

том случае, когда фермент инактивирован. Таким образом, как дефосфорилированная, так и 
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фосфорилированная формы ГС могут быть выделены простым осаждением гликогена. Столь 

тесная связь со своим субстратом предполагает, что этот фермент должен обладать 

определенным типом связи с углеводом подобным тому, который был найден у гликоген-

связывающих субъединиц протеин фосфатазы 1, лафорина и ветвящего энзима (Roach et al., 

2012). 

ГС способна синтезировать только линейную структуру полисахарида, присоединяя 

остатки глюкозы из УДФ-глюкозы один за другим к невосстанавливающим концам его 

растущей молекулы, но не способна формировать разветвления в гликогене. Его разветвленная 

структура создается при участии фермента ветвления амило-1,4→1,6-глюкозилтрансферазы. 

Разветвленная структура гликогена способствует образованию большого числа концевых 

мономеров. Подобная структура обуславливает компактность гранул гликогена, 

откладывающихся в цитоплазме клеток, а также дает возможность значительно увеличить 

скорость синтеза и деградации этого полисахарида. 

Амило-1,4→1,6-глюкозилтрансфераза млекопитающих представляет собой мономер, 

который состоит из 702 аминокислотных остатков и имеет молекулярный вес 77 кДа (Thon et 

al., 1992; Roach, 2002). Принцип действия этого фермента состоит в отщеплении примерно семи 

остатков глюкозы на невосстанавливающем конце линейного участка одной α-амилоидной цепи 

и переносе их на С6-углеродный атом остатка глюкозы другой α-амилоидной цепи с 

образованием α-1,6-гликозидной связи (рис. 8). 

 

 

 

Новая точка ветвления может быть образована лишь на расстоянии не менее 4 остатков от 

любой другой уже существующей точки ветвления. Образование разветвленного полимера 

приводит к улучшению его растворимости и созданию большого числа невосстанавливающих 

Рис. 8. Механизм ветвления гликогена. 

Ветви образуются при переносе 

примерно семи концевых глюкозных 

остатков с линейного участка α-

амилоидной цепи на С6-OH-группу 

остатка глюкозы другой α-амилоидной 

цепи (Takusagawa F., 2010). 
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концов. В свою очередь это способствует значительному увеличению количества участков, 

доступных для ГС и гликогенфосфорилазы (ГФ), поскольку оба фермента действуют только на 

невосстанавливающие концы цепей остатков глюкозы. 

Деградация гликогена в клетках происходит в ответ на повышение потребностей 

организма в глюкозе и может осуществляться как гидролитическим путем, так и с помощью 

фосфоролиза. Гидролиз гликогена осуществляется различными глюкозидазами, которые, в 

зависимости от механизма действия, свойств и локализации в клетках, подразделяются на эндо- 

и экзоглюкозидазы, а также нейтральные и кислые глюкозидазы. Наиболее известными среди 

них является α-амилаза, расщепляющая α-1,4-гликозидные связи в гликогене, нейтральная и 

кислая глюкозидазы, а также амило-1,6-глюкозидазы. α-амилаза локализуется в слюне и 

поджелудочной железе, а остальные ферменты в кишечнике. 

Фосфоролиз гликогена, который осуществляется при участии ГФ, приводит к 

образованию Г-1-Ф: (α-1,4 гликогеновая цепь)n + Pi ⇌ (α-1,4 гликогеновая цепь)n-1 + α-D-

глюкозо-1-фосфат. Мономер ГФ является достаточно большим белком. Он состоит из 842 

аминокислот и имеет молекулярную массу 97342 Да. Мономерная и тетрамерная формы этого 

фермента не активны. Биологической активностью обычно обладает лишь димер, состоящий из 

двух идентичных субъединиц (рис. 9). 

 

 
 

В каждом активном центре ГФ содержится пиридоксаль фосфат (производное витамина 

В6). Пиридоксаль фосфат ковалентно связан с некоторыми аминокислотами (в данном случае 

Lys679), образуя при этом основание Шиффа. Димер ГФ, обладающий высокой каталитической 

активностью, имеет несколько участков в своей структуре, которые оказывают значительное 

модулирующее действие на его каталитическую способность. Эти участки включают: 

каталитический участок, участок связывания с гликогеном, аллостерический участок и участок 

Рис. 9. Схематическое изображение димера 

гликогенфосфорилазы печени человека. 

Одна субъединица окрашена в голубой цвет, 

а другая — в зеленый. Функциональные 

сайты обозначены шариками разного цвета: 

каталитический сайт, который включает 

пиридоксаль фосфат и глюкозу. Ser (P)
14

 

(pSer14) расположен вблизи 

аллостерического сайта (Pautsch et al., 2008). 
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с обратимо фосфорилированным серином. При этом участок с обратимо фосфорилированным 

Ser14, по-видимому, является наиболее важным для каталитической активности ГФ. 

Присоединение АМФ к молекуле фермента в этом участке способствует переходу из 

неактивного Т-состояния в активное R-состояние, сопровождаясь изменением его четвертичной 

структуры. 

Реакция отщепления остатка глюкозы от гликогена с образованием Г-1-Ф проходит в три 

этапа (рис. 10). 

 

 

Рис. 10. Схематический механизм реакции отщепления остатка глюкозы от гликогена с образованием 

глюкозо-1-фосфата (Г1Ф) (Takusagawa F., 2010). 

 

 

Показано, что аллостерическими активаторами ГФ являются АМФ и ИМФ, а ее 

ингибиторами — АТФ, АДФ, УДФГ и Г-6-Ф (Biorn, Graves, 2001). ГФ активируется 

глюкагоном, действие которого опосредовано цАМФ. Повышение концентрации цАМФ 

активирует цАМФ-зависимую протеинкиназу, которая при участии АТФ фосфорилирует 

неактивную киназу фосфорилазы и образует активную ее форму. В свою очередь, активная 

киназа фосфорилазы фосфорилирует фосфорилазу b, превращая ее в фосфорилазу a (рис. 11). 

Инсулин оказывает действие противоположное глюкагону. Он повышает активность 

фосфодиэстеразы в печени, способствуя снижению концентрации цАМФ в клетках, и тем 

самым снижает активность фосфорилазы а. 

Активирование ГФ, путем превращения ее из формы b в форму а, рассматривается как 

механизм, надстроенный в ходе эволюции над основным регуляторным механизмом. 

Преимущество этого более сложного механизма состоит в том, что он позволяет расщеплять 
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гликоген при высоких концентрациях АТФ и Г-6-Ф. В физиологическом отношении это 

оказывается выгодно при возникновении стрессовых ситуаций, когда, например, животному 

нужно спасаться бегством от опасности (Ньюсхолм, Старт, 1977). 

 

 

 

ГФ может действовать только на линейные цепи (α-1,4-связи) гликогена. Действие этого 

фермента прекращается, как только останется примерно 4 остатка глюкозы до α-1,6-ветвления 

(рис. 12). В этой ситуации в действие вступает деветвящий фермент (ДВФ) (амило-α-1,6-

глюкоздаза, 4-α-глюкотрансфераза), функция которого заключается в выпрямлении цепи 

глюкозных остатков в этом участке (рис. 12). 

 

 

Рис. 11. Аллостерическое регулирование 

гликогенфосфорилазы (Takusagawa F., 2010). 

Рис. 12. Механизм действия деветвящего 

фермента (Takusagawa F., 2010). 
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Фермент, удаляющий α-1,6-ветвления, обладает двумя типами активности — 

трансферазной и 1,6-глюкозидазной. ДВФ гликогена у человека представлен мономером с 

молекулярным весом 175 кДа. Показано, что обе каталитические единицы этого фермента 

могут действовать независимо одна от другой, предполагая, что в нем присутствует несколько 

активных центров. Установлено, что у дрожжей С-терминальная часть фермента связана с 

глюкозидазной активностью, а N-терминальная часть — с глюкозилтрансферазной 

активностью. Помимо этих активных центров ДВФ, по-видимому, имеет и третий центр, 

который позволяет ему связываться с гликогеном. Однако полная структура этого фермента 

еще не определена. 

Трансферазная активность фермента позволяет перенести участок цепи гликогена, 

состоящий из трех остатков глюкозы из боковой цепи на соседний, не восстанавливающий 

конец, с образованием α-1,4-связи. Оставшийся остаток глюкозы, соединенный α-1,6-связью, 

отщепляется в виде свободной молекулы глюкозы под действием 1,6-глюкозидазной 

активности фермента. 

В результате такой двоякой активности ДВФ, ГФ способна продолжить расщепление α-

1,4-связей гликогена. Конечный продукт реакции деградации гликогена, протекающей при 

участии ГФ и ДВФ, — Г-1-Ф под действием фосфоглюкомутазы превращается в Г-6-Ф, 

который далее используется во многих метаболических путях. 

Деградация гликогена с участием ГФ и ДВФ является основным механизмом 

использования этого полисахарида в клеточном метаболизме. Однако гликоген может 

подвергаться деградации и в лизосомах. На важность этого пути обратили внимание в связи 

болезнью Помпе (болезни накопления гликогена 2-го типа), при которой происходит 

нарушение деградации гликогена из-за мутации в гене, кодирующем лизосомальную α-

гликозидазу (Hirschhorn, Reuser, 2000). При болезни Помпе происходит накопление огромного 

количества гликогена в лизосомах и везикулярных структурах (Fukuda et al., 2006). В наиболее 

тяжелой форме эта болезнь приводит к смерти человека уже в течение года после рождения. 

Показано, что в лизосомах может накапливаться до 10 % от всего гликогена в гепатоцитах 

(Geddes et al., 1977, 1992). Точный механизм, с помощью которого гликоген поступает в 

лизосомы, пока неизвестен. Наиболее вероятно, что он переносится в лизосомы с помощью 

автофагии или автофаго-подобного везикулярного транспорта. Деградация гликогена в 

лизосомах играет особенно важную роль у новорожденных, в первые часы их жизни, когда 

глюконеогенез в печени еще не заработал на полную мощность. 
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1.4. Тканевые и клеточные факторы, влияющие на метаболизм и содержание гликогена 

 

Выполнение гликогенной функции печени связано, прежде всего, с клетками ее 

паренхимы — гепатоцитами, которые составляют 60–70 % от общего числа клеток и до 90 % ее 

массы (Bioulac-Sage et al., 1999; Афанасьев и др., 2004). По разным оценкам число гепатоцитов 

в печени человека составляет 1.0–2.5 × 10
11 

клеток (Arias et al., 1994; Bircher et al., 1999), а у 

крысы — 1.96–2.48 × 10
8 

в 1 г печени (Iype et al., 1965; Безбородкина, 2006). Полагают, что 

гепатоциты, как клеточный тип, появляются в раннем эмбриональном периоде — у человека 

примерно на 18-е сут, а у крыс — на 10–11-е сут пренатального развития (Desmet et al., 1999; 

Zhao, Duncan, 2005). Эмбриональная печень растет с большой скоростью благодаря высокой 

пролиферативной активности гепатоцитов (Заварзин, 1967). Однако после рождения 

митотическая активность клеток паренхимы печени быстро снижается, и у взрослых крыс 

число гепатоцитов, находящихся в фазе синтеза ДНК, составляет лишь доли процента (Grisham, 

1969; Stöcker et al., 1972). На фоне снижения пролиферативной активности гепатоцитов 

происходит их полиплоидизация. Наиболее интенсивно этот процесс у крыс протекает в 

течение первых 3–4 нед после рождения, во время перехода крысят от питания молоком матери 

на самостоятельное питание пищей, богатой углеводами (James et al., 1979; Богданова и др., 

1990). 

Установлено, что полиплоидизация клеток паренхимы печени осуществляется путем 

чередования ацитокинетических митозов и бимитозов (Brodsky, Uryvaeva, 1977; Seglen, 1997; 

Guidotti et al., 2003; Gentric et al., 2012). В результате этого процесса в печени взрослых крыс 

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

4с, 4с×2 и 8с (Бродский, Урываева, 1981; Gentric et al., 2012). Преобладающим классом 

плоидности гепатоцитов в печени взрослых крыс являются одноядерные тетраплоидные клетки, 

которые составляют до 80 % и более популяции клеток паренхимы (Богданова и др., 1990; 

Сакута, Кудрявцев, 1996; 2005). Гепатоциты более высокой плоидности довольно редки и 

появляются лишь в ходе старения или при заболеваниях печени. 

В отличие от крыс, большая часть популяции гепатоцитов нормальной печени человека 

представлена одноядерными диплоидными клетками, составляющими 80–90 % популяции ее 

паренхимы. Заметное число полиплоидных гепатоцитов в печени человека появляется лишь 

после пятидесяти лет в ходе старения (Watanabe et al., 1984; Kudryavtsev et al., 1993). 

Показано, что уровень углеводного метаболизма, в частности, метаболизм гликогена в 

гепатоцитах, и его направление зависит не только от активности ферментов, участвующих в 

этом процессе, но также от микроскопического строения паренхимы печени (Jungermann, 1987). 

Микроскопическая структура печени во многом обусловлена особенностями ее 
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кровоснабжения, которая уникальна для этого органа. В отличие от других органов, печень 

одновременно получает артериальную и венозную кровь, поступающую соответственно из 

печеночной артерии и портальной вены (рис. 13). 

 

 

Рис. 13. Микроскопическое строение печени (схема). 

 

Основной морфофункциональной единицей печени считают печеночную дольку, о 

строении которой существует несколько представлений, которые, однако, не исключают друг 

друга, а лишь отражают различные стороны структуры и функции печени (Rappaport et al., 

1954; Sasse et al., 1992; Romert et al., 1993; Teutsch, 2005). Согласно классическому 

представлению, дольки имеют форму шестигранных призм с плоским основанием, по углам 

которого располагаются портальные тракты, включающие ветви воротной вены, печеночной 

артерии, желчные протоки, лимфатические сосуды, а также афферентные и эфферентные 

нервные волокна, и слегка выпуклой вершиной, на которой находится центральная вена 

(рис. 13). Поскольку портальные тракты расположены по углам шестигранника, они не 

относятся к какой-то одной конкретной дольке, а принадлежат трем долькам, между которыми 

каждый из них проходит. В центре дольки располагается центральная вена, по которой кровь 

оттекает в несущие кровь нижнюю полую вену и далее в правый желудочек сердца. 

Паренхима печени представляет собой расположенные вокруг центральной вены 

печеночные балки (трабекулы), состоящие примерно из 20 гепатоцитов (рис. 13). Поскольку 

трабекулы часто анастомозируют между собой, у многих видов животных их радиальное 

направление в дольках не всегда четко прослеживается. 
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При описании микроскопического строения печени часто пользуются также такими 

понятиями как «портальная долька» и «ацинус». На схеме (рис. 13) портальная печеночная 

долька включает сегменты трех соседних классических долек, окружающих портальный тракт. 

Поэтому она имеет форму треугольника, в центре которого лежит триада, а на периферии (по 

углам) — центральные вены. В портальной дольке, в отличие от классической, кровоток по 

капиллярам направлен от центра к периферии. 

Печеночный ацинус представляет собой участок паренхимы, образованный сегментами 

двух рядом расположенных классических долек (рис. 13) (Rappaport, 1981). На срезах печени он 

нередко описывается фигурой, близкой к ромбу, у острых углов которого расположены 

центральные вены, а у тупого угла — триада с ее ветвями, отходящими вовнутрь ацинуса. В 

ацинусе, как и в портальной дольке, кровоснабжение осуществляется от его центральных 

участков к периферическим. Кровь из концевых веточек воротной вены и печеночной артерии 

портального тракта попадает в сеть синусоидов, образованную трабекулами гепатоцитов, и 

продвигается по направлению к центральным венам. 

В печеночном ацинусе выделяют три зоны: перипортальную (зона 1), расположенную 

вокруг оси ацинуса, клетки которой снабжаются кровью с наиболее высоким содержанием 

кислорода, промежуточную (зона 2) и перивенозную (зона 3). Перивенозную зону образуют 

клетки, прилежащие к центральной вене и получающие кровь с наиболее низкой концентрацией 

кислорода, обогащенную конечными продуктами клеточного метаболизма. 

Зонам 1, 2 и 3 печеночного ацинуса в классической дольке соответствуют портальная 

зона, промежуточная и центральная зоны. В портальной зоне дольки клетки снабжаются 

кровью с наибольшим содержанием кислорода, в то время как в центральной зоне клетки 

получают кровь наиболее бедную кислородом. Давление кислорода, измеренное различными 

методами, в перипортальной зоне превышает таковое в центральной зоне дольки в 3.1–3.5 раза 

(Ji et al., 1982). Перипортальные гепатоциты, как более «аэробные» клетки, обладают большим 

митохондриальным объемом (20 % v/v) и площадью крист на клетку (33000 мкм
2
) по 

сравнению с гепатоцитами, расположенными в перицентральной зоне, митохондриальный 

объем у которых составляет (12 % v/v), а общая площадь крист — 23000 мкм
2 

(Arias et al., 1994). 

Как следствие, перипортальные клетки обладают более высокой скоростью дыхания и 

окислительного фосфорилирования, более высокой активностью ключевых окислительных 

ферментов (Jungermann, Katz, 1989; Lamers et al., 1989; Racine-Samson et al., 1996; Ikesawa et al., 

1998; 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. Перипортальные клетки, получающие больше 
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кислорода, обладают более высокой способностью путем глюконеогенеза к синтезу глюкозы из 

аминокислот, лактата и глицерина. Соответственно, эти клетки обладают более высокой 

активностью глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Фазы) (Sokal et al., 1989; Teutsch et al., 1999) и 

фруктозо-1,6-дифосфатазы (Katz et al., 1977; Schmidt et al., 1978), а также имеют более высокую 

активность и молярное содержание фосфоенолпируваткарбоксикиназы (Wimmer et al., 1990). 

Показано также, что лактатдегидрогеназа и аланинаминотрансфераза, обеспечивающие 

глюконеогенез C3-субстратами, проявляют более высокую активность в перипортальной зоне 

дольки печени (Wimmer, Pette, 1979). 

В отличие от перипортальных гепатоцитов, перивенозные клетки обладают более высокой 

способностью к гликолизу. Высокая гликолитическая способность этих клеток проявляется, в 

частности, в более высокой активности и содержании глюкокиназы (Kirchner et al., 1993; 

Toyoda et al., 1995) и пируваткиназы (Miethke et al., 1985). 

Согласно модели «метаболической зонации», предложенной Юнгерманном (Jungermann, 

1987), в печени одновременно активно протекают процессы гликолиза и глюконеогенеза 

(Jungermann, Sasse, 1978). 

Преобладание глюконеогенеза и окислительного энергетического метаболизма в более 

«аэробной» перипортальной зоне, а гликолиза и липогенеза в менее «аэробной» перивенозной 

зоне дольки печени хорошо соответствует термодинамическим представлениям (Jungermann, 

Sasse, 1978). Глюконеогенез является эндотермическим процессом, требующим 47.2 ккал/моль 

глюкозы (Decker et al., 1970; Thauer et al., 1977), поэтому он должен быть сопряжен с 

окислительно-энергетическим метаболизмом. Поскольку гликолиз и липогенез являются 

экзотермическими процессами (-71.1 ккал/моль глюкозы), синтез жирных кислот из глюкозы, в 

принципе, может протекать независимо от окислительного энергетического метаболизма. 

Полагают, что перипортальный гликоген синтезируется преимущественно «непрямым 

путем» из глюконеогенных предшественников, а перивенозный гликоген образуется 

непосредственно из глюкозы (Gebhard, 1992; Jungermann, Kietzmann, 1997; Kruszynska, 1999). 

Подобный вывод соответствует данным о зональном распределении глюкокиназы и Г-6-Фазы 

(Jungermann, Katz, 1989). Показано, что отношение активностей глюкокиназы к Г-6-Фазе в 

перивенозных гепатоцитах в 6 раз выше, чем в перипортальных гепатоцитах. Поэтому в тех 

случаях, когда глюкоза является единственным субстратом, синтез гликогена происходит 

преимущественно в перивенозных зонах долек печени. 

Несмотря на все эти соображения, вопрос о том, в какой зоне дольки начинается синтез 

гликогена после приема пищи, и с какой скоростью он протекает в разных зонах, не 

однозначен. Во-первых, нужно заметить, что на активность глюкокиназы, которая гораздо 

выше в гепатоцитах перивенозной зоны, сильное влияние оказывает продолжительность 
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голодания. Показано, что после продолжительного голодания активность этого фермента 

значительно снижается и восстанавливается после приема пищи не сразу (Ньюсхолм, Старт, 

1977; Walker, 1977; Bois-Joyeux et al., 1990). Во-вторых, показано, что синтез гликогена, через 

глюконеогенез, вносит заметно больший вклад в его накопление после приема пищи, чем 

прямой путь. При этом вклад непрямого пути в образование гликогена лишь возрастает по мере 

увеличения времени между приемами пищи (Newgard et al., 1983; Kuwajima et al., 1986; 

Kruszynska, 1999). 

Определение содержания гликогена в гепатоцитах перипортальной и перицентральной 

зон дольки печени через различные интервалы времени кормления голодных крыс смесью 

глюкозы и фруктозы показало, что скорость накопления гликогена в перипортальных клетках 

выше, чем в перицентральных (Кудрявцева и др., 1990; Kudryavtseva et al., 1992). Отношение 

содержания гликогена в гепатоцитах портальной зоны к содержанию гликогена в гепатоцитах 

центральной зоны (ПЗ/ЦЗ-гликоген) на всех этапах рефидинга крыс превышает 1.0 (Кудрявцева 

и др., 1990). В постабсорбтивном периоде величина ПЗ/ЦЗ-гликоген в нормальной печени крыс 

и человека также превышает 1.0, а индивидуальные колебания составляют 1.05–1.30 

(Kudryavtseva et al., 1996; Мамырбаева и др., 1998; Кудрявцева и др., 2000; Кудрявцева и др., 

2001). 

Анализ гистограмм распределения гепатоцитов по содержанию гликогена, полученных 

через различные интервалы времени после начала кормления голодных крыс, позволил 

заключить, что все гепатоциты в разных зонах дольки печени способны синтезировать 

гликоген, но скорость его накопления в индивидуальных клетках сильно различается. 

Различная концентрация ферментов метаболизма гликогена и разная их активность в 

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

клеток по содержанию гликогена. Однако гетерогенность гепатоцитов по уровню плоидности, 

размеру и пролиферативной активности также вносит существенный вклад в различия клеток 

по этому признаку и оказывает ощутимое влияние на их функциональную активность. 

Исследование in situ содержания гликогена в гепатоцитах крысят на 7, 14, 21 и 30-е сут 

после рождения показало, что во время синтеза ДНК уровень гликогена в клетках разной 

плоидности падает примерно на одну и ту же величину (около 26 %), относительно клеток, 

находящихся в G0+1-фазе клеточного цикла. При этом содержание гликогена в гепатоцитах по 

мере прохождения ими S-фазы клеточного цикла постепенно уменьшается. Показано также, что 

хотя гепатоциты, находящиеся в G2-фазе, обладают удвоенным числом генов, содержание 

гликогена в них остается на уровне соответствующем G0+1-фазе (Шалахметова и др., 1981). 

Включение «в работу» реплицированных генов, которое приводит к удвоению содержания 

гликогена в клетках, происходит, по-видимому, в ходе митоза или сразу после его завершения. 
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Схожие данные были получены и при исследовании содержания гликогена в синтезирующих и 

не синтезирующих ДНК гепатоцитах регенерирующей печени крыс (Майтесян, 1983). 

Во многих работах показано, что в расчете на один геном различные функциональные 

показатели полиплоидных клеток не отличаются от соответствующих показателей диплоидных 

клеток (Brodsky, Uryvaeva, 1977). Анализ содержания гликогена в одноядерных и двуядерных 

гепатоцитах различной плоидности в ходе постнатального онтогенеза крыс (Кудрявцева и др., 

1979; Шалахметова и др., 1981) в регенерирующей печени (Майтесян, 1983) показал, что, 

несмотря на значительные различия содержания гликогена в индивидуальных клетках, его 

среднее содержание в гепатоцитах строго соответствует степени плоидности клеток. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что метаболизм гликогена в гепатоцитах 

различных классов плоидности следует одинаковым закономерностям. Вместе с тем, можно 

отметить, что 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, сохраняется ли соответствие 

содержания гликогена уровню плоидности гепатоцитов в ходе рефидинга. 

В отличие от плоидности гепатоцитов и их пролиферативной активности, ситуация с 

влиянием размера гепатоцитов на их функциональную активность гораздо менее ясна. Размер 

клеток, который является фундаментальным параметром, оказывает существенное влияние на 

общий план строения клеток и их функцию (Jorgensen, Tyers, 2004). Подавляющее большинство 

работ, посвященных исследованию взаимосвязи размера клеток с их функцией, связано с 

изучением ионозависимых изменений клеток на различные показатели их метаболизма. 

Быстрые изменения объема клеток, обусловленные их гидратацией или обезвоживанием, 

оказывают сильное влияние на многочисленные метаболические пути в печени, включая синтез 

и распад белков, липогенез, гликолиз и синтез мочевины (Waldegger, Lang, 1998). Показано, что 

набухание и обезвоживание гепатоцитов вызывают заметные изменения в потреблении 

кислорода, продукции глюкозы, скорости глюконеогенеза и гликолиза, а также активности 

ключевых ферментов углеводного обмена в этих клетках (Hallgren et al., 2003; Krumschnabel et 

al., 2003). В целом, гидратация клеток стимулирует в них анаболические процессы и 

пролиферацию, в то время как обезвоживание клеток ведет к усилению катаболизма и 

повышает их чувствительность к апоптозу (Schliess, Häussinger, 2003). 

Быстрые изменения размера гепатоцитов, вызванные их набуханием или дегидратацией, 

невелики по своей амплитуде (около 35 %, Espelt et al., 2008) и не сопровождаются 

изменениями в них количества органоидов и различных структур. В отличие от изменений 

объема клеток, вызванных гипер- или гипоосмотическими условиями, интервал колебаний 

размера гепатоцитов в печени млекопитающих гораздо масштабнее. Показано, например, что 
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размер гепатоцитов и содержание в них белка могут различаться в несколько раз даже у клеток 

одной и той же плоидности (Майтесян, 1983; Завадская и др., 1989; Богданова и др., 1990). 

Некоторые авторы считают, что количество гликогена, которое может накапливаться в 

гепатоцитах, сильно зависит от их размера. Полагают, что чем больше клетка, тем большее 

количество гликогена она может откладывать в своей цитоплазме (Ньюсхолм, Старт, 1977). 

Однако данные, подтверждающие или опровергающие это предположение, до нашей работы 

отсутствовали. 

 

1.5. Нарушения метаболизма 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. 

Известно большое количество болезней печени у человека и животных, связанных с дефектами 

метаболизма этого полисахарида. Условно их можно разделить на врожденные болезни обмена 

гликогена и не наследственные заболевания печени, приобретенные в течение жизни, 

сопровождающиеся тяжелыми нарушениями метаболизма гликогена. 

Гликогеновые болезни (Розенфельд, Попова, 1979) или гликогенозы представляют группу 

генетически обусловленных заболеваний, которые характеризуются дефицитом одного из 

ферментов, связанных с синтезом или деградацией гликогена (Таблица 1). Первые данные о 

наследственных нарушениях обмена гликогена появились еще в 20-е годы прошлого века, но о 

том, что избыточное накопление гликогена в печени связано с дефицитом одного из ферментов 

его метаболизма стало известно гораздо позже. В 1952 году Герти и Карл Кори сообщили, что у 

некоторых пациентов с избыточным накоплением гликогена в печени отсутствует Г-6-Фаза. 

Несколько позже эти же авторы обнаружили другой тип гликогеновой болезни, связанный с 

дефицитом амило-1,6-глюкозидазы — ветвящего фермента. В настоящее время известно о 

двенадцати различных гликогеновых болезнях, которые в основном проявляются в эпизодах 

гипогликемии и гепатомегалии, но вариабельность характерных черт этих болезней очень 

велика. 

Гликогеновые болезни (ГБ) классифицируют на основе дефицита какого-либо фермента, 

участвующего в метаболизме гликогена, и по типу ткани (обычно это паренхима печени или 

мышечная ткань), в которой отсутствует фермент. Около 80 % всех ГБ печени составляют ее 

типы I, m, K и n (Ozen, 2007). 

Гликогеновая болезнь типа I (болезнь Гирке, гепаторенальный гликогеноз), пожалуй, 

наиболее известная из ГБ. Она обусловлена дефицитом Г-6-Фазы. Г-6-Фаза связана с 
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эндоплазматическим ретикулумом и функционирует как многокомпонентная система. Известно 

4 подтипа этой болезни. Каталитическая субъединица этого фермента локализована внутри 

эндоплазматического ретикулума и ее дефицит вызывает Iа тип болезни. Кроме того, 

существуют транспортеры, которые переносят в эндоплазматический ретикулум субстрат для 

фермента — Г-6-Ф и его продукты — фосфат и глюкозу. Дефицит транспортера Г-6-Ф 

приводит к гликогеновой болезни типа Ib, а дефицит транспортеров фосфата и глюкозы — 

болезням типа Ic и Id соответственно. При гистопатологическом исследовании печени больных 

ГБ I типа обнаруживаются набухшие гепатоциты с цитоплазмой, слабо окрашивающейся на 

гликоген, но с ядрами, содержащими большое его количество (рис. 14, а). 

Гликогеновая болезнь типа m (болезнь Кори, болезнь Форбеса, дефицит амило-1,6-

гликозидазы) приводит к потере активности фермента разветвляющего гликоген, который 

обладает двумя независимыми каталитическими функциями: олиго-1,4-трасферазной и амило-

1,6-глюкозидазной. Обе каталитические единицы фермента необходимы для его нормальной 

активности. Дефицит амило-1,6-гликозидазы приводит к избыточному накоплению гликогена с 

неправильной структурой, которая отрицательно сказывается на функции гепатоцитов. 

ГБ m-типа составляет около 24 % от всех случаев гликогеновых болезней и 

сопровождается гепатомегалией, гипогликемией и дислипидемией, а в некоторых случаях — 

задержкой умственного развития (Ozen, 2007). Наиболее высокая частота встречаемости ГБ m-

типа зарегистрирована у населения Фарерских островов, где она составляет 1:3600 вследствие 

близкородственных связей (Santer et al, 2001). 
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Таблица 1. Классификация гликогенозов (Chandramouli et al., 2015). 

Тип 

гликогеноза 
Название Подтипы Фермент с нарушенной активностью 

Основные органы, ткани и 

клетки, в которых на 

сегодняшний день выявлен 

дефект фермента 

Ссылки на 

источники 

литературы 

0 Агликогеноз – Гликогенсинтаза Печень 136, 211 

I 

Болезнь Гирке, 

печеночно-почечный 

гликогеноз 

Ia 

Ib 

Ic 

Id 

Глюкозо-6-фосфатаза 

Печень, почки, слизистая 

оболочка тонкого 

кишечника 

136, 211, 310, 325 

II Болезнь Помпе 
II 

IIb 
Кислая α-1,4-глюкозидаза 

Сердце, скелетные мышцы, 

печень 

118, 162, 271, 324, 

352, 439 

III 

Болезнь Кори, 

ограниченный 

декстриноз 

IIIa 

IIIb 

IIIc 

IIId 

Амило-1,6-глюкозидаза 

(деветвящий фермент (ДФ)) 

глюкозидазная активность ДФ 

трансферазная активность ДФ  

Сердце, скелетные мышцы, 

печень 
211, 435 

IV 
Амилопектиноз, 

Болезнь Андерсена 
– 

Амило-1,4→1,6-трансглюкозидаза 

(ветвящий фермент) 
Сердце, печень, селезенка 136 

V Болезнь Мак-Ардля – 
Мышечная гликогенфосфорилаза 

(миофосфорилаза) 
Скелетные мышцы 136 

VI Болезнь Херса – Гликогенфосфорилаза печени Печень 435 

VII Болезнь Таруи – Фосфофруктокиназа 
Скелетные мышцы, 

эритроциты 
136 

VIII Болезнь Томсона – Гликогенфосфорилаза печени Печень 136 

IX Болезнь Хага 

IXa 

IXb 

IXc 

α-субъединица киназы фосфорилазы 

β-субъединица киназы фосфорилазы 

γ-субъединица киназы фосфорилазы 

Печень, эритроциты, 

лейкоциты, скелетные 

мышцы 

435 

X – – цАМФ-зависимая киназа фосфорилазы Печень, мышцы 136 

XI 
Болезнь Фанкони-

Бикеля 
– Транспортер глюкозы (ГЛЮТ2) Печень, почки 136, 211 

Не классиф. 

Прогрессивная 

миоклоническая 

эпилепсия Лафора 

– Тирозин-фосфатаза/убиквитин-лигаза 
Сердце, скелетные мышцы, 

печень, мозг, почки 
137, 182, 273, 436 
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Гликогеновая болезнь типа IV (болезнь Андерсена, дефицит ветвящего фермента, 

амилопектиноз) впервые была описана в 1956 году как семейный цирроз печени с отложением в 

гепатоцитах атипичного гликогена. При отсутствии фермента амило-1,4→1,6-

трансглюкозидазы гликоген не может ветвиться. В результате, в различных клетках, включая 

гепатоциты и миоциты, накапливается атипичный гликоген со структурой подобной 

амилопектину (рис. 14, б). Частота встречаемости ГБ IV типа составляет примерно 0.3 % от 

всех ГБ. 

 

 

б — гликогеновая болезнь IV типа. Диффузное отложение PAS-положительного амилопектина в 

гепатоцитах (Ozen, 2007). 

 

В отличие от редкой формы гликогеновой болезни VI типа (болезнь Херса), 

обусловленной дефицитом ключевого фермента метаболизма гликогена — ГФ, гликогеновые 

болезни, связанные с дефектами системы активации ГФ, встречаются гораздо чаще. Известны 

различные варианты ГБ, которые связаны с многочисленными дефектами системы киназы 

фосфорилазы-Via, K, X и W. 

Типы ГБ, обусловленные дефектом системы активации ГФ и затрагивающие печень, 

можно классифицировать на две главные формы: форму, связанную с Х-хромосомой, которая 

имеет два субтипа — XLG-1 и XLG-n, а также аутосомную рецессивную форму. Обычными 

симптомами и исходами ГБ, связанных с системой регуляции активности ГФ являются 

гепатомегалия, замедление роста и двигательной активности, гипотония, повышение в крови 

концентрации индикаторных ферментов цитолиза  гепатоцитов аланинаминотрансферазы 

(АлАТ) и аспартатаминотрансферазы (АсАТ), холестерина и триглицеридов, а также 

гипогликемия (Willems et al, 1990; Burwinkel et al, 1998; Schippers et al, 2003). 

Гликогеновая болезнь n-типа (дефицит кислой мальтазы, болезнь Помпе, дефицит 

альфа-глюкозидазы) представляет лизосомальную болезнь. Клинические проявления этого 

заболевания очень разнообразны, что связано с вариабельностью остаточной активности альфа-

1,4-глюкозидазы в тканях из-за различных мутаций в гене, расположенном на 17-й хромосоме 

Рис. 14. а — гликогеновая 

болезнь I типа. Показано 

мозаичное накопление 

гликогена в гепатоцитах, с 

большим количеством его в 

ядрах. Клеточные мембраны 

ярко выраженные. 
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(Haines et al, 1990). Характерной особенностью болезни Помпе является накопление 

значительного количества гликогена в лизосомах. 

Существует 4 типа ГБ n-типа. Общая частота младенческой и взрослой форм ГБ этого 

типа достигает примерно 1 на 40000 человек. Главными чертами классической болезни Помпе 

для младенческого возраста являются кардиомиопатия и мышечная гипотония, а у подростков и 

взрослых главной мишенью этой болезни являются скелетные мышцы (Beratis et al, 1978; 

Slonim et al, 2000). 

В отличие от наследственных нарушений метаболизма гликогена в печени, частота 

встречаемости которых для новорожденных составляет 0.002–0.005 %, частота заболеваний 

печени не наследственной природы, но связанных с серьезными отклонениями в обмене 

гликогена, несравнимо выше. Наиболее тяжелыми и опасными для жизни человека болезнями 

печени являются хронические гепатиты различной этиологии и диабет. 

Хронические гепатиты (ХГ) различной этиологии, завершающей и наиболее опасной для 

жизни стадией которых является цирроз печени (ЦП), — широко распространенные 

заболевания человека и животных. Основными причинами ХГ являются неумеренное 

употребление алкоголя и лекарственных препаратов, а также заражение через кровь 

различными гепаднавирусами (B, C, D, E и др.). Одних только носителей этих вирусов, которые 

с высокой вероятностью приводят к развитию ХГ, в мире насчитывается около миллиарда 

человек (Mauss et al., 2015). 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 у больных ХГ. В качестве других причин ЦП 

указывают также аутоиммунные гепатиты и гепатиты неизвестного происхождения, так 

называемые криптогенные гепатиты (10–35 %) (Gressner, Schuppan, 1999; Шерлок, Дули, 2002). 

ЦП представляет тяжелое необратимое заболевание, как правило, заканчивающееся 

летальным исходом. Характерными чертами ЦП являются диффузная гибель гепатоцитов, 

узелковая трансформация паренхимы и образование фиброзных септ, соединяющих систему 

портальных сосудов с системой печеночных вен. Главными диагностическими признаками ЦП 

считают фиброз большей части паренхимы, выраженную регенерацию печеночной ткани, 

необычно мелкие портальные тракты и избыточное количество центральных вен в дольках 

(Anthony et al., 1978; Верин, 2001; Афанасьев и др., 2004). Все эти факторы приводят к 

значительной перестройке дольковой структуры органа. 

Разрастание фиброзной ткани изменяет соотношение между паренхимными и 

непаренхимными элементами в пользу последних, оказывая тем самым неблагоприятное 

воздействие на жизнедеятельность основного клеточного типа в печени — гепатоцитов. 

Значительные изменения при ЦП происходят и в системе микроциркуляции органа. 
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Соединительнотканные септы при ЦП расчленяют единую для всего органа сеть синусоидов на 

множество изолированных фрагментов. В результате происходит редукция терминальных 

ветвей воротной вены, затрудняющая ток крови по синусоидам. Важной особенностью 

кровообращения при ЦП является развитие коллатерального кровообращения, которое 

способствует развитию портальной гипертензии. Значительная часть крови при ЦП обходит 

печень, минуя ее паренхиму. Перестройка сосудистого русла паренхимы печени, достигающая 

своего апогея на конечной стадии ХГ и ЦП, приводит к резкому снижению снабжения 

гепатоцитов кислородом и необходимыми для их жизнедеятельности веществами, вызывая 

гипоксию и голодание клеток (Шерлок, Дули, 2002). Естественно предположить, что столь 

серьезные нарушения структуры печени при ЦП, неизбежно отразятся на выполнении ее 

многочисленных тканеспецифичных функций, в том числе гликогенной. Действительно, 

имеющиеся в настоящее время немногочисленные данные позволяют заключить, что 

перестройка архитектоники печени, наблюдающаяся в ходе развития ХГ, приводит к 

значительным изменениям активности ферментов метаболизма гликогена, содержания 

гликогена в клетках, а также скорости его синтеза и расщепления. 

Данные о содержании гликогена в печени больных ХГ достаточно противоречивы 

(Блюгер, 1978; Owen et al., 1981; Krähenbühl et al., 1991). Однако большинство имеющихся 

данных свидетельствует о том, что концентрация гликогена в цирротической печени находится 

в пределах нормы или даже заметно превышает ее. Цитофотометрия содержания гликогена в 

гепатоцитах, изолированных из биопсий печени больных ХГ и ЦП различной этиологии, 

показала, что уровень гликогена в клетках печени больных после ночного голодания в 

несколько раз превышает норму. При этом содержание гликогена в гепатоцитах увеличивается 

по мере усиления тяжести поражения печени (Кудрявцева, 1987; Кудрявцева и др., 1982, 1989; 

Безбородкина и др., 2008). 

Определение скорости накопления гликогена в гепатоцитах нормальной печени крыс и 

гепатоцитах цирротической печени после per os введения голодным крысам глюкозы или 

фруктозы позволило установить, что при ЦП она ниже, чем в норме (Безбородкина и др., 2008). 

Кроме того, показано, что, как в нормальной печени, так и в цирротической печени, содержание 

гликогена в гепатоцитах портальной зоны (ПЗ) дольки печени на всех этапах рефидинга крыс 

глюкозой или фруктозой выше, чем в клетках центральной зоны (ЦЗ) дольки печени 

(Безбородкина и др., 2008). Как следствие, величина ПЗ/ЦЗ-гликогена дольки в нормальной 

печени заметно выше, чем при ЦП (Безбородкина и др., 2008). Схожие данные были получены 

при исследовании содержания гликогена в различных зонах дольки нормальной и 

цирротической печени человека (Безбородкина и др., 2008). Основными причинами столь 

значительных различий между гепатоцитами нормальной и цирротической печени по 
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содержанию гликогена и динамике его накопления в ходе рефидинга, по-видимому, являются 

структурная перестройка паренхимы, о которой говорилось выше, а также нарушение 

гормонального статуса организма (Rosetti et al., 1987; Kruszynska, McIntyre, 1991; Kruszynska, 

1999). 

Содержание гликогена в печени определяется соотношением скоростей его синтеза и 

деградации. Поэтому снижение скорости накопления гликогена в гепатоцитах цирротической 

печени после получения голодными крысами пищи и более высокие, чем в норме, уровни 

гликогена в клетках при циррозе могут быть связаны с изменением активности ключевых 

ферментов гликогенеза и гликогенолиза — ГС и ГФ. Данные об активности ГС и ГФ при ЦП, 

имеющиеся в литературе, немногочисленны и достаточно противоречивы, поскольку они 

получены на материале печени при различном пищевом статусе организма. Хотя в некоторых 

работах было обнаружено снижение активности ГС в печени при экспериментальном ЦП 

(Giardina et al., 1994; Krähenbühl et al., 1996), большинство имеющихся в настоящее время 

данных, полученных на крысах и человеке, свидетельствуют о том, что в постабсорбтивном 

периоде активность ГС в цирротической печени не отличается от значений нормы или лишь 

слегка ниже ее (Krähenbühl et al., 1991; Кудрявцева и др., 1994, 1996, 1998; 1999; Kudryavtseva et 

al., 2001; Krähenbühl et al., 2003; Безбородкина и др., 2008). 

Данные о скорости деградации гликогена в цирротической печени также 

немногочисленны и противоречивы. С одной стороны, при ЦП наблюдалась более быстрая, чем 

в норме, деградация гликогена (Krähenbühl et al., 1991), а с другой — обнаружено, что скорость 

гликогенолиза в печени пациентов с ЦП гораздо ниже, чем в нормальной печени (Petersen et al., 

1999). Главным фактором, контролирующим метаболизм гликогена в печени, как известно, 

является ГФ, активность которой в десятки раз выше активности ГС даже в том случае, если 

последняя выражается в тех же единицах, что и ГФ (Ercan et al., 1994). Подавляющее 

большинство имеющихся в настоящее время данных свидетельствует о том, что активность ГФ 

при экспериментальном ЦП у крыс и при ЦП различной этиологии у человека заметно ниже, 

чем в норме (Кудрявцева и др., 1994, 1996, 1998, 1999, 2002; Krähenbühl et al., 1996). Кроме 

того, показано, что активность ГФ при усилении тяжести поражения печени человека 

снижается: на стадии ХГ до ЦП активность ГФ составляла 49 % от уровня нормы, а на стадии 

ЦП — лишь 33 % (Безбородкина и др., 2008). 

Морфо-функциональная перестройка печени, усиливающаяся по мере развития ХГ и 

перехода его в завершающую стадию — ЦП, приводит к существенным изменениям не только 

метаболизма гликогена в этом органе, но и углеводного метаболизма в целом. Целый ряд черт 

углеводного обмена при ЦП, а именно, интолерантность тканей к глюкозе (Schmueli et al., 1993; 

Petrides et al., 1994; Mion et al., 1996), сниженная активность глюкокиназы в печени (Caro et al., 
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1995; Aiston et al., 2001; Wu et al., 2002, 2005), резистентность клеток к инсулину (Cavallo-Perin 

et al., 1985; Müller et al., 1992; Allison et al., 1994; Petrides et al., 1994; Del Olmo et al., 1996; 

Holstein et al., 2002; Bernsmeyer, Heim, 2009; Garcia-Compean et al., 2009) сближают ЦП с другим 

опасным и широко распространенным заболеванием — сахарным диабетом (СД). 

СД — огромная медицинская, экономическая и социальная проблема во многих странах. 

В 2014 году уровень заболеваемости СД по данным ВОЗ составил более 347 млн человек (около 

9 % взрослого населения планеты) (ВОЗ. Информационная бюллетень № 312, 2015). По данным 

на январь 2011 году в России этим заболеванием страдает более 3.3 млн человек (примерно 

0.3 млн — СД 1-го типа и около 3 млн — СД 2-го типа). Исследования, однако, показывают, что 

реальная цифра распространенности СД гораздо выше и приближается к 9 млн человек (~ 5 % 

от всего населения России). По прогнозам Международной Федерации диабета число больных 

СД к 2030 году может составить около 8.4 млрд человек (Международная Федерация диабета. 

Диабетический атлас, 2009). В настоящее время СД занимает 4-е место среди болезней, которые 

становятся причиной летального исхода. 

Гипергликемия и нарушение гормонального статуса, характерные для больных СД, 

сопровождаются заметными изменениями метаболизма гликогена в печени, хотя имеющиеся 

данные по этому вопросу немногочисленны и противоречивы. В ряде работ было показано, что 

при экспериментальном СД у крыс синтез гликогена, который определяли по включению 
14

С-

меченых предшественников, ухудшен (Friedmann et al., 1970; Whitton, Hems, 1975). При этом 

установлено, что в печени крыс с СД вклад непрямого пути синтеза гликогена (С3-

предшественники → Г-6-Ф → гликоген) увеличен по сравнению с прямым путем его 

образования (глюкоза → Г-6-Ф → гликоген) (Giaccari, Rosetti, 1992). Вместе с тем, в других 

работах на животных (мыши с наследственным и стрептозотоциновым диабетом) каких-либо 

отличий уровней гликогена в «диабетической» печени по сравнению с контролем не было 

найдено (Stearns, Benzo, 1977; Roesler et al.,1990). 

Определение концентрации гликогена и скорости его синтеза в печени больных СД 2-го 

типа показало (Krssak et al., 2004), что перед приемом пищи уровень гликогена у пациентов с 

СД был ниже, чем в контроле (227 ± 6 и 275 ± 10 ммоль/л печени соответственно, p < 0.001). 

Общая скорость синтеза гликогена после приема пищи также была более низкой, чем в 

контроле. При диабете она составила 0.76 ± 0.16, а в контроле — 1.36 ± 0.15 мг/кг/мин 

(p < 0.02). 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, в то время как в контроле — 282 ± 60 ммоль/л печени 

(p < 0.05). 
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Данные об активности ключевых ферментов гликогенеза и гликогенолиза ГС и ГФ при 

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

возрастает (Bahnak, Gold, 1982; Akatsuka et al., 1983; Niewoehner, Nuttall, 1986), а активность ГФ 

снижается (Gannon, Nuttall, 1990). Более низкая активность ГФ при СД подтверждается также 

исследованиями с использованием явления ядерного магнитного резонанса (ЯМР), которые 

свидетельствуют о более низкой скорости деградации гликогена при СД (Magnusson et al., 1992; 

Hundal et al., 2000). С другой стороны, было показано, что в печени db/db мышей c 

наследственным СД уровни ГС не отличаются от нормы, а общая активность ГФ и ее активной 

формы ГФа у db/db мышей повышены. При этом авторы обнаружили, что кинетические 

свойства этих ферментов у мышей с СД иные, чем в нормальной печени. Изменения 

кинетических параметров ферментов проявлялись, в основном, в форме снижения Vmax и в 

чувствительности их к АТФ (Roesler et al., 1990). Помимо данных, приведенных выше, Голден с 

соавт. (Golden et al., 1979) сообщили о более низкой активности ГС в печени голодных крыс с 

СД по сравнению с контрольными крысами. 

Таким образом, содержание гликогена, т.е. количество его молекул в клетках, подвержено 

быстрым и масштабным изменениям в ответ на требования со стороны организма. Однако 

лабильность числа молекул гликогена (β-частиц) в клетках, скорость их образования и 

деградации связаны не только с ключевыми ферментами метаболизма гликогена и 

многочисленными факторами, регулирующими активность ферментов, но также с внутренней 

структурой этих частиц. Показано, что структура молекул гликогена в клетках нормальных и 

патологически измененных органов и тканей подвержена значительным изменениям 

(Кудрявцева и др., 1974, 1988, 1992; Кудрявцева, 1987; Shearer et al., 2005; Безбородкина и др., 

2008; Wilson, 2010; Roach et al., 2012; Gilbert, Sullivan, 2014). Однако механизмы формирования 

и деградации β-частиц гликогена, динамики их состава в норме и при патологии, роль 

структурных изменений частиц в регуляции гликогенеза и гликогенолиза во многом еще 

остаются неизвестными. 

 

1.6. Структура молекулы гликогена. β и α-частицы гликогена 

 

Структура молекулы гликогена (β-частицы) теоретически описана достаточно хорошо 

(Melendez-Hevia et al. 1993, Melendez et al. 1997, 1999). Для характеристики ее особенностей 

(рис. 15) используются всего четыре переменные, а именно: число внешних цепей (CA), общее 

число остатков глюкозы, содержащихся в молекуле (GT), число остатков, непосредственно 

доступных действию фосфорилазы (GPT), и объем молекулы (VS). Эти переменные, в свою 

очередь, зависят от трех параметров: степени ветвления (r), числа ярусов (t) и числа остатков 
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глюкозы в каждой цепи (gc). Показано, что значения этих параметров при расчете структуры 

гликогена составляют: r = 2 (Melendez et al., 1997), tmax = 12 (Melendez et al., 1998) и gc = 13 

(Melendez-Hevia et al., 1993). Гликоген, изолированный из различных тканей млекопитающих 

или организмов, находящихся на разных уровнях эволюционного развития (от бактерий до 

человека), имеет очень близкие значения этих параметров (Melendez-Hevia et al., 1995; Melendez 

et al., 1997). Подобный факт свидетельствует, с одной стороны, о древности структуры гликогена, 

оптимальность которой эволюция шлифовала на протяжении многих десятков и даже сотен 

миллионов лет, а с другой — о высокой надежности теоретических представлений о структуре 

гликогена, полученных на основании расчетов с использованием названных параметров. 

 

 

 

Расчеты показали, что если бы молекула гликогена содержала не 12, а 13 ярусов, то объем 

последнего составил бы 10000 нм
3
, а количество остатков глюкозы в нем — ~ 55000 (т.е. то 

количество, которое содержится в полной 12-ярусной частице). Полагая, что объем молекулы 

глюкозы равен примерно 0.113 нм
3
, это означает, что остатки глюкозы на 13-ом ярусе заняли бы 

62 % его поверхности (для сравнения: в 12-ярусной частице эта величина составляет около 

26 %). Такая плотность расположения глюкозных остатков на поверхности молекулы 

ограничила бы действие ГС и ГФ (Goldsmith et al., 1982; Melendez-Heia et al., 1993). Ранее 

Мадсен и Кори (Madsen, Cori, 1958) показали, что по мере роста частицы гликогена остатки 

глюкозы на ее поверхности становятся всё более и более тесно прижатыми друг к другу, 

создавая тем самым стерическое препятствие для работы ферментов метаболизма гликогена. 

Авторы пришли к выводу о том, что размер молекулы гликогена регулируется особенностями 

ее собственной структуры. Согласно электронно-микроскопическим данным, предельный 

диаметр молекулы гликогена составляет 40–44 нм (Roach et al., 2012). Таким образом, 12-

ярусная структура β-частицы оказывается оптимальной по следующим причинам: во-первых, в 

этом случае максимальное количество глюкозы запасается в наименее возможном объеме; во-

вторых, большое число нередуцирующих концов на внешнем ярусе позволяет ГФ с высокой 

Рис. 15. Структура гликогена согласно модели 

Вилана. Полная молекула гликогена (β-частица) имеет 

сферическую форму с 12 концентрическими ярусами 

глюкозных остатков (на схеме представлены только 5 

ярусов). В центре частицы находится 

самогликозилирующийся белок гликогенин (G) 

(Melendez et al., 1999). 
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скоростью расщеплять гликоген даже без участия разветвляющего энзима и тем самым 

максимально быстро обеспечивать клетки необходимым топливом. 

Повторяемость структуры гликогена, ее самоконтроль и самоподобие на каждом уровне 

формирования β-частицы дает основание считать ее фракталом (Melendez et al., 1999). 

Самоподобие β-частицы проявляется, в частности, в том, что количество глюкозных остатков в 

неразветвленных А-цепях на самом внешнем ярусе, независимо от размера молекулы 

гликогена, составляет примерно равную относительную величину (Shearer, Graham, 2004; Roach 

et al., 2012). Преимущества фрактальной структуры гликогена состоят в том, что, во-первых, 

она позволяет быстро создавать молекулу и быстро ее расщеплять. Столь простой и прямой 

путь образования и деградации молекулы гликогена обеспечивает высокую скорость 

метаболизма (Melendez-Hevia et al., 1994). Во-вторых, такая структура обеспечивает простой 

механизм регуляции метаболических потоков (Melendez-Hevia, Isidore, 1985; Melendez-Hevia, 

Torres, 1988; Melendez-Hevia et al., 1994). Наконец, важным следствием фрактальной структуры 

гликогена является стабильность его молекулы. Сферическая форма молекулы гликогена 

способствует, с одной стороны, максимуму потенциальной энергии на ее поверхности в виде 

глюкозных остатков, а с другой — максимально увеличивает число водородных связей на ее 

поверхности и, тем самым, повышает стабильность молекулы, несмотря на присутствие в ней 

высокого уровня потенциальной энергии (Melendez et al., 1999). 

Как уже говорилось, помимо полисахаридной части β-частица (гранула гликогена) 

содержит белки, участвующие в ее метаболизме. Вследствие того, что каждая гранула 

гликогена имеет свой собственный метаболический механизм, позволяющий увеличивать в ней 

число остатков глюкозы или уменьшать их количество, гранулы гликогена нередко называют 

гликогеносомами. В нормальных условиях отдельная гранула включает полный набор 

ферментов метаболизма гликогена. В то же время следует отметить, что взаимодействие 

ферментов с полисахаридной частью гранулы гликогена очень динамичное, поскольку 

некоторые белки, в зависимости от условий, складывающихся в клетке, могут связываться с 

гранулой или отдаляться от нее. Помимо ранее упоминавшихся белков-ферментов — ГС, ГФ, 

киназ, фосфатаз, гликогенина, ДВФ, частицы гликогена содержат актин, АМФ-киназу (АМФК), 

активация которой приводит к увеличению поглощения глюкозы, а также небольшие по 

молекулярному весу белки, взаимодействующие с гликогенином. Полагают, что эти белки 

принимают участие в инициации гликозилирования гликогенина (Roach, 2002; Shearer, Graham, 

2004; Roach et al., 2012). Кроме уже известных белков, в частицах гликогена были обнаружены 

также лафорин (Minassian et al., 1998; Ganesh et al., 1999) и Stbd1 (крахмал-связывающий домен 

белка 1)/генетонин 1 (Jiang et al., 2010) (рис. 16). 
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Протеомный анализ мягко очищенного гликогена из печени мышей и крыс (Stapleton et 

al., 2010) подтвердил присутствие в β-частицах большинства вышеназванных белков, за 

исключением киназы фосфорилазы и АМФК. Некоторое удивление вызвало обнаружение в 

частицах гликогена легких и тяжелых цепей ферритина, а также отсутствие ветвящего 

фермента. Полагают, что ветвящий фермент, хотя и взаимодействует с гликогеном, но не 

образует с ним прочной связи и поэтому легко диссоциирует из молекулы (Caudwell, Cohen, 

1980). 

 

 

 

В нормальных условиях каждая гранула гликогена содержит ферменты его метаболизма и 

белки, выполняющие каркасную функцию, которые вместе составляют до 80 % от общего веса 

гранулы (Shearer, Graham, 2004). Поэтому исследование роли белков, входящих в состав β-

частицы, и особенностей их взаимодействия чрезвычайно важно для понимания механизмов ее 

роста и деградации. Отдельные белки могут присоединяться к грануле гликогена, 

диссоциировать от нее или перемещаться в другие компартменты клетки в зависимости от 

условий метаболизма. Полагают, что динамика этих процессов играет ключевую роль в 

обеспечении различных метаболических процессов в клетке необходимым топливом. 

Регуляция формирования частиц гликогена и их деградации в зависимости от 

энергетических потребностей клеток исследована пока еще недостаточно. Поскольку 

гликогенин является основой частицы гликогена, на которой строится вся последующая 

полисахаридная конструкция с участием ГС и ветвящего энзима, можно предположить, что 

содержание этого белка будет определять количество частиц гликогена и динамику его общего 

содержания в клетках. Однако данные, касающиеся изменения содержания гликогенина в ходе 

синтеза и деградации гликогена, противоречивы. В ряде работ было показано, что 

гликогениновая мРНК увеличивается в 2–3 раза после продолжительной мышечной нагрузки 

(Shearer et al. 2005) и в первые часы периода восстановления (Kraniou et al. 2000; Shearer et al. 

Рис. 16. Частица гликогена. 

На рисунке представлен комплекс гликогена с белками: 

ферменты обмена гликогена (розово-лиловый цвет) — 

гликогенин (GN), гликогенсинтаза (GS), 

гликогенфосфорилаза (GH) 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; и Stbd1 белок, связанный с мембраной клетки. 

Предполагают, что малин связан с гликогеном через 

взаимодействие с лафорином. Киназа фосфорилазы, Stbd1 

и RGL связаны с мембраной (Roach et al., 2012). 
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2005). Кроме того, было найдено, что количество белка-гликогенина возрастает на 70 % в 

течение пяти часового восстановления мышцы по сравнению с его количеством при полной 

мышечной усталости (Arkinstall et al. 2004; Shearer et al. 2005). Эти данные предполагают, что 

гликогенин деградирует в ходе физической нагрузки по мере того, как гранулы 

катаболизируются, но затем его уровень восстанавливается во время отдыха за счет синтеза, 

приводя к увеличению числа гранул. Однако в других работах не было обнаружено изменений 

в содержании гликогенина как в ходе продолжительной физической нагрузки, так и при 

последующем восстановлении мышцы (Marchand et al., 2007). 

К сожалению, столь же мало, как о синтезе гликогенина, мы знаем о деградации этого 

белка при различных физиологических условиях. Неизвестно, что происходит с гликогенином, 

когда гранулы распадаются — он деградирует, инактивируется или остается в активной форме? 

Результаты некоторых работ, проведенных на мышцах человека при физической нагрузке и во 

время восстановления после нее, предполагают, что если запасы гликогена сильно истощаются, 

гликогенин не исчезает, а консервируется в небольших гранулах (Wilson et al. 2007). Подобный 

механизм дает возможность ГС быстро восстановить запасы гликогена в мышце во время 

отдыха. Подобно тому, как мы не знаем, может ли гранула гликогена двигаться, мы не знаем, 

может ли перемещаться и гликогенин. Между тем, информация об этом позволила бы узнать, 

где и как происходит синтез новых гранул гликогена. В этой связи интересно отметить, что 

гликогенин и GNIP — белок, взаимодействующий с гликогенином и стимулирующий его 

самогликозилирование, связаны в скелетных мышцах с актином и десмином цитоскелета 

соответственно (Baque et al. 1997, Skurat et al. 2002). Возможно, такая связь позволяет 

направлять гликогенин и GNIP в определенные области мышцы для осуществления синтеза 

гликогена (Graham et al. 2010). Предполагается, что в гепатоцитах транслокация гранул также 

связана с цитоскелетом (Garcia-Rocha et al., 2001). 

Хотя понимание организации гранул гликогена и регуляции их образования еще далеко от 

идеала, уже сейчас ясно, что состав белков, связанных с гранулой, и белок-белковые 

взаимодействия на разных этапах ее формирования очень важны для оценки скорости 

накопления гликогена и его использования клетками. В ряде случаев концентрация гликогена в 

клетках, как регулятор поглощения и утилизации глюкозы, может быть даже более значимым 

фактором, чем инсулин (Richter et al. 2001; Pilegaard et al. 2002; Nielsen, Richter 2003; 

Hargreaves, 2004). Особенности структуры молекулы гликогена позволяют запасать 

максимально большое количество глюкозы в минимально возможном объеме. Это 

предполагает, что на молекулярном уровне полимерная структура гликогена должна налагать 

ряд пространственных ограничений на ферменты, вовлекаемые в процесс присоединения и 

отщепления остатков глюкозы. Моделирование формирования молекулы гликогена показало, 
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что ее высокая структурная однородность может сохраняться при следующих главных 

условиях: 1) ГС должна работать преимущественно на внутренних цепях остатков глюкозы, а 

ГФ — на внешних и 2) перемещение ГС из одного локуса гликогена к другому должно быть 

гораздо более быстрым, чем перемещение ГФ (DiNuzzo, 2013). Единственным допущением, с 

помощью которого можно объяснить однородность структуры гликогена, является сродство ГС 

к внутренним цепям остатков глюкозы (рис. 17). 

 

 

Как следствие этого, в молекуле образуется много незавершенных цепей глюкозы. Во втором типе 

неправильной структуры молекулы наблюдается несимметричное ветвление из-за того, что левая ветвь 

создается быстрее правой ветви (на пятом и десятом остатке соответственно). (б) Если гликогенсинтаза 

работает преимущественно на внутренних цепях, молекула гликогена оказывается полностью 

структурно гомогенной. Сродство гликогенсинтазы к внутренним цепям представляет минимальное 

допущение, с помощью которого достигается почти полная гомогенность структуры молекулы. В 

отличие от гликогенсинтазы гликогенфосфорилаза работает без предпочтения к внутренним или 

внешним цепям. Однако теоретически гомогенность гликогена слегка увеличивается, если допустить, 

что фосфорилаза предпочитает для работы наружные цепи. Следует отметить, что на схемах, как 

негомогенная (а), так и гомогенная (б) структурные формы молекулы гликогена содержат одинаковое 

число глюкозных остатков и что время синтеза гликогена в ходе роста двух молекул также одинаково 

(DiNuzzo, 2013). 

 

 

Пространственный порядок взаимодействия ферментов синтеза и деградации гликогена, 

при котором ГФ в β-частице располагается над ГС, позволяет избежать избыточного роста 

внешних цепей и дает возможность корректировать случайные ошибки ГС в процессе 

присоединения глюкозных остатков. Различная доступность ферментов синтеза и деградации 

гликогена к остаткам глюкозы приводит в результате к различной скорости оборота молекулы, 

когда ее внешние области подвергаются более быстрому обороту, чем внутренние. Считается, 

что пространственные ограничения, налагаемые на активность ГС и ГФ, оптимально 

способствуют выполнению важнейшей метаболической функции гликогена, которая 

заключается в образовании большого количества глюкозы в течение короткого времени и 

быстром пополнении его запасов. При этом, как показано с помощью изотопного мечения, 

Рис. 17. Влияние сродства 

гликогенсинтазы к внутренним цепям на 

гомогенность молекулы гликогена. (а) В 

отсутствии стерических ограничений на 

работу фермента, молекула гликогена в 

итоге получается очень негомогенной. В 

частности, наблюдаются два 

типа неправильной структуры молекулы. 

Для первого типа характерно избыточное 

ветвление, которое может продолжаться 

до ≈ 30-го яруса. 
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процессы присоединения и отщепления глюкозных остатков в молекуле гликогена следуют 

принципу: последний остаток присоединяется — первый отсоединяется (Stetten, Stetten, 1954; 

Devos, Hers, 1979; Elsner et al., 2002). 

Гликоген в виде отдельных, свободно лежащих в цитоплазме β-частиц присутствует в 

скелетных мышцах и некоторых других тканях. В печени β-частицы гликогена нередко собраны 

в агломераты, состоящие из 20–40 частиц (Devos et al., 1983), так называемые α-частицы. 

Диаметр α-частиц может достигать 200–300 нм (Rybicka, 1996; Sullivan et al., 2010) и на 

электронограммах они выглядят как «розетки» различного размера (рис. 18). Недавно α-

частицы гликогена были обнаружены в сердце мышей (Besford et al., 2012), где они состоят из 

4–20 β-частиц. Средний диаметр α-частиц в сердце составляет 133 ± 60 нм, однако, у отдельных 

частиц диаметр может достигать 200 нм. 

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

гликогена. Показано, что деградация молекул гликогена в печени, в которой присутствует 

много α-частиц, происходит упорядоченно, тогда как в жировой ткани, где гликоген 

содержится преимущественно в виде β-частиц, этот процесс идет случайным образом (Devos, 

Hers, 1979; 1980). Авторы полагают, что α-частицы в печени соединены между собой связью, 

которая определяет каким путем будет происходить синтез и деградация гликогена. 

Предполагается также, что популяцию частиц гликогена в гепатоцитах составляют две группы 

частиц. Одна группа представлена преимущественно растущими частицами, которые еще 

связаны с ГС. Эти частицы присутствуют при низких концентрациях гликогена и их количество 

ограничено. Вторую группу 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, не 

совсем ясна. Ранее было показано, что эти связи не являются водородными или ионными 

(Orrell, Bueding, 1964). Накамура (Nakamura, 1977) предположил, что β-частицы соединяются 

Рис. 18. Электронограммы частиц 

гликогена, изолированного из 

морского брюхоногого моллюска 

Crepidulafornicata (а) и печени 

крысы (б). Гликоген моллюска 

преимущественно состоит из β-

частиц, средний диаметр которых 

составляет ~ 20 нм, а гликоген 

печени крысы — из α-частиц 

(средний диаметр ~ 100 нм) 

(Sullivan et al., 2010). 
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между собой α-1,4-гликановыми цепями. После обработки гликогена 2-меркаптоэтанолом, 

который, как известно, разрушает дисульфидные связи, размер и форма частиц гликогена 

изменяются незначительно. Обработка частиц гликогена протеазой также не изменяет их форму 

и профиль распределения при гель-фильтрации. Эти результаты свидетельствуют о том, что 

большие частицы гликогена не разрушаются при обработке протеолитическим ферментом и, 

следовательно, белки, по-видимому, также не принимают участие в связях β-частиц друг с 

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

размера молекул гликогена, растворенных в диметилсульфоксиде, от концентрации LiBr 

показало, что объединение β-частиц при формировании α-частиц происходит без участия 

водородных связей или белок-белковых взаимодействий. Предполагается, что α-частицы 

формируются с помощью ковалентных связей (Sullivan et al., 2010). 

Данные о распределении частиц гликогена в печени мышей по размеру во время его 

синтеза и деградации, а также в период голодания, полученные с помощью эксклюзионной 

хроматографии, позволили сформулировать «рециклирующую» модель метаболизма гликогена, 

представленную на рис. 19 (Sullivan et al., 2014). 

 

 

 

На стадии «позднего синтеза», после приема пищи, когда концентрация глюкозы в крови 

повышается, возникает необходимость синтезировать большие количества гликогена. По 

мнению авторов, формирование в это время небольших (по сравнению с α-частицами) β-частиц 

гликогена позволяет увеличить отношение площади поверхности к объему и тем самым 

повысить сродство активной формы ГФа к гликогену, а также облегчить включение глюкозы в 

гликоген. α-частицы, оставшиеся от предыдущего суточного цикла, распадаются в ходе синтеза 

Рис. 19. Изменения структуры гликогена в 

печени мышей в течение суток и при 

голодании (Sullivan et al., 2014). 
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гликогена на отдельные β-частицы (стрелки 1 и 2 на рис. 19). 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, приводя в результате к появлению α-частиц более 

крупных, чем в предыдущем цикле. В результате этого средний размер частиц гликогена с 

каждым днем становился бы все больше и больше. 

В постпрандиальном (послеобеденном) периоде, после завершения синтеза гликогена, 

должен происходить более медленный и более контролируемый процесс реализации глюкозы в 

кровь, что достигается путем трансформации многих β-частиц в более крупные α-частицы 

(стрелка 3 на рис. 19). Последующий процесс деградации гликогена затрагивает в первую 

очередь относительно более мелкие β-частицы и в меньшей степени крупные α-частицы 

(стрелка 4 на рис. 19). Подобный вывод подтверждается тем, что ГФ проявляет большую 

активность 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 у мелких (Geddes et al., 1977). Полученные результаты 

позволили сделать вывод о том, что площадь поверхности молекул гликогена может играть 

важную роль в контроле его деградации. 

Интересной особенностью частиц гликогена во время голодания является их небольшая 

величина и низкий уровень дисперсии по размеру (стрелка 5 на рис. 19). Полагают, что это 

обстоятельство играет важную энергосберегающую роль, поскольку de novo синтез молекул 

гликогена после поступления пищи требовал 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). 

Математическое описание молекулы гликогена и ее моделирование, установление 

приблизительных размеров молекулы, выявление белков, входящих в ее состав, установление 

порядка присоединения и отсоединения остатков глюкозы в β-частице позволило создать общее 

представление об ее структуре. Однако в настоящее время почти ничего неизвестно о 

пространственной структуре молекул гликогена. Неизвестно, является ли структура молекулы 

однородно повторяющейся по всему ее объему или гетерогенной в различных ее частях. 

Неизвестно, в каком количественном соотношении находятся белки, входящие в состав β-

частицы, и как они взаимодействуют между собой в ходе формирования и деградации гранулы? 

Неизвестно, может ли происходить отсоединение остатков глюкозы на любом этапе 

формирования β-частицы, или только после того как она полностью сформирована. Неизвестна 

динамика присоединения остатков глюкозы к молекулам во время его синтеза, и что 

происходит со структурой молекул гликогена при нарушениях его метаболизма. 
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1.7. Фракции гликогена, извлекаемые при обработке тканей трихлоруксусной кислотой и 

КОН. Про- и макрогликоген 

 

Установление того факта, что молекула гликогена, помимо полисахаридной части, 

содержит белки, участвующие в синтезе и деградации гликогена, играющие роль каркаса и 

выполняющие другие функции, привело к важному событию в изучении внутренней структуры 

гликогена — обнаружению двух его форм — прогликогена (ПГ) и макрогликогена (MГ). Идея 

существования двух форм гликогена не нова. Сообщения о них относятся еще к началу ХХ века 

(Arnold, 1908). Вильштеттер и Родевальд в 1934 году сообщили о присутствии в печени гусей 

двух форм гликогена, которые различались по растворимости в трихлоруксусной кислоте 

(ТХУ). Лиогликоген (ЛГ), который в ряде работ называют МГ, хорошо растворяется в ТХУ, в 

то время как десмогликоген (ДГ) или «остаточный гликоген» не растворяется в ТХУ и 

экстрагируется лишь при обработке ткани крепкой щелочью (Willstätter, Rohdewald, 1934). 

Предполагалось, что ДГ, позже названный ПГ, в отличие от ЛГ, находится в связи с белками 

(Prins, Jeanlos, 1948). Однако затем было найдено, что связанная с белками фракция гликогена 

— ПГ, является следствием механического осаждения ее вместе с белками и поэтому 

представляет собой артефакт (Kits Van Heijningen, Kemp, 1955). К схожему заключению пришла 

Е.Л. Розенфельд, которая показала, что при многократных повторных экстракциях гликогена с 

помощью ТХУ его можно было выделить из печени практически полностью, не прибегая к 

использованию щелочи. В этом случае можно было говорить лишь о «легко» и «трудно» 

экстрагируемом гликогене, поскольку его количество при первой, второй и последующих 

экстракциях действительно менялось в различных условиях опыта (Розенфельд, Попова, 1979). 

Оставалось, однако, неясным выявляется ли «легко» и «трудно» экстрагируемый гликоген лишь 

при использовании методов, неизбежно связанных с разрушением тканей, или эти фракции 

присутствуют также и в реальных, неразрушенных клетках и тканях. 

Первые попытки сопоставить данные биохимического анализа с гисто- и 

цитохимическими были предприняты Куглером и Вилкинсоном (Kugler, Wilkinson, 1959, 1960, 

1961). Параллельное использование биохимического и гистохимического методов при 

обработке тканей горячей щелочью (КОН) и холодной ТХУ позволило авторам заключить, что 

PAS (Periodic Аcid-Schiff)-реакция выявляет только фракцию гликогена, растворимую в ТХУ, 

т.е. ЛГ. Следует, однако, отметить, что при PAS-окрашивании тканей Куглер и Вилкинсон 

использовали очень короткое время окисления препаратов в йодной кислоте — около 5 мин, 

при котором выявляется лишь часть ЛГ. Позже было установлено, что для выявления всего 

гликогена в клетках и тканях требуется гораздо более продолжительная обработка препаратов в 

йодной кислоте (Gahrton, 1964; Bdolach et al., 1969; Кудрявцева и др., 1972). 
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Исследование зависимости интенсивности PAS-реакции в гепатоцитах крысы от 

продолжительности окрашивания препаратов в реактиве Шиффа показало, что эта зависимость 

имеет двухступенчатый характер (рис. 20). 

 

 

 

Экстракция гликогена из гепатоцитов, помещенных на предметные стекла, с помощью ТХУ и 

КОН согласно общепринятым методикам позволила сделать вывод о том, что в гепатоцитах in 

situ также присутствуют две фракции гликогена. Фракция, которая извлекается с помощью ТХУ 

и относительно быстро (в течение 40 мин) окрашивается реактивом Шиффа, представляет 

«легкодоступную» фракцию (ЛД-фракция) гликогена. Фракция, для экстракции которой 

требуется обработка препаратов горячей КОН, а для выявления — окрашивание реактивом 

Шиффа в течение 90 мин, представляет «труднодоступную» фракцию (ТД-фракция) гликогена 

(Кудрявцева и др., 1974). Общее содержание гликогена в клетках (суммарный гликоген, СГ) в 

этом случае представляет сумму обеих его фракций (СГ = ЛД-фракция + ТД-фракция). 

Важной вехой в развитии представлений о ПГ и МГ стало обнаружение двух форм 

гликогена, различающихся не по присутствию или отсутствию в своем составе белка, а по его 

пропорции относительно полисахарида. Одна из этих форм представляла классический 

макромолекулярный гликоген, содержащий 0.35 % белка (гликогенина). Другая форма (р400) 

представляла гликоген, в котором содержание белка (гликогенина) достигало 10 % и, как 

следствие этого, она осаждалась с помощью ТХУ (Lomako et al., 1991). Поскольку р400 in vitro 

превращалась в макромолекулярный гликоген, ее обозначили, как ПГ. ПГ имеет низкую 

молекулярную массу (~ 4 × 10
5
 Да) и служит стабильной промежуточной формой гликогена при 

образовании МГ, масса которого составляет ~ 10
7
 Да (Lomako et al., 1991). 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, в то 

время как восемь внутренних ярусов (1–8-й) ПГ не принимают участия в этом процессе 

(Melendez et al., 1997). Такое различие в метаболизме внешних и внутренних ярусов молекулы 

гликогена представляется разумным механизмом, поскольку запас “топлива” в восьми 

Рис. 20. Зависимость интенсивности 

флуоресценции клеток печени от времени 

окрашивания в реактиве типа Шиффа Au-

SO2 (флуоресцентная реакция). 

По оси абсцисс — время (в мин); по оси 

ординат — интенсивность флуоресценции 

клеток (в отн. ед.).  

1, 2, 3 — окисление в периодате 

соответственно 10, 20 и 90 мин; 

4 — то же, что и 3, но учтен эффект 

внутреннего фильтра  

(Кудрявцева и др., 1974). 
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внутренних ярусах составляет лишь около 6 % от количества глюкозных остатков в полной 

молекуле гликогена. 

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

сердце она очень высока (Lomako et al., 1993). Сильное превышение ПГ над МГ в мышцах и 

сердце означает, что если бы ПГ в этих тканях полностью превращался в МГ, то они могли бы 

запасать гораздо больше гликогена, чем печень. На самом деле этого не наблюдается. 

Некоторые авторы предполагали, что синтез ПГ на гликогенине осуществляется с 

помощью особой прогликогенсинтазы, свойства которой отличаются от традиционной ГС 

(Lomako et al. 1991, 1993; Alonso et al. 1995). Позже было показано, что для объяснения 

присутствия ПГ в клетках нет необходимости в существовании особой ГС, поскольку при 

изменении степени фосфорилирования традиционной ГС изменяется степень зависимости 

фермента от Г-6-Ф и сродство его к УДФ-глюкозе или гликогенину. Таким образом, в 

настоящее время существование у млекопитающих особой, прогликогениновой формы ГС 

считается маловероятным, поскольку не найдено генных продуктов, соответствующих 

различным ГС. Однако у дрожжей Saccharomyces cerevisiae и круглого червя Ascaris suum 

найдены две изоформы ГС, которые кодируются различными генами (Ghosh et al., 1989; Farkas 

et al., 1991). 

В исследованиях, проведенных на скелетных мышцах и печени, значительное внимание 

уделялось функциональной роли ПГ и МГ. Теоретически, можно допустить два способа 

пополнения запасов гликогена в ходе его ресинтеза в клетках: 1) путем увеличения размера уже 

имеющихся гранул гликогена; 2) путем образования новых гранул гликогена. Первый способ 

предполагает, что число гранул гликогена в ткани остается постоянным, поскольку происходит 

лишь рост предсуществующих гранул до более крупных размеров. В этом случае для 

увеличения содержания гликогена в клетках синтез новых молекул гликогенина не требуется. 

Подобный процесс, в конце концов, должен привести к снижению доли ПГ и увеличению доли 

МГ. Второй способ увеличения содержания гликогена в ткани связан с формированием новых 

гранул гликогена. Этот процесс должен сопровождаться увеличением содержания ПГ и 

медленным увеличением или отсутствием изменений в содержании МГ. Очевидно также, что 

такой способ увеличения запасов гликогена требует дополнительного синтеза гликогенина. 

В работах, проведенных на скелетных мышцах человека и крысы, показано, что на ранних 

стадиях (0–30 мин) фазы восстановления мышечных волокон после физической нагрузки синтез 

гликогена осуществляется в основном за счет ПГ. Лишь гораздо позднее, спустя несколько часов, 

когда концентрация гликогена достигнет определенной значительной величины, начинается 

синтез МГ (Adamo, Graham, 1998; Battram et al., 2004; Wilson, 2009; Granlund et al., 2011). Как и в 

случае синтеза, скорость деградации гликогена оказалась наиболее высокой в ПГ. Катаболизм 
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МГ начинал преобладать лишь тогда, когда скорость гликогенолиза снижалась (Graham et al., 

2001). Данные, имеющиеся в настоящее время, свидетельствует о том, что на ранней стадии 

восстановления мышц после физической нагрузки запасы гликогена увеличиваются путем 

формирования новых гранул ПГ. Вероятно, этот процесс инициируется уже в ходе нагрузки, чему 

способствует усиление синтеза гликогениновой мРНК и белка-гликогенина. Лишь когда число 

гранул гликогена достигнет критического порога, они начинают увеличиваться в размере, и вклад 

МГ в пополнение запасов гликогена становится заметным. Показано, что при изменении 

физиологического состояния организма содержание ПГ и МГ в мышечной ткани изменяется 

различным образом, как по времени, так и по амплитуде. Обе формы гликогена проявляют 

высокую чувствительность к содержанию углеводов в пище, однако, ПГ и в этом случае оказался 

гораздо более динамичной фракцией, чем МГ. Мобилизация МГ наблюдалась лишь во время 

интенсивной физической нагрузки. Однако катаболизм МГ быстро прекращался, если нагрузка 

возрастала или повторялась (Graham et al., 2001; Shearer, Graham, 2004; Shearer et al., 2005). 

В отличие от вышеназванных авторов, Джеймс с соавторами пришли к 

противоположному выводу. Исследуя динамику ТХУ-растворимого и ТХУ-нерастворимого 

гликогена в скелетных мышцах крыс при голодании животных и на различных этапах после 

получения ими пищи, авторы пришли к заключению, что наибольший вклад в изменение 

содержания общего гликогена вносит его ТХУ-растворимая фракция, т.е. МГ. Содержание 

ТХУ-нерастворимого гликогена (ПГ) оставалось в этих условиях стабильным или 

увеличивалось незначительно (James et al. 2008). 

В печени доля ТХУ-растворимого гликогена значительно превышает долю ТХУ-

нерастворимого гликогена (Lomako et al., 1993). Эксперименты на изолированных гепатоцитах 

показали, что в печени взрослых крыс и человека фракция ТХУ-растворимого (ЛД-фракция) 

гликогена составляет 80–95 %, а ТХУ-нерастворимого (ТД-фракция) гликогена — 5–20 % 

(Кудрявцева, Шалахметова, 1976; Кудрявцева, 1987; Кудрявцева и др., 1988, 1992, 1994, 2000, 

2001, 2002; Kudryavtseva et al., 2003). Однако в гепатоцитах новорожденных крысят обе 

фракции гликогена представлены примерно поровну (Кудрявцева, Шалахметова, 1979). 

Показано, что в процессе голодания и во время синтеза гликогена, после получения крысами 

пищи, богатой углеводами, наиболее лабильной фракцией является ЛД-фракция гликогена 

(Кудрявцева, Шалахметова, 1976; Кудрявцева и др., 1982, 1990). Содержание ТД-фракции 

изменяется сильнее, чем ЛД-фракции, лишь у новорожденных крысят (Кудрявцева, 

Шалахметова, 1976) и у голодных взрослых крыс в начальном периоде после получения пищи. 

Показано, что синтез гликогена в клетках ПЗ и ЦЗ дольки печени в начальном периоде после 

получения крысами фруктозо-глюкозной смеси происходит исключительно за счет ТД-

фракции. Однако в ходе дальнейшего рефидинга содержание ТД-фракции в гепатоцитах 
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увеличивается незначительно, и накопление гликогена происходит, главным образом, путем 

синтеза ЛД-фракции гликогена (Кудрявцева и др., 1982, 1990). 

Цитохимический анализ фракционного состава гликогена в гепатоцитах при различных 

формах повреждения печени у человека и животных показал, что доля ЛД-фракции заметно 

снижается по мере усиления тяжести заболевания и степени структурных перестроек в ткани; 

соответственно возрастает доля ТД-фракции гликогена. Показано, что, если в клетках 

нормальной печени крысы доля ЛД-фракции составляла 81–87 %, то при ЦП, вызванном 

воздействием CCl4, она снижалась до 51–65 %. При этом содержание СГ в гепатоцитах 

увеличивалось в 2–3 раза, а доля ТД-фракции — до 40 % (Кудрявцева и др., 1994, 1996, 1998; 

Kudryavtseva et al., 2003). Схожие данные были получены при исследовании СГ и его фракций в 

печени человека. Определение содержания СГ в гепатоцитах, изолированных из биопсий 

нормальной печени человека и печени пациентов с различными хроническими заболеваниями 

этого органа, показало, что уровень СГ в клетках у больных с тяжелыми поражениями печени 

увеличивался в 3–4 раза по сравнению с нормой (Кудрявцева и др., 1980; 1986). При 

исследовании фракционного состава гликогена в гепатоцитах больных хроническим вирусным 

и алкогольным гепатитами различной тяжести было установлено, что доля ЛД-фракции, 

составлявшая в нормальной печени 84–93 %, снижается при ЦП, в среднем, до 67 %, а у 

некоторых больных — до 48–50 % (Кудрявцева, 1987; Кудрявцева и др., 1988, 1989, 1992, 2000, 

2002). Анализ серийных биопсий печени, полученных у пациентов с травматической болезнью, 

показал, что доля ЛД-фракции, составлявшая в норме 80–95 % (в среднем, 86.8 ± 3.4 %), 

снижалась до 66.3 ± 6.4 %. В некоторых случаях, особенно при развитии эндотоксикоза, доля 

ЛД-фракции в гепатоцитах уменьшалась до 58 % и даже 44 % (Кудрявцева и др., 1988а). 

Соответственно увеличивалась доля ТД-фракции гликогена. 

Несмотря на различную динамику ПГ и МГ в норме и при патологии, структурные 

взаимоотношения этих фракций гликогена и даже само присутствие их в тканях, как отдельных 

сущностей, вызывает много споров. В некоторых работах, выполненных с помощью 

электронной микроскопии, в мышечных волокнах человека были обнаружены крупные и 

мелкие гранулы гликогена в соотношении ~ 1:4 (Sjostrom et al., 1982), что свидетельствовало в 

пользу существования ПГ и МГ. Однако позже, на гораздо более обширном биопсийном 

материале, полученном из скелетных мышц человека, было показано, что распределение частиц 

гликогена по диаметру представляет непрерывный ряд и частота распределения частиц 

подчиняется нормальному закону Гаусса (Marchand et al., 2002, рис. 21). Полученные 

результаты позволили авторам сделать вывод о том, что ПГ, как стабильная промежуточная 

форма гликогена на пути к МГ, не существует. 
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Хотя этот вывод кажется достаточно убедительным, он, тем не менее, вызывает 

возражения. Во-первых, если полагать, что обычный метаболизм гликогена неизбежно связан с 

взаимопревращением ПГ ↔ МГ (Alonso et al., 1995), а восемь ярусов ПГ служат лишь в качестве 

платформы, на которой формируются внешние (9–12-й) ярусы МГ (Elsner et al., 2002), то, наоборот, 

было бы странным ожидать иного распределения, чем непрерывный ряд размеров частиц. Во-

вторых, хотя максимальный диаметр частиц соответствует теоретически ожидаемому (42–44 нм), 

толщина электронно-микроскопического среза (~ 70 нм), лишь не намного превышающая диаметр 

частиц, за счет срезания более крупных β-частиц могла исказить форму распределения. В-третьих, 

судя по указанной авторами величине ошибки среднего диаметра частиц 25.2 ± 2.8 нм (n = 55000), 

точность определения размера частиц  гликогена с помощью используемого авторами метода была 

невелика. 

Другим знаковым событием в изучении проблемы взаимоотношения ПГ и МГ стала 

работа Джеймса с соавторами, в которой исследовали молекулярный вес гликогена, 

экстрагируемого из скелетных мышц с помощью ТХУ или КОН. Авторы показали, что 

предварительная гомогенизация ткани значительно повышает экстракцию гликогена с 

помощью ТХУ (с ~ 16 % до 52–64 %), а КОН-гликоген (ПГ) и ТХУ-гликоген (МГ) имеют 

примерно равный и высокий молекулярный вес. Результаты этой работы позволили заключить, 

что поскольку многие авторы не применяли в своих работах гомогенизацию тканей перед 

экстракцией гликогена, это приводило к значительной недооценке его количества и 

соответственно неверной интерпретации полученных данных. Кроме того, полученные 

результаты позволили выразить сомнение относительно существования 400 кДа прогликогена, 

как отдельной фракции, не растворимой в ТХУ (James et al., 2008). К сожалению, авторы не 

привели никаких доказательств относительно величин молекулярного веса гликогена после его 

экстракции из ткани с помощью ТХУ или КОН, отметив лишь, что он одинаково высокий. 

Поскольку для полной экстракции ТХУ-гликогена в работе использовали неоднократную 

Рис. 21. Гистограмма распределения 

единичных частиц гликогена по 

диаметру (нм) в скелетных мышцах 

человека (Marchand et al., 2002). 
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обработку тканей с помощью 10 %-й ТХУ, общая продолжительность которой составила около 

30 мин, нельзя исключить, что подобная процедура могла привести к гидролизу части 

гликогена (Van der Kleji, 1951; Powell et al., 2015) и занижению величины молекулярного веса 

гликогена. Поэтому, несмотря на всю важность полученных результатов, отсутствие данных о 

действительной величине молекулярного веса ТХУ- и КОН-гликогена не позволяет пока 

сделать окончательный вывод об отсутствии ПГ и МГ, как самостоятельных форм гликогена. 

Анализируя литературу о ТХУ-растворимом и ТХУ-нерастворимом гликогене нельзя не 

отметить, что целый ряд авторов считает, что различная интерпретация данных, касающихся 

«свободного» и «связанного» гликогена, обусловлена исключительно различиями методик, 

применяемых для экстракции гликогена из тканей. Использование адекватной методики 

позволяет практически полностью извлечь гликоген из тканей с помощью холодного раствора 

ТХУ. Предполагается, что так называемый «связанный» гликоген удерживается в тканях при 

ТХУ-экстракции не с помощью химических связей с белками, а скорее путем его физического 

захвата различными структурами и, таким образом, проблемы ТХУ-растворимого и ТХУ-

нерастворимого гликогена не существует (Roe et al., 1961; Розенфельд, Попова, 1979). Следует, 

однако, отметить, что, во-первых, часть гликогена действительно взаимодействует с 

различными белками-ферментами его метаболизма (ГС, ГФ, ветвящим ферментом и др.), 

образуя при этом химические связи. Например, константа Михаэлиса (Km) при взаимодействии 

ГФ с гликогеном была определена еще в середине прошлого века (Cori et al., 1943; Stetten, 

Stetten, 1958). Во-вторых, данные о легко извлекаемом и трудно извлекаемом гликогене 

получены исключительно с помощью грубых биохимических методик, основанных на 

разрушении тканей, цель применения которых заключалась в получении максимально 

большого выхода гликогена. Использование, например, гомогенизаторов повышало экстракцию 

гликогена с помощью растворов ТХУ в несколько раз (Roe et al., 1961; James et al., 2008). Задача 

выявления фракций гликогена, различающихся по степени устойчивости к действию ТХУ или 

степени «связанности» с белками, в этих исследованиях не стояла. В-третьих, использование 

цитохимического метода для выявления гликогена в неразрушенных клетках в сочетании с 

методами экстракции гликогена с помощью ТХУ и КОН показало, что фракции ТХУ-

растворимого и ТХУ-нерастворимого гликогена действительно существуют (Кудрявцева и др., 

1974). 

Таким образом, данные о пространственной структуре молекул гликогена, имеющиеся в 

настоящее время, скудны и противоречивы. Подавляющее большинство из них основано либо 

на теоретических представлениях и математических расчетах, либо на результатах определения 

размеров α- и β-частиц гликогена, полученных с помощью электронной микроскопии или 

эксклюзионной хроматографии. Модель структуры молекулы гликогена, основанная на 
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существовании в тканях двух форм гликогена — прогликогена и макрогликогена, хотя и 

вызывает много справедливой критики, тем не менее, дает возможность находить более-менее 

разумное объяснение получаемым данным. Именно поэтому в нашей работе для интерпретации 

результатов экспериментов мы использовали модель структуры гликогена, предложенную W.J. 

Whilan и его сотрудниками (Lomako et al., 1991, 1993, 1995; Alonso et al., 1995), в основу 

которой положена гипотеза о про- и макрогликогене. 

Отсутствие или противоречивость экспериментальных данных о пространственной 

структуре частиц гликогена, в первую очередь, связано с отсутствием надежных и адекватных 

методов, позволяющих получать такие данные. Одним из кандидатов на роль методов, дающих 

возможность исследовать пространственную структуру макромолекул, в том числе гликогена, 

непосредственно в клетках является FRET (Förster Resonance Energy Transfer) метод. 

 

1.8. Основные принципы метода FRET 

 

Фёрстеровский резонансный перенос энергии представляет собой безызлучательный 

процесс, при котором энергия молекулы донора (Don), находящейся в возбужденном 

состоянии, переносится на основное состояние молекулы акцептора (Аc) путем диполь-

дипольного взаимодействия (рис. 22). Ac должен абсорбировать энергию Don в области длин 

волн флуоресценции последнего. Перенос энергии Don → Аc очень сильно зависит от многих 

факторов, таких, например, как степень перекрытия спектров испускания и возбуждения 

молекул Don и Ac и, что особенно важно, от расстояния между ними. FRET обычно происходит 

на расстояниях, сравнимых с размерами большинства биологических макромолекул, а именно, 

в пределах от 10 Å до 100 Å (1–10 нм). Вероятность передачи энергии между парой Don/Аc 

зависит от расстояния между Don и Ac и может быть выражена через фёрстеровское расстояние 

R0. 

Теория FRET постулирует, что эффективность этого процесса (ЕFRET) изменяется в 

шестой степени расстояния (r) между двумя макромолекулами: 

        
 

   
 
  

 
  

где, R0 — расстояние, на котором ЕFRET составляет 50 % (нм). R0 для любой пары 

флуоресцирующих молекул может быть рассчитано, исходя из спектральных свойств Don и Ac: 
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Коэффициент k описывает ориентацию диполей во время Don/Ac-перехода; его величина может 

изменяться от 0 (при перпендикулярной ориентации) до 4 (при коллинеарной/параллельной 

ориентации). В настоящее время принято считать, что для большинства биологических моделей k 

составляет величину 2/3. Показатель преломления среды (n) для биологических макромолекул в 

водных растворах составляет 1.4. QD — квантовый выход Don в отсутствие Ac, а J(λ) — интеграл 

перекрывания, который представляет степень перекрытия спектра эмиссии Don и спектра 

абсорбции Ac. Значения J(λ) и R0 увеличиваются при возрастании коэффициента экстинкции 

Ac и степени перекрывания между спектром эмиссии Don и спектром абсорбции Ac. 

 

 

Перекрывание спектров флуоресценции флуоресцеина и абсорбции родамина, обозначенное как J(λ), 

наблюдается в области 500–600 нм. Фёрстеровское расстояние R0 для этой пары красителей составляет 

55 Å (5.5 нм). Таким образом, при оптимальной конфигурации взаимодействующих молекул (r < 55 Å), 

возбуждение флуоресцеина длиной волны 500 нм может привести к значительной FRET-флуоресценции 

родамина в области свыше 600 нм. А — нормализованные спектры абсорбции, If — нормализованные 

спектры флуоресценции (Sapsford et al., 2006). 

 

 

Графически EFRET представлена на рис. 23. Поскольку зависимость между ЕFRET и r 

выражена, как (1/r)
6
, кривая резко падает. Для расстояний между флуорофорами, значительно 

меньших R0, EFRET близка к максимальной, в то время как на расстояниях, значительно 

бóльших, чем R0, величина EFRET близка к нулю. 

 

Рис. 22. Схема FRET-процесса. Молекула 

донора, находящаяся в возбужденном 

состоянии, передает энергию 

безызлучательным путем на соседнюю 

молекулу акцептора, расположенную на 

расстоянии r от донора. Акцептор реализует 

эту энергию через флуоресценцию или 

безызлучательным путем. Показаны спектры 

абсорбции (Abs) и эмиссии (Em) одной из 

наиболее часто используемой для FRET 

пары красителей: флуоресцеина, как донора, 

и родамина, как акцептора. Флуоресцеин 

эффективно возбуждается длиной волны 

480 нм и флуоресцирует в районе 520 нм. 
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FRET очень привлекательный вид анализа взаимодействий между биологическими 

макромолекулами вследствие его высокой чувствительности к очень небольшим изменениям 

расстояния между Don и Ac, пропорциональных r
6
. При расстояниях близких к R0 FRET может 

применяться в качестве молекулярной линейки для измерения расстояния между 

макромолекулами и, таким образом, использоваться для целей структурной биологии (Jares-

Erijman, Jovin, 2003; Sapsford et al., 2006; Piston, Kremers, 2007). В настоящее время методы, 

использующие явление FRET, достаточно широко применяются для изучения белок-белковых 

взаимодействий в живых клетках или растворах, для изучения внутримолекулярных и 

межмолекулярных конформационных изменений белков, обусловленных изменением 

расстояния или ориентации между флуорофорами донора и акцептора (Fessenden, 2009; Grecco, 

Verveer, 2011; Miyawaki, 2011). В качестве донора и акцептора в этом случае используются 

генетически закодированные белки, способные флуоресцировать в различных областях 

видимого спектра (от синей до ближней инфракрасной области), или белки, меченные 

красителями разного цвета. Известны также работы, в которых FRET использовали для 

изучения структуры ДНК (Stuhmeier et al., 2000; Didenko, 2001). Однако нам не удалось найти 

работ, в которых FRET использовали бы для исследования структуры полисахаридов. 

Таким образом, цель настоящей работы заключалась в определении содержания гликогена 

и выяснении его структуры в отдельных гепатоцитах нормальной и цирротической печени 

крысы и человека. 

Метод FRET использовали в качестве основного при изучении структуры гликогена. 

 

 

 

 

 

 

Рис. 23. Зависимость эффективности FRET 

(ЕFRET) от расстояния. ЕFRET изменяется обратно 

шестой степени расстояния между донором и 

акцептором. В результате, происходит резкое 

падение ЕFRET. Вследствие того, что FRET 

сильно зависит от расстояния, процесс передачи 

энергии выявляется только в том случае, когда 

два флуорофора находятся на расстоянии 

ближе, чем 1.5 R0 (Piston and Kremers, 2007). 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1. Объекты исследования 

 

2.1.1. Экспериментальные животные 

 

Исследования проведены на 36 белых беспородных крысах-самцах. Крыс содержали на 

стандартном пищевом рационе. Вес животных в начале эксперимента составлял 130–140 г, а в 

его конце (через 6 мес) — 250–300 г. В начале эксперимента животные были разделены на две 

группы — опытную (с циррозом печени, ЦП) и контрольную, в каждой по 18 крыс. Животных 

опытной группы подвергали ингаляционному воздействию паров четыреххлористого углерода 

(CCl4) (7 мл на 100 л объема) в герметичной камере по 20 мин 3 раза в неделю в течение 6 мес 

для получения экспериментального цирроза печени. Животные контрольной группы не 

подвергались воздействию CCl4. Их печень считали нормальной. 

Для исследования динамики накопления гликогена в печени животных из опытной 

группы (через 1 нед после прекращения отравления) и контрольной группы предварительно 

подвергали голоданию в течение 48 ч (вода ad libitum), после чего им перорально вводили 30 % 

-ный раствор глюкозы из расчета 4 г/кг веса тела. Сразу после прекращения голодания (0-я мин) 

и затем через 10, 20, 30, 45, 60, 75, 90 и 120 мин после введения глюкозы животных выводили 

из эксперимента путем декапитации. Печень извлекали и разрезали на кусочки, которые 

использовали для проведения гистологических и цитофотометрических исследований. 

 

2.1.2. Клинический материал 

 

Исследования на гепатоцитах человека проведены на материале прижизненных 

пункционных биопсий печени, которые получали в клинике внутренних болезней № 2 Северо-

Западного государственного медицинского университета им. И.И. Мечникова. Материал 

печени забран у 5 пациентов с хроническим гепатитом (ХГ) (двое мужчин и три женщины), 

средний возраст которых составлял 40.7 ± 6.0 лет, и 7 пациентов с циррозом печени (ЦП) 

различной этиологии (шесть мужчин и одна женщина), средний возраст которых составлял 

44.3 ± 8.3 года. В качестве контроля использован материал пациентов, в составе 7 человек (трое 

мужчин и четыре женщины), средний возраст которых составлял 44.0 ± 3.6 года. 

Морфологические и клинические признаки поражения печени у пациентов контрольной группы 

отсутствовали. Их печень считали нормальной. Биопсии получали натощак в одно и то же 

время (11–12 ч). 
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2.2. Методы приготовления препаратов 

 

2.2.1. Приготовление и окрашивание парафиновых срезов 

 

Кусочки печени человека, контрольных и опытных крыс фиксировали в 10 %-ном 

нейтральном формалине и заливали в парафиновые блоки по стандартной методике (Роскин, 

1957), из которых затем с помощью микротома приготавливали срезы, толщиной 5–7 мкм. 

Срезы печени крысы окрашивали гематоксилин-эозином по Майеру, а срезы печени 

человека — гематоксилин-пикрофуксином по Ван-Гизону (Пирс, 1962). Для выявления 

соединительной ткани препараты окрашивали пикросириусом (0.01 %-ный раствор сириуса 

красного F3BA в насыщенном водном растворе пикриновой кислоты) в течение 1 ч. После 

окраски препараты споласкивали в 30 %-ной уксусной кислоте (2 мин), обезвоживали в спиртах 

восходящей концентрации и заключали в канадский бальзам. При этой методике коллагеновые 

волокна окрашиваются в красный цвет, а остальные структуры — в желтый (Juncueira et al., 

1979). 

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). 

 

2.2.2. Приготовление препаратов-мазков изолированных клеток печени 

 

Препараты для цитофотометрии приготавливали на стандартных предметных стеклах в 

виде мазков изолированных гепатоцитов, которые получали двумя способами: 

1) Для приготовления препаратов-мазков из материала пункционных биопсий печени 

человека биоптаты сначала помещали на 15 мин в смесь, состоящую из 0.067 М K, Na-

фосфатного буфера (pH 8.0) и 5 %-ной сахарозы (1:1 v/v). Затем их переносили на 8 мин в 

0.067 M K, Na-фосфатный буфер, pH 7.4 (Кудрявцева и др., 1983). По истечении указанного 

срока из биоптатов приготавливали мазки изолированных гепатоцитов путем осторожного 

потряхивания кусочков в капле буфера с помощью пинцета. Полученную взвесь клеток 

разносили по поверхности предметного стекла с помощью кварцевого стекла со шлифованным 

краем. 

2) Для получения препаратов-мазков изолированных гепатоцитов крыс проводили 

перфузию печени 0.067 М K, Na-фосфат-сахарозным буфером с рН 7.8 в течение 10 мин. Далее 

вырезали наиболее отмытый от крови (наиболее светлый) участок печени и тонким пинцетом 
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помещали его на 20 мин в емкость с другой сменой этого же буфера. Затем, кусочки печени 

размером около 3 мм
3
 переносили на 5 мин в 0.067 М фосфатный буфер с рН 7.2. После этого 

приготавливали мазки на предметных стеклах указанным выше способом. Для исследования 

кинетики окрашивания гепатоцитов реактивами типа Шиффа препараты клеток печени 

накормленных крыс контрольной группы приготавливали на покровных стеклах по методике, 

описанной выше. Препараты фиксировали метанолом, высушивали на воздухе и хранили в 

темном месте. 

 

2.3. Комбинированный цитохимический метод для количественного определения 

нескольких компонентов в одной и той же клетке 

 

В соответствии с задачами данной работы было необходимо получить количественные 

данные для одной и той же клетки по нескольким параметрам: сухой массе, содержанию 

общего гликогена (ОГ), и степени плоидности. Для этой цели использовали комбинированный 

цитохимический метод, позволяющий для одной и той же клетки количественно определять эти 

показатели (Кудрявцев и др., 1979). При использовании этого метода сначала выявляют и 

измеряют один компонент, затем следующий при использовании процедуры, которая не 

затрагивает еще неизмеренные компоненты клетки, но может влиять на уже измеренные и т.д. 

Подобный подход позволяет оценить содержание каждого компонента в клетке практически с 

той же точностью, какая существует при раздельном их определении. 

 

 

Рис. 24. а — изолированные гепатоциты с присвоенными им номерами, фазовый 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. 
 

Применение комбинированного цитохимического метода сопряжено с необходимостью 

использования нескольких измерительных приборов. Для того, чтобы несколько раз находить 

местоположение каждой клетки на предметных стеклах, на них с помощью алмазного 

стеклореза наносили координатную сетку с размером квадратов около 1 мм². Для получения 



70 

 

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 целые, отдельно 

расположенные гепатоциты, каждому из которых, в соответствии с его местоположением на 

предметном стекле, присваивали определенный номер, как показано на рис. 24, а. На каждом 

препарате, в зависимости от задачи исследования, отмечали от 100 до 500 клеток. 

 

2.3.1. Определение сухой массы гепатоцитов 

 

Сухую массу гепатоцитов (СМГ) 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, Ленинград) в монохроматическом свете, 

используя интерференционный светофильтр λmax = 550 нм и объектив 40×/0.65.  

СМГ рассчитывали по формуле (Бродский, 1966; Бенеке, 1969): 

  
   

     
      (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). 

При измерении СМГ вначале определяли оптическую разность хода лучей для клетки и 

среды (рис. 25).  

 

 

Рис. 25. Гепатоциты. Интерференционный микроскоп: а — установка на темное поле; б — установка на 

темный объект. Окраски нет, объектив 40×/0.65. 

 

Оптическую разность хода определяли по формуле: 

  
     

 
       (2) 

где: δ — разность хода лучей, см; φ1, φ2 — отсчеты по шкале компенсатора Сенармона, 

градусы; λ — длина волны света, 550 нм; K = 180°. 
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Затем с помощью программы ImageJ (NIH, США) измеряли площадь клетки (в мкм
2
). На 

каждом препарате, в зависимости от задачи, измеряли 100–450 клеток. 

После измерений СМГ покровное стекло снимали и удаляли глицерин путем 

последовательного проведения препарата через спирты возрастающей концентрации. 

 

2.3.2. Выявление и измерение содержания общего гликогена в изолированных 

гепатоцитах крысы 

 

Содержание гликогена измеряли в тех же клетках, для которых ранее была определена 

сухая масса. Для определения содержания общего гликогена (ОГ) в гепатоцитах использовали 

флуоресцентный вариант PAS-реакции (Кудрявцева и др., 1970). Картированные препараты-

мазки изолированных гепатоцитов вначале помещали на 1.5 ч в 0.8 %-ный раствор KIO4, 

приготовленный на 0.23 %-ной HNO3. В результате окисления из 1,2-гликолиевых групп в 

остатках глюкозы гликогена образуются альдегидные группы (McManus, 1946). Далее 

окисленные препараты промывали в проточной воде в течение 15 мин и затем в одной смене 

дистиллированной воды. Для выявления гликогена в гепатоцитах окрашивание препаратов 

проводили при комнатной температуре в течение 90 мин в реактиве типа Шиффа аурамине-SO2 

(Au-SO2) (0.3 %-ный раствор аурамина ОО (Reanal, Венгрия), 0.2 мл хлористого тионила 

(SOCl2/100 мл)). После окрашивания Au-SO2 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 того, чтобы удалить неспецифично связавшийся краситель. Затем 

препараты в течение 20 мин промывали в проточной воде, споласкивали дистиллированной 

водой и обезвоживали в спиртах (по две смены 70, 96 и 100 этанола). После спиртов 

препараты высушивали на воздухе и хранили в темноте. Перед измерениями препараты 

заключали в нефлуоресцирующее вазелиновое масло. 

Изображения клеток, окрашенных Au-SO2 (рис. 24, б), получали с помощью 

флуоресцентного микроскопа Axioskop (Carl Zeiss, Германия), снабженного цифровой камерой 

DFC360FX (Leica Microsystems Inc, Германия). 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, измеряли с помощью 

программы ImageJ (NIH, США). 
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2.3.3. Определение содержания ДНК в ядрах гепатоцитов крысы и человека 

 

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 15 мин 0.05 %-ным борогидридом натрия (NaBH4) ex tempore. В результате такой 

обработки альдегидные группы, образовавшиеся при окислении остатков глюкозы в гликогене 

с помощью KIO4, превращаются в первичные спиртовые и теряют способность окрашиваться 

Au-SO2. 

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 комнатной температуре 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. 

Изображения ядер гепатоцитов, окрашенных Au-SO2 (рис. 24, в) 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,  измеряли с помощью программы 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): 

               (3) 

где: ni — относительное число гепатоцитов i-того класса плоидности (i = 1 — диплоидный 

класс, i = 2 — тетраплоидный и т.д.). 
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2.4. Разработка метода для исследования структуры гликогена в отдельных клетках 

 

В настоящее время для выявления гликогена в клетках широко используется PAS (Periodic 

Acid-Schiff)-реакция или, как ее еще называют ШИК (Шифф-йодная кислота)-реакция. С 

помощью PAS-реакции можно не только специфично выявлять гликоген в различных типах 

клеток, но и определять его содержание. Реакция включает два основных этапа: окисление 

препаратов в растворе йодной кислоты и последующее их окрашивание в реактиве Шиффа. 

Механизм этой реакции заключается в том, что при окислении йодной кислотой или ее солями 

из 1,2-гликолиевых групп гликогена образуются альдегидные группы. Альдегидные группы 

затем выявляются с помощью реактива Шиффа, который в своем классическом варианте 

представляет раствор основного фуксина в сернистой кислоте (Пирс, 1962). Позже вместо 

основного фуксина в реактиве стали использовать другие красители, которые было предложено 

называть реактивами типа Шиффа (Kasten, 1959, 1960). При разработке метода исследования 

структуры гликогена в гепатоцитах в качестве основы мы также использовали PAS-реакцию. 

Разработка метода для исследования структуры гликогена в гепатоцитах включала 

несколько этапов: 1) испытание флуоресцентных красителей, различающихся по химической 

структуре, на предмет использования их в качестве заменителей основного фуксина в реактиве 

Шиффа при проведении PAS-реакции; 2) выбор пары красителей, способных не только 

специфично выявлять гликоген при использовании их в PAS-реакции, но и обладающих 

соответствующими спектральными характеристиками для применения их в качестве донора 

(Don) и акцептора (Ac) при проведении FRET анализа гликогена в клетках; 3) исследование 

зависимости интенсивности окрашивания гликогена в гепатоцитах с помощью выбранных 

реактивов типа Шиффа разного цвета от времени окрашивания в реактиве и определение 

оптимальных условий окрашивания препаратов для выявления ПГ и МГ; 4) вычисление 

фёрстеровского расстояния, R0, для пары красителей, которые предполагалось использовать в 

качестве Don и Ac при проведении исследований внутренней структуры β-частиц гликогена в 

клетках с помощью метода FRET. 

 

2.4.1. Выбор пары красителей, пригодных для FRET-анализа 

 

Для приготовления реактивов типа Шиффа были использованы следующие 

флуоресцентные красители: аурамин OO (Reanal, Венгрия), акрифлавин (Merck, Германия), 

риванол (ХФК “Акрихин”, Россия), 2,5-бис-[4-аминофенил-(1')]-1,3,4-оксдиазол, ВАО (CIBA, 

Швейцария), бромистый этидий (Sigma-Aldrich, США), йодистый пропидий (Fluka, Германия) и 

парарозанилин (Sigma-Aldrich, США) (Таблица 2). Использование этих красителей в качестве 



74 

 

реактивов типа Шиффа показало, что все они позволяют специфично выявлять гликоген в 

гепатоцитах. PAS-реакция со всеми красителями была отрицательной, как после 

предварительной обработки препаратов α-амилазой, так и в том случае, если препараты перед 

окрашиванием не подвергались окислению в йодной кислоте. 

 

Таблица 2. Концентрации красителей, линии спектра излучения ртутной лампы HBO-100, 

использованные для возбуждения флуоресценции красителей, и длина волны в максимуме их 

флуоресценции. 

 

Краситель 
Сокращенное 

название 

Концентрация, 

% 

λвозбуждения, 

нм 

λмакс. 

флуоресценции, 

нм 

Аурамин ОО Au 0.3 405, 436 526 

Акрифлавин Afl 0.01 546 605 

2, 5-бис-[4-

аминофенил-(1’)]-1, 3, 

4-оксидазол 

BAO 0.01 365 440–450 

Бромистый этидий EtBr 0.0004 546 595–610 

Йодистый пропидий PrJ 0.0003 546 615–625 

Риванол Riv 0.001 405, 436 520 

Парарозанилин pRA 0.01 546 590 

 

При выборе пары красителей для использования в качестве Don и Ac в исследованиях с 

помощью FRET учитывали не только специфичность связывания красителей с альдегидными 

группами гликогена, но также и другие их характеристики. Оказалось, что акридиновые 

красители риванол, и особенно акрифлавин, обладают выраженной метахромазией, т.е. 

изменяют цвет флуоресценции при изменении концентрации гликогена в клетках. Йодистый 

пропидий при использовании его в качестве реактива типа Шиффа образует осадок на 

предметных стеклах в ходе окрашивания, делая необходимым принимать дополнительные 

меры для удаления неспецифично связавшегося красителя. Использование парарозанилина, из-

за значительного поглощения им света возбуждения флуоресценции, связано с появлением так 

называемого «эффекта внутреннего фильтра», что приводит к необходимости вносить поправки 

при измерениях интенсивности флуоресценции клеток. Применение ВАО ограничено, главным 

образом, из-за проблем технического плана, которые обусловлены тем, что спектральная 

область возбуждения этого красителя (365 нм), как правило, недоступна в обычных 
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люминесцентных микроскопах. Исходя из вышесказанного, в дальнейшей работе мы 

использовали только два красителя — аурамин ОО и бромистый этидий. 

 

2.4.2. Определение кинетики окрашивания гликогена в гепатоцитах с помощью реактивов типа 

Шиффа Au-SO2 и EtBr-SO2 

 

Одним из подходов для изучения структуры и конформационных изменений молекул 

гликогена в клетках может быть исследование кинетики его окрашивания с помощью 

различных цитохимических реакций, специфично выявляющих гликоген. С этой целью 

препараты, приготовленные на покровных стеклах, после окисления их в 0.8 %-ном растворе 

KIO4 окрашивали различное время либо в реактиве типа Шиффа Au-SO2 (0.3 %-ный Au-SO2, 

0.2 мл SOCl2/100 мл), либо в EtBr-SO2 (0.0004 %-ный раствор EtBr-SO2, 0.2 мл SOCl2/100 мл). 

Окрашивание проводили при комнатной температуре. На каждую временную точку 

использовали по 2 препарата. После завершения окрашивания, все препараты одновременно 

вынимали из красителей и обрабатывали по методике, описанной выше (см. раздел 2.3.2). 

Изображения клеток, окрашенных Au-SO2 или EtBr-SO2, получали с помощью микроскопа 

Axioskop (Carl Zeiss, Германия), снабженного цифровой камерой DFC360FX (объектив Plan-

NEOFLUAR 20×/0.50). Для возбуждения и регистрации флуоресценции Au-SO2 использовали 

набор фильтров Filter Set 10 (Carl Zeiss, Германия), а для возбуждения и регистрации 

флуоресценции EtBr-SO2 — набор фильтров Filter Set 15 (Carl Zeiss, Германия). При измерениях 

интенсивности флуоресценции клеток использовали программу ImageJ (NIH, США). 

Результаты, представленные на рис. 26, свидетельствуют о том, что зависимость 

интенсивности флуоресценции гепатоцитов от времени их окрашивания 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). Однако затем наблюдается новая волна 

интенсивного связывания красителей. После 90 мин кривая зависимости интенсивности 

флуоресценции клеток от времени окрашивания фактически выходит на плато, свидетельствуя 

о максимальном связывании красителей с альдегидными группами гликогена в ходе PAS-

реакции. Полученные нами данные подтверждают ранее сделанный вывод о том, что в 

гепатоцитах гликоген состоит из двух фракций: легкодоступной для связывания с красителем 

(ЛД) и труднодоступной (ТД) (Кудрявцева и др. 1974). ЛД-фракция гликогена полностью 

выявляется после окрашивания препаратов Au-SO2 или EtBr-SO2 в течение 40 мин, в то время 

как ТД-фракция начинает выявляться после 75 мин, уже после того, как окрасилась ЛД-

фракция. 
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Рис. 26. Зависимость интенсивности флуоресценции гепатоцитов от времени окрашивания их EtBr-SO2 

(а) и Au-SO2 (б). 

Примечание: при исследовании зависимостей, представленных на рис. а и б, использовались клетки, 

полученные от разных крыс. 

 

2.4.3. Выявление ЛД- и ТД-фракций гликогена в одной и той же клетке и определение их 

содержания 

 

Как говорилось выше (раздел 2.4.2), окрашивание препаратов в течение 40 мин позволяет 

выявить ЛД-фракцию гликогена, в то время как для выявления ТД-фракции требуется более 

длительное окрашивание препаратов в реактиве типа Шиффа. ТД-фракция гликогена начинает 

окрашиваться лишь после 70 мин обработки препаратов Au-SO2 или EtBr-SO2. Выявление ТД-

фракции заканчивается примерно к 90–100-й минуте. 

Таким образом, окрашивание препаратов Au-SO2 или EtBr-SO2 в течение 90 мин позволяет 

выявить содержание ОГ в клетках, которое представляет сумму содержания ЛД-фракции 

(40 мин окрашивания) и содержания ТД-фракции (окрашивание в течение ~ 40–90 мин.). 

Для того, чтобы выявить обе фракции гликогена (ЛД и ТД) в одной и той же клетке, 

препараты после окисления в KIO4 сначала окрашивали в течение 40 мин в реактиве типа 

Шиффа EtBr-SO2 (0.00004 %-ный раствор EtBr, 0.2 мл SOCl2/100 мл) и затем, после 

споласкивания в одной смене дистиллированной воды и промывки в сернистых водах (см. 

раздел 2.3.2.), в течение следующих 50 мин окрашивали в Au-SO2 (0.3 %-ный раствор Au, 0.2 мл 

SOCl2/100 мл). Окрашивание препаратов EtBr-SO2 в течение 40 мин позволяло выявить ЛД-

фракцию гликогена («красная» флуоресценция, рис. 27, а), а последующее окрашивание 

препаратов Au-SO2 в течение 40–90 мин выявляло ТД-фракцию гликогена («зеленая» 

флуоресценция, рис. 27, б). 
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Рис. 27. Гепатоциты, окрашенные EtBr-SO2 — макрогликоген (а) и Au-SO2 — прогликоген (б). 

Микроскоп Axiovert 200M (Carl Zeiss, Германия), цифровая камера DFC420C (Leica Microsystems Inc, 

Германия). Объектив Plan-NEOFLUAR 20×/0.50. 

 

Ранее (Кудрявцева и др., 1974) содержание фракций гликогена в гепатоцитах выявляли с 

помощью только одного реактива типа Шиффа (Au-SO2). В этом случае содержание ЛД- и ТД-

фракции определяли на разных препаратах: на одних препаратах измеряли содержание ЛД-

фракции (окрашивание в течение 40 мин), а на других — содержание ОГ гликогена 

(окрашивание в течение 90 мин). Содержание ТД-фракции получали путем вычитания 

содержания ЛД-фракции из содержания ОГ (ТД = ОГ – ЛД). Чтобы показать надежность 

предлагаемого нами метода определения содержания фракций гликогена в одной и той же 

клетке, в котором используются реактивы типа Шиффа разного цвета (рис. 28 — 1, 3, 5), с 

методом определения фракций на разных препаратах (рис. 28 — 2, 4, 6), мы сравнили 

результаты обоих методов. Оказалось, что полученные результаты хорошо совпадают. При 

использовании нашего метода доля ЛД- и ТД-фракций составила 91.7 % и 8.3 %, а при 

использовании метода определения фракций на разных препаратах — 93.0 % и 7.0 %. 

 

 

Рис. 28. Содержание легкодоступной 

(ЛД), труднодоступной (ТД) фракций 

гликогена и общего гликогена (ОГ) в 

гепатоцитах при использовании разных 

методов. 

1 — содержание ЛД-фракции (40 мин 

EtBr); 

3 — содержание ТД-фракции (50 мин Au);  

5 — содержание ОГ (ЛД + ТД). 

2 — содержание ЛД-фракции (40 мин 

Au); 

4 — содержание ТД-фракции (ОГ – ЛД); 

6 — содержание ОГ (90 мин Au). 
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2.4.4. Анализ стабильности альдегидных групп, образовавшихся в остатках глюкозы гликогена 

при обработке препаратов йодной кислотой 

 

Препараты после окрашивания ЛД-фракции гликогена EtBr-SO2, перед помещением в Au-

SO2 для последующего выявления ТД-фракции, отмывали в дистиллированной воде, сернистых 

водах и проточной воде для того, чтобы удалить несвязавшийся краситель. Общая 

продолжительность этих обработок составляла не менее 30 мин и могла повлиять на 

реакционную способность оставшихся альдегидных групп ТД-фракции, которые должны быть 

окрашены Au-SO2. Для оценки насколько долго альдегидные группы сохраняют свою 

реакционную способность после воздействия на них сернистыми водами, препараты после 

окисления KIO4 в течение от 0 до 180 мин выдерживали при комнатной температуре в 

сернистой воде. После этого препараты одновременно помещали в реактив типа Шиффа Au-

SO2, окрашивали при комнатной температуре в течение 90 мин и далее обрабатывали способом, 

описанным в разделе 2.3.2. 

Результаты этого опыта, представленные на рис. 29, свидетельствуют о том, что, по 

крайней мере, в течение 3 ч нахождения препаратов в водном растворе SO2 потери альдегидных 

групп не происходило (рис. 29). 

 

 

 

2.4.5. Экстрагирование фракций гликогена из гепатоцитов с помощью трихлоруксусной 

кислоты и KOH 

 

Экстракция гликогена с помощью ТХУ и KOH показала, что фракция гликогена, быстро 

окрашивающаяся в течение 40 мин EtBr-SO2 или Au-SO2, извлекается при обработке клеток 

холодной трихлоруксусной кислотой (ТХУ) (рис. 30 — 3), в то время, как для экстракции 

Рис. 29. Влияние различного времени 

выдерживания препаратов в растворе SO2 на 

стабильность альдегидных групп гликогена в 

гепатоцитах. Вертикальные отрезки означают 

ошибку среднего. 
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медленно окрашивающейся в течение ~ 40–90 мин фракции Au-SO2, требуется применение 

горячей KOH (рис. 30 — 6). 

 

 

 

Если принять распространенную в настоящее время гипотезу о структуре молекулы 

гликогена (Lomako et al., 1991, 1993; Alonso et al., 1995; Melendez et al., 1997), которая 

заключается в том, что ее внутренние ярусы (1–8-й) представляют ПГ, который можно извлечь 

из клеток только с помощью горячей щелочи, а внешние ярусы (9–12-й) представляют МГ, 

экстрагирующийся с помощью ТХУ, то, используя наш метод в каждой клетке можно 

рассчитать степень заполнения внешних ярусов молекул гликогена. 

 

2.5. Оценка степени заполнения внешних ярусов в молекуле гликогена 

 

Степень заполнения внешних ярусов молекулы гликогена остатками глюкозы 

рассчитывали по формуле: 

                           (4) 

где: F — степень заполнения ярусов, %. t9 , t10, t11 и t12 — 9, 10, 11 и 12-й ярусы молекулы 

гликогена; 1t9 — при величине отношения МГ/ПГ ≤ 1; 2t10 — при величине отношения 

МГ/ПГ ≤ 2; 4t11 — при величине отношения МГ/ПГ ≤ 4; 8t12 — при величине отношения 

МГ/ПГ ≤ 8. Если степень заполнения ярусов неполная, то она превращается по мере заполнения 

ярусов в F = 1t9, F = 1t9 + 2t10 и т. д. 

 

 

 

Рис. 30. Влияние экстракций гликогена в 

KOH и ТХУ на интенсивность 

флуоресценции клеток. 

1 — собственная флуоресценция клеток 

(зеленая, λmax = 526 нм);  

2 — интенсивность флуоресценции 

клеток при 90-минутном окислении 

KJO4 и окрашивании (40 мин EtBr-SO2 + 

50 мин Au-SO2); 

3 — предварительная обработка ТХУ + 

окрашивание;  

4 — собственная флуоресценция клеток 

(красная, λmax = 620 нм); 

5 = 2; 

6 — предварительная экстракция 

KOH + окрашивание. 
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2.6. Выбор оптимальных условий исследования структуры β-частицы гликогена с 

помощью метода FRET 

 

2.6.1. Влияние порядка окрашивания клеток реактивами типа Шиффа на уровень FRET-сигнала 

 

Для выявления оптимальных условий получения FRET-сигнала использовали два 

варианта окрашивания препаратов реактивами типа Шиффа: 

I вариант: препараты сначала в течение 40 мин окрашивали Au-SO2, а затем в течение 50 мин 

EtBr-SO2; 

II вариант: препараты сначала в течение 40 мин окрашивали EtBr-SO2, а затем в течение 

50 мин Au-SO2. 

Эффективность FRET (EFRET) при использовании 1-го варианта окрашивания Au-

SO2 → EtBr-SO2 составила 2.5 ± 0.5 %, а при использовании обратного окрашивания EtBr-

SO2 → Au-SO2 —12.9 ± 1.1 % (p < 0.001). В результате был выбран 2-й вариант окрашивания 

препаратов. 

 

2.6.2. Исследование структуры молекул гликогена с помощью конфокальной микроскопии с 

применением метода FRET (AB) 

 

Регистрацию EFRET в нескольких участках гепатоцита (обычно 3–4 участка) (рис. 31) 

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 

Au, а акцептора (Ac) — EtBr. В процессе фотообесцвечивания интенсивность люминесценции 

Ас снижалась ~ на 50 %. 

 

  
 

При определении EFRET использовали два лазера — 405 нм (возбуждение Don) и 514 нм 

(фотообесцвечивание Ac). Мощность лазера 514 нм составляла 30 % от максимальной. При 

Рис. 31. а — гепатоцит с отмеченными 

областями; б — гепатоцит 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. 
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измерениях применяли объектив HCX PL APO 40×/1.25 Oil. В качестве иммерсии использовали 

Immersol 518F, в качестве среды заключения — нефлуоресцирующее вазелиновое масло. 

Измерения EFRET проводили в тех же гепатоцитах, в которых было измерено содержание МГ и 

ПГ. На каждом препарате измеряли не менее 25 клеток. 

 

2.6.3. Определение расстояния между остатками глюкозы в β-частицах гликогена 

 

Расстояние между Don (Au) и Ac (EtBr) в молекулах гликогена рассчитывали по формуле: 

 

      
       

     

 
     (5) 

где: EFRET — значение эффективности FRET; R0 — критическое расстояние, на котором 

EFRET = 0.5. 

 

2.6.4. Расчет R0 для пары Au-EtBr 

 

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): 

 

      
 

    
 

  
 
 

 

     

где: ЕFRET — эффективность FRET; r — расстояние между Don и Аc; R0 — критическое 

расстояние, на котором EFRET = 0.5. 

 

На рис. 32 приведены спектры поглощения и испускания клеток, окрашенных EtBr-SO2 

или Au-SO2 в ходе PAS-реакции. Спектры испускания 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 испускания гепатоцитов, 

окрашенных Au-SO2 (λmax ≈ 526 нм) и спектр поглощения гепатоцитов, окрашенных EtBr-SO2 

(λmax ≈ 540 нм), перекрываются между собой. 
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Наши расчеты с использованием программы PhotochemCAD (www.photochemcad.com) 

показали, что для пары Au–EtBr, используемой в данной работе, значение R0 составляет 3.2 нм. 

В расчетах использовали значения квантового выхода Au 0.3 (Viera 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 (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 молекулы гликогена (рис. 33). 

 

 

2.7. Статистическая обработка полученных данных 

 

Статистическую обработку полученных результатов проводили на персональном 

компьютере, используя пакет программ Microsoft Excel (Microsoft Corporation, США) и 

SigmaPlot 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 анализ с определением коэффициентов корреляции (r). Для оценки 

достоверности результатов использовали таблицу критических значений корреляции Пирсона. 

Рис. 32. Спектры поглощения Au (1), EtBr  

(3) и спектры испускания Au (2), EtBr (4) 

Рис. 33. 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 (Goldsmith 

et al., 1982; DiNuzzo, 2013). 

http://www.photochemcad.com/
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

 

Предваряя изложение экспериментального материала, представленного в этой главе, 

нужно отметить, что полученные результаты разделены на две части. В первой части (разделы с 

3.1 по 3.8) дана характеристика структуры ткани печени в норме и при патологии, на фоне 

которой разворачиваются процессы метаболизма гликогена и изменения структуры его 

молекул, дана общая характеристика гликогенеза в нормальной и цирротической печени, а 

также приведены данные о роли клеточных факторов в регуляции этого процесса. Во второй 

части (разделы с 3.9 по 3.16) представлены данные о динамике структуры гликогена в ходе 

гликогенеза гепатоцитов нормальной и патологически измененной печени. 

 

3.1. Микроскопическая структура печени крысы и человека в норме и при хроническом 

гепатите 

 

3.1.1. Микроскопическая структура печени крысы в норме и при циррозе, вызванном 

воздействием CCl4 (Bezborodkina, Chestnova et al., 2013; 

Bezborodkina, Okovity, Chestnova et al., 2013) 

 

Хронический гепатит на стадии цирроза, как известно, характеризуется значительной 

перестройкой структуры печени. Развитие цирроза печени (ЦП) ведет к потере дольковой 

организации органа, изменению сосудистого русла и увеличению отношения непаренхимных 

клеток к паренхимным вследствие усиленной пролиферации первых и гибели последних. 

Гистологический анализ срезов печени крыс показал, что у контрольных животных 

структура паренхимы типична для нормального органа. Она характеризуется радиально 

расположенными трабекулами гепатоцитов вокруг центральных сосудов, небольшим 

количеством соединительной ткани и четко выраженными границами портальных сосудов и 

желчных протоков (рис. 34, а, б). 

На срезах печени крыс, подвергавшихся в течение 6 мес отравлению ССl4, выявлены 

диффузные лейкоцитарные инфильтраты, свидетельствующие об активизации воспалительных 

процессов (рис. 34, в). Кроме воспалительных процессов в ткани печени крыс опытной группы, 

наблюдаются признаки фибротизации органа. Паренхима органа прорастает 

соединительнотканными тяжами, нарушающими дольковую структуру органа. При окраске 

пикросириусом выявлены соединительнотканные волокна по ходу синусоидов (рис. 34, г). 
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Рис. 34. Срезы печени крыс: а, б — норма; в, г — цирроз. а, в — окраска гематоксилин-эозином; б, г — 

пикросириусом. Микроскоп Axiovert 200M (Carl Zeiss, Германия), цифровая камера Leica DFC420C 

(Leica Microsystems Inc, Германия). Объектив Plan-NEOFLUAR 20×/0.50. 

Примечание: жирными стрелками отмечены очаги воспаления (в), тонкими — соединительно-тканные 

тяжи по ходу синусоидов (г). 

 

3.1.2. Микроскопическая структура печени человека в норме и при циррозе 

 

Исследования срезов печени человека в норме и при ЦП показало, что в норме структура 

паренхимы печени человека, как и у крысы, характеризуется радикально расположенными 

трабекулами гепатоцитов вокруг центральных вен и четко выраженными портальными 

сосудами и желчными протоками (рис. 35, а). При развитии ЦП наблюдается значительное 

нарушение дольковой структуры органа (рис. 35, б), в паренхиме печени появляются очаги 

некроза, происходит массовая гибель гепатоцитов и замещение паренхимы печени 

соединительной тканью, которое приводит в результате к образованию ложных долек (ЛД) 

(рис. 35, б). 
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Рис. 35. Срезы печени человека: а — норма, б — цирроз печени. Окраска гематоксилин-пикрофуксином. 

Микроскоп Axiovert 200M (Carl Zeiss, Германия), цифровая камера Leica DFC420C (Leica Microsystems 

Inc, Германия). Объектив Plan-NEOFLUAR 20×/0.50. 

Примечания: 1) ЛД — ложная долька печени; 2) жирными стрелками отмечены очаги некроза, тонкими 

— прослойки соединительной ткани (б). 

 

3.2. Полиплоидия и гипертрофия гепатоцитов крысы и человека в норме и при циррозе 

печени (Bezborodkina, Chestnova et al., 2016) 

 

Гепатоциллюлярная недостаточность стимулирует регенерацию патологически 

измененного органа, важную роль в которой, помимо пролиферации гепатоцитов, играет их 

полиплоидизация и гипертрофия. ДНК-синтетическая активность гепатоцитов в определенной 

мере компенсирует их потерю в результате гибели, но также приводит к повышению 

плоидности клеток. Исследование распределения гепатоцитов по классам плоидности в 

нормальной и цирротически измененной печени крысы показало, что состав клеточной 

популяции паренхимы при ЦП подвергается значительному изменению. 

 

Таблица 3. Распределение популяции гепатоцитов нормальной и цирротически измененной печени 

крысы по классам плоидности, X ± Sx. 

 

Доля гепатоцитов крыс разных классов плоидности, % Средняя 

плоидность 

гепатоцитов 2с 2с×2 4с 4с×2 8с 8с×2 

Нормальная печень 

0.86 ± 0.26 4.62 ± 0.72 75.61 ± 3.14 14.38 ± 2.9 4.53 ± 0.79 – 4.75 ± 0.18 

Цирротически измененная печень 

2.32 ± 1.01 3.53 ± 1.45 68.51 ± 3.95 14.22 ± 2.94 10.37 ± 2.82 1.05 ± 0.62 5.06 ± 0.10 
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Данные, представленные в таблице 3, свидетельствуют о том, что средняя плоидность 

гепатоцитов, которую рассчитали по формуле (3) (см. раздел 2.3.3 в главе «Материалы и 

методы исследования»), при ЦП составила 5.06с — на 6.1 % больше, чем в нормальной печени 

(p < 0.05). Важно отметить, что в клеточной популяции цирротически измененной печени 

крысы происходит не только увеличение в 2.2 раза (p < 0.05) доли высокоплоидных 8с-клеток, 

но и снижение числа 2с×2-гепатоцитов. Кроме этого, в клеточной популяции паренхимы 

печени с циррозом появляются двуядерные гепатоциты с плоидностью ядер 8c, которые 

отсутствовали в нормальной печени (Таблица 3). Плоидность отдельных одноядерных 

гепатоцитов достигала уровня 16с (не показано). При этом, несмотря на значительные 

изменения клеточного состава паренхимы цирротически измененной печени, преобладающим 

классом плоидности гепатоцитов в ней, как и в нормальной печени, были одноядерные 

тетраплоидные (4с) гепатоциты (Таблица 3). 

В отличие от крысы, модальный класс клеток в печени человека представлен 

одноядерными диплоидными (2с) гепатоцитами. Средняя плоидность гепатоцитов нормальной 

печени человека составляла 2.56 ± 0.17с, у больных хроническим гепатитом (ХГ) на стадии до 

ЦП — 2.50 ± 0.11с, а на стадии ЦП — 2.21 ± 0.05с. В патологически измененной печени, как и в 

нормальной, преобладали 2с-клетки, причем при ЦП доля этих клеток увеличилась 

(Таблица 4). 

 

Таблица 4. Распределение гепатоцитов человека по классам плоидности в нормальной печени, при 

хроническом гепатите (ХГ) и циррозе печени (ЦП), X ± Sx. 
 

 
Доля гепатоцитов человека разных классов плоидности, % Средняя 

плоидность 
клеток, с 2с 2с×2 4с 4с×2 8с 

Норма 

(n=7) 
75.19 ± 7.23 16.22 ± 5.81 7.07 ± 1.89 1.07 ± 0.58 0.45 ± 0.17 2.56 ± 0.17 

ХГ 

(n=5) 
76.90 ± 4.83 15.46 ± 2.96 6.82 ± 1.65 – 0.82 ± 0.36 2.50 ± 0.11 

ЦП 

(n=7) 
89.57 ± 2.28 4.70 ± 1.47 5.73 ± 1.38 – – 2.21 ± 0.05 

 

Уровень гипертрофии клеток обычно оценивают по их линейным размерам, площади или 

объему. В представленной работе размер гепатоцитов определяли по их сухой массе (в пг), 

которую рассчитывали по формулам (1) и (2) (см. раздел 2.3.1 в главе «Материалы и методы 

исследования»), поскольку на этот параметр практически не влияют различные факторы, 

использующиеся в процессе приготовления препаратов (состав буферных смесей, тип 

фиксатора и т.д.). 
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Полученные результаты свидетельствуют о том, что сухая масса гепатоцита (СМГ) в 

нормальной печени крысы составляет, в среднем, 685 ± 2 пг, но при ЦП она увеличивается на 

39.9 % и достигает 958 ± 5 пг (p < 0.001). Результаты определения СМГ показали, что в 

нормальной печени человека она составила 585 ± 8 пг, при ХГ СМГ снижалась до 532 ± 6 пг 

(p < 0.001), а при ЦП СМГ увеличивалась на 6.3 % по сравнению с нормой (p < 0.05) и 

составила 624.5 ± 10.0 пг. 

 

3.3. Общая характеристика гликогенеза в гепатоцитах нормальной и цирротической 

печени крысы и человека 

 

3.3.1. Динамика накопления гликогена в гепатоцитах нормальной и цирротической печени 

после введения глюкозы голодным крысам (Bezborodkina, Okovity, Chestnova et al., 2013) 

 

Голодание даже в течение нескольких суток приводит к заметному уменьшению массы 

печени животных. Данные, представленные в таблице 5, свидетельствуют о том, что вес печени 

при голодании быстро снижается. 48-часовое голодание приводит к уменьшению веса печени 

примерно на четверть, а после голодания в течение 96 ч вес печени, по нашим данным, 

составлял лишь 2/3 от исходного веса этого органа. 

 
Таблица 5. Изменение веса тела, веса печени и относительного веса печени крыс в течение 

голодания, X ± Sx. 

 

Время 

голодания, ч 
Вес тела, г Вес печени, г 

Относительный вес 

печени, % 

0 375 ± 9 10.64 ± 0.16 2.84 ± 0.08 

24 328 ± 6 
b 

8.74 ± 0.13 
b
 2.67 ± 0.06 

48 297 ± 4 
bd

 7.69 ± 0.12 
bd

 2.59 ± 0.05 
a
 

72 287 ± 6 
b
 7.19 ± 0.14 

bc
 2.51 ± 0.07 

a
 

96 282 ± 7 
b
 7.00 ± 0.18 

b
 2.49 ± 0.09 

a 

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. 

 

Исследование содержания общего гликогена (ОГ) в клетках печени через различные 

интервалы времени после введения голодным крысам глюкозы показало, что в нормальной 

печени поступление глюкозы в клетки стимулирует быстрое накопление в них ОГ. Содержание 
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ОГ в гепатоцитах уже через 10 мин после введения глюкозы увеличивалось на 34 % (p < 0.01) 

по сравнению с его содержанием в клетках голодных крыс (рис. 36). На последующих, более 

поздних этапах, содержание ОГ в печени контрольных крыс продолжало нарастать. При этом 

периоды быстрого накопления содержания ОГ чередовались с периодами замедления этого 

процесса (рис. 36). В конце эксперимента (120-я мин) содержание ОГ в гепатоцитах превысило 

его исходный уровень в 1.9 раза. 

 

 

 

В отличие от нормальной печени, при ЦП после введения глюкозы животным, 

голодавшим в течение 48 ч, гликоген вначале очень медленно накапливался в клетках. Однако, 

начиная с 45-й мин, содержание ОГ в гепатоцитах непрерывно увеличивалось и к концу 

эксперимента превысило его исходный уровень в 3.2 раза (p < 0.001) (рис. 36). 

Важно отметить, что на всех сроках после введения глюкозы голодным животным, за 

исключением 120-й мин, содержание ОГ в гепатоцитах контрольных крыс заметно превышало 

таковое в гепатоцитах крыс с ЦП (в среднем в 1.6 раза). 

 

3.3.2. Содержание общего гликогена в гепатоцитах человека в норме, при хроническом гепатите 

и циррозе печени (Chestnova et al., 2015a) 

 

Исследование содержания ОГ в гепатоцитах печени человека после ночного голодания 

показало, что при ХГ оно было выше, чем в норме, на 20 % (p < 0.001) и, в среднем, составляло 

11.41 ± 0.16 усл. ед. При ЦП содержание ОГ увеличивалось на 130 % (p < 0.001) по сравнению с 

нормой и составило 21.99 ± 0.56 усл. ед. (рис. 37). По мере усиления тяжести ХГ и перехода 

заболевания на стадию ЦП возрастало не только содержание ОГ в гепатоцитах, но значительно 

увеличивалась и его концентрация. Концентрация ОГ в гепатоцитах составила (усл. ед.): в 

Рис. 36. Изменение содержания общего 

гликогена (ОГ) в гепатоцитах нормальной (Н) 

и цирротической печени (ЦП) крысы 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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норме 0.0172 ± 0.0002, при ХГ 0.0217 ± 0.0003, при ЦП 0.0375 ± 0.0012. Уровень достоверности 

различий между ХГ–Норма, ЦП–Норма и ЦП–ХГ составил p < 0.001. 

 
 

3.4. Исследование зависимости содержания общего гликогена в гепатоцитах нормальной и 

цирротической печени от степени их плоидности на разных стадиях рефидинга крыс 

(Bezborodkina, Chestnova et al., 2016) 

 

Как уже говорилось, цирроз в ходе своего развития сопровождается значительной потерей 

клеток паренхимы печени. Уменьшение числа клеток и нарушение условий микроокружения, в 

которых гепатоциты вынуждены выполнять свои многочисленные специализированные 

функции, могут приводить к снижению уровня этих функций. Одной из них является участие в 

поддержании постоянного уровня глюкозы в крови. В этой связи принципиальным является 

ответ на вопрос: соответствует ли содержание гликогена в гепатоцитах цирротической печени 

уровню плоидности клеток? В таблице 6 представлены данные о содержании ОГ в гепатоцитах 

различных классов плоидности на разных сроках после введения глюкозы голодным крысам в 

контрольной и опытной группах. 

Полученные данные свидетельствуют, во-первых, о том, что содержание гликогена в 

гепатоцитах нормальной и цирротической печени быстро увеличивается после введения 

глюкозы голодным крысам. Во-вторых, из представленных данных следует, что содержание 

гликогена в клетках при голодании и на разных этапах рефидинга, как в нормальной печени, 

пропорционально степени их плоидности (рис. 38). 

Кроме того, из полученных результатов следует, что гепатоциты каждого класса 

плоидности, как в нормальной, так и в цирротической печени накапливают гликоген в равной 

пропорции (рис. 39). В этом отношении одноядерные гепатоциты, если они имели плоидность 

равную с двуядерными гепатоцитами, не отличались от последних по содержанию ОГ (рис. 39). 

Рис. 37. Содержание общего гликогена 

(ОГ) 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. 
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Таблица 6. Содержание общего гликогена (усл. ед.) в одноядерных и двуядерных гепатоцитах 

различных классов плоидности в нормальной и цирротически измененной печени крысы при 

голодании (0-я мин), а также через 10 и 60 мин после введения глюкозы голодным животным, 

X ± Sx.  

 

Время, 

мин 

Классы плоидности, c 

2с 2с×2 4с 4с×2 8с 8с×2 

Нормальная печень 

0 

(n=3) 
4.7 ± 0.3 

(10) 

9.9 ± 0.2 

(46) 

9.6 ± 0.1 

(637) 

19.3 ± 0.3 

(116) 

18.2 ± 0.4 

(44) 
– 

10 

(n=3) 
8.8 ± 0.5

* 

(12) 

16.3 ± 0.6
* 

(54) 

17.2 ± 0.1
* 

(740) 

32.9 ± 0.8
* 

(168) 

34.3 ± 0.9
* 

(64) 
– 

60 

(n=3) 
17.3 ± 1.8

* 

(6) 

33.2 ± 0.8
* 

(50) 

33.5 ± 0.2
* 

(1078) 

65.9 ± 0.8
* 

(183) 

63.8 ± 1.7
* 

(39) 
– 

Цирротически измененная печень 

0 

(n=3) 
3.7 ± 0.8 

(16) 

7.2 ± 0.8 

(27) 

7.6 ± 0.2 

(903) 

14.9 ± 0.6 

(185) 

14.4 ± 0.6 

(138) 

27.1 ± 10.8 

(8) 

10 

(n=3) 
6.8 ± 2.2 

(12) 

13.4 ± 3.9 

(34) 
13.2 ± 0.7

* 

(599) 

27.1 ± 3.2
* 

(183) 

26.4 ± 3.1
* 

(86) 

54.9 ± 6.1
# 

(14) 

60 

(n=3) 
10.4 ± 1.0

* 

(43) 

21.0 ± 2.0
* 

(47) 

22.3 ± 0.8
* 

(593) 

44.1 ± 4.7
* 

(67) 

41.5 ± 3.1
* 

(93) 

76.2 ± 9.1
& 

(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  

* — p < 0.001; 
&
 — p < 0.01; 

#
 — p < 0.05.  

 

 

 

Рис. 38. Зависимость содержания общего гликогена (ОГ) в гепатоцитах нормальной (а) и цирротической 

(б) печени крысы от плоидности клеток при голодании (0-я мин), а также через 10 и 60 мин после 

введения глюкозы голодным животным. 

Примечание: вертикальные отрезки — ошибка среднего. 
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Рис. 39. Динамика содержания общего гликогена (ОГ) в гепатоцитах различных классов плоидности в 

нормальной (а) и цирротической печени (б) в ходе рефидинга крыс глюкозой. 

Примечание: вертикальные отрезки — ошибка среднего. 

 

 

Из данных, представленных на рис. 40 следует, что при ЦП заметно увеличивается 

вариабельность гепатоцитов крысы по содержанию ОГ. Если в нормальной печени 

коэффициент вариации (ν) по содержанию ОГ в 4с-гепатоцитах составлял 21.1–30.8 %, то в 

цирротически измененной печени он достигал величины 40.5–54.4 % (p < 0.001) (рис. 40). 

Результаты, представленные на рис. 41 свидетельствуют о том, что в печени человека с 

ЦП, как и у крысы, увеличивается вариабельность гепатоцитов по содержанию ОГ. Если в 

норме и при ХГ коэффициент вариации по содержанию ОГ в 2с-гепатоцитах составлял 53.5 и 

48.4 % соответственно, то при ЦП он достигал величины 71.7 % (p < 0.001) (рис. 41). 
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Рис. 40. Гистограммы распределения содержания общего гликогена (ОГ) в гепатоцитах в классе 

одноядерных 4с-клеток нормальной (а) и цирротической (б) печени крысы при голодании (0-я мин), а 

также через 10 и 60 мин после введения глюкозы голодным животным. 

 



93 

 

 

Рис. 41. Гистограммы распределения гепатоцитов человека по содержанию общего гликогена (ОГ) в 

классе одноядерных 2с-клеток в норме (а), при хроническом гепатите (б) и циррозе печени (в). 

 

3.5. Изменение сухой массы гепатоцитов различных классов плоидности в нормальной и 

цирротической печени крысы в ходе гликогенеза (Bezborodkina, Chestnova et al., 2016) 

 

Результаты, представленные в таблице 7, свидетельствуют о том, что введение глюкозы 

голодным крысам уже через 10 мин приводит не только к увеличению содержания ОГ в 

гепатоцитах, но и к увеличению СМГ в каждом классе плоидности клеток нормальной и 

цирротической печени. Например, в нормальной печени сухая масса одноядерных 

тетраплоидных клеток (4с-гепатоциты) через 10 мин после введения глюкозы возрастала, в 

среднем, на 11.6 % (p < 0.001) по сравнению с голодными крысами, а в цирротической печени 

— на 7.0 % (p < 0.01) (рис. 42). Через 60 мин СМГ этих клеток увеличивалась на 29.8 % 

(p < 0.001) и 17.0 % (p < 0.01) соответственно (рис. 42). 
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Таблица 7. Сухая масса (пг) гепатоцитов различных классов плоидности в нормальной и 

цирротически измененной печени крысы при голодании (0-я мин), а также через 10 и 60 мин после 

введения глюкозы голодным животным, X ± Sx. 

 

Время, 

мин 

Классы плоидности, с 

2с 2с×2 4с 4с×2 8с 8с×2 

Нормальная печень 

0 

(n=3) 
216.5 ± 6.6 

(10) 

521.1 ± 9.3 

(46) 

519.4 ± 2.2 

(637) 

1015.7 ± 11.7 

(116) 

1111.6 ± 11.5 

(44) 
– 

10 

(n=3) 
267.3 ± 5.8

*
 

(12) 

578.2 ± 8.6
*
 

(54) 

579.8 ± 2.9
*
 

(740) 

1037.8 ± 6.9 

(168) 

1146.0 ± 27.0 

(64) 
– 

60 

(n=3) 
365.7 ± 17.5

*
 

(6) 

666.6 ± 8.4
*
 

(50) 

674.4 ± 3.1
*
 

(1078) 

1096.9 ± 10.7
*
 

(183) 

1251.7 ± 34.1
*
 

(39) 
– 

Цирротически измененная печень 

0 

(n=3) 
327.0 ± 15.7 

(16) 

679.1 ± 31.5 

(27) 

695.2 ± 5.1 

(903) 

1270.4 ± 20.7 

(185) 

1270.8 ± 24.6 

(138) 

2024.3 ± 167.5 

(8) 

10 

(n=3) 
378.8 ± 19.7

#
 

(12) 

826.7 ± 45.4
# 

(34) 

744.1 ± 7.9
*
 

(599) 

1393.6 ± 22.1
*
 

(183) 

1423.8 ± 38.7
*
 

(86) 

2356.1 ± 119.1 

(14) 

60 

(n=3) 
369.1 ± 13.7

# 

(43) 

722.2 ± 35.2
# 

(47) 

813.4 ± 10.0
*
 

(593) 

1464.1 ± 38.3
*
 

(67) 

1488.0 ± 47.8
*
 

(93) 

2507.9 ± 211.8 

(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) сухая масса гепатоцитов 

отличается от соответствующего значения у голодных животных при * — p < 0.001, 
#
 — p < 0.05. 

 

 

 

Результаты, представленные в таблице 7, свидетельствуют о том, что в ходе рефидинга 

СМГ в цирротической печени крыс заметно превышает СМГ соответствующей плоидности в 

нормальной печени. 

Гипертрофия гепатоцитов в ходе развития патологического процесса может быть связана 

как с увеличением плоидности клеток, так и с увеличением размера их цитоплазмы. 

Результаты, представленные на рис. 43, свидетельствуют о том, что средние значения СМГ в 

Рис. 42. Зависимость сухой массы 4с-

гепатоцитов (СМГ) от времени после 

введения глюкозы (мин) в нормальной 

(Н) и цирротической печени (ЦП) крысы. 

Примечания: 1) вертикальные отрезки 

— ошибка среднего; 2) средние значения 

СМГ на 10-й и 60-й мин отличаются от 

значений СМГ у голодных животных  

(0-я мин) при уровне значимости  

* — p < 0.001; ** — p < 0.01. 
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нормальной и цирротически измененной печени увеличиваются пропорционально степени 

плоидности клеток. 

 

 

Рис. 43. Зависимость сухой массы гепатоцитов (СМГ) нормальной (а) и цирротической (б) печени 

крысы от степени плоидности клеток при голодании (0-я мин), а также через 10 и 60 мин после введения 

глюкозы голодным животным. 

Примечание: вертикальные отрезки — ошибка среднего. 

 

Определение СМГ нормальной и цирротической печени показало, что этот показатель у 

голодных крыс и на разных этапах рефидинга сильно варьирует. Колебания СМГ у голодных 

крыс достигают 9.2 раза. Во многом вариабельность СМГ обусловлена различиями в степени их 

плоидности (Таблица 7). Однако даже в пределах одного класса плоидности СМГ также 

достаточно сильно различается (ν = 15.2–20.7 %). На рис. 44 представлены данные по 

распределению сухой массы в классе одноядерных 4с-клеток у голодных крыс (0-я мин), а 

также через 10 и 60 мин после введения им глюкозы. Полученные данные свидетельствуют о 

том, что сухая масса отдельных клеток, например, в классе одноядерных 4с-гепатоцитов у 

голодных крыс в норме и при ЦП изменяется от 400 до 798 пг. 

 

3.6. Сухая масса гепатоцитов различных классов плоидности у человека в норме, при 

хроническом гепатите и циррозе печени в постабсорбтивном 

периоде (Chestnova et al., 2015a) 

 

Результаты, представленные в таблице 8, свидетельствуют, во-первых, о том, что СМГ, 

как в нормальной, так и в патологически измененной печени человека сильно варьирует в 

каждом классе плоидности клеток. Коэффициенты вариации (ν) для сухой массы в классе 

одноядерных диплоидных гепатоцитов человека составили: в норме — 34.5 % , при ХГ — 
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30.3 %, а при ЦП — 39.3 % (рис. 45). Во-вторых, из представленных данных можно заключить, 

что СМГ изменяется пропорционально плоидности клеток, как в норме, так и при патологии 

(рис. 46). 

 

 

Рис. 44. Гистограммы распределения сухой массы гепатоцитов (СМГ) в классе одноядерных 4с-клеток 

нормальной (а) и цирротической (б) печени крысы при голодании (0-я мин), а также через 10 и 60 мин 

после введения глюкозы голодным животным. 
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Таблица 8. Сухая масса (пг) гепатоцитов разных классов плоидности у человека в норме, при 

хроническом гепатите (ХГ) и циррозе печени (ЦП), X ± Sx 

 

 
Классы плоидности, с 

2с 2с×2 4с 4с×2 8с 

Норма  

(n=7) 
476.90 ± 36.00 

(799) 
915.76 ± 76.83 

(170) 
805.55 ± 61.14 

(72) 
1515.80 ± 152.90 

(10) 
2084.09 ± 320.01 

(4) 

ХГ 

(n=5) 
437.96 ± 29.30 

(801) 
732.84 ± 67.01 

(136) 
762.30 ± 65.60 

(58) 
– 

1937.58 ± 269.50 
(9) 

ЦП 

(n=7) 
594.78 ± 59.28 

(573) 
982.66 ± 79.96 

(26) 
865.32 ± 95.64 

(37) 
– – 

Примечание: в скобках — число измеренных клеток. 

 

 

Рис. 45. Гистограммы распределения сухой массы гепатоцитов (СМГ) в классе одноядерных 2с-клеток у 

человека в норме (а), при хроническом гепатите (б) и циррозе печени (в). 
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3.7. Зависимость содержания общего гликогена в клетках от их размера в популяциях 

гепатоцитов различных классов плоидности нормальной и цирротически измененной 

печени крысы (Bezborodkina, Chestnova et al., 2016) 

 

Некоторые авторы полагают, что содержание гликогена в гепатоцитах тесно связано с их 

массой. Считается, что чем больше масса клетки, тем большее количество гликогена она может 

запасать в своей цитоплазме (Ньюсхолм, Старт, 1977). Для того чтобы проверить это 

предположение, была исследована взаимосвязь между содержанием ОГ в гепатоцитах и их 

массой в нормальной и цирротически измененной печени крыс, находящихся в разном пищевом 

статусе. Кроме того, чтобы исключить влияние плоидности клеток на полученные результаты, 

эту зависимость исследовали для каждого класса плоидности в отдельности. 

Результаты, представленные на рис. 47, а; 48, а и 49, а, свидетельствуют о том, что в 

нормальной печени существует высокая степень корреляции между массой гепатоцитов и 

содержанием в них ОГ, т.е. чем больше масса гепатоцита, тем больше содержится в нем 

гликогена. Подобная зависимость наблюдается в каждом классе плоидности клеток, как при 

голодании, так и в ходе рефидинга крыс глюкозой, во время интенсивного синтеза гликогена в 

печени. В цирротически измененной печени зависимость между массой клеток и содержанием в 

них ОГ отсутствует в каждом классе плоидности клеток (рис. 47, б; 48, б; 49, б). 

В тетраплоидном классе гепатоцитов нормальной печени зависимость между массой 

клеток и содержанием в них ОГ проявляется особенно четко. На графиках (рис. 50, а), 

представляющих этот класс плоидности гепатоцитов, выявляются три субпопуляции клеток, 

для которых коэффициент корреляции составляет 0.948–0.994 (p < 0.001). 

 

Рис. 46. Зависимость сухой массы 

гепатоцитов (СМГ) от их плоидности у 

человека в норме (Н), при хроническом 

гепатите (ХГ) и циррозе печени (ЦП). 

Примечание: вертикальные отрезки — 

ошибка среднего. 
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3.8. Зависимость содержания общего гликогена в клетках от их массы в различных 

классах плоидности гепатоцитов человека в норме, при хроническом гепатите и циррозе 

печени (Chestnova et al., 2015a) 

 

Результаты, представленные на рис. 51, а, свидетельствуют о том, что в нормальной 

печени человека, как и у крысы, существует четкая корреляция между СМГ и содержанием в 

них ОГ. Подобная зависимость наблюдается в каждом классе плоидности клеток. При ХГ 

зависимость между СМГ и содержанием в них ОГ также присутствует, как и в норме 

(рис. 51, б). Однако у пациентов с ЦП подобная зависимость не наблюдается (рис. 51, в). 
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Рис. 47. Зависимость содержания общего гликогена (ОГ) 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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Рис. 48. Зависимость содержания общего гликогена (ОГ) 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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Рис. 49. Зависимость содержания общего гликогена (ОГ) 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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Рис. 50. Тетраплоидные гепатоциты нормальной (а) и цирротической (б) печени крысы на разных этапах 

рефидинга. Взаимосвязь между содержанием общего гликогена (ОГ) и их сухой массой (СМГ). 

Примечания: 1) каждая точка на графике соответствует одной клетке; 2) черным, красным и зеленым 

цветом обозначены три субпопуляции клеток в нормальной печени крысы. 
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Рис. 51. Зависимость содержания общего гликогена (ОГ) от сухой массы гепатоцитов различных классов плоидности человека в норме (а), при 

хроническом гепатите (б) и циррозе печени (в). Примечание: каждая точка на графике соответствует одной клетке. 
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3.9. Содержание макрогликогена и прогликогена в гепатоцитах нормальной и 

цирротической печени крысы и человека (Честнова и др., 2014; Честнова, 2016) 

 

Возможность выявить две фракции гликогена в одной и той же клетке с помощью 

красителей с разными спектральными характеристиками позволила исследовать изменения 

содержания МГ и ПГ в гепатоцитах крысы в течение гликогенеза. Результаты, представленные 

на рис. 52, а, свидетельствуют о том, что после введения глюкозы голодным животным 

содержание МГ в гепатоцитах нормальной и цирротической печени уже через 10 мин 

увеличивалось на 67 % и 21 % соответственно (р < 0.01) (рис. 52, а). При этом содержание МГ в 

клетках контрольных крыс на всех сроках рефидинга (кроме 120-й мин) превышало содержание 

МГ в клетках крыс с ЦП. Следует также отметить, что на разных стадиях рефидинга доля МГ в 

отдельных гепатоцитах как у контрольных крыс, так и крыс с ЦП могла достигать 90 %, однако 

доля таких клеток была невелика. 

 

Рис. 52. а — содержание макрогликогена (МГ); б — содержание прогликогена (ПГ) в гепатоцитах 

нормальной (Н) 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 отличаются от 

значений нормы при уровне значимости * — p < 0.001;
 
** — p < 0.01;

 
*** — p < 0.05. 

 

Содержание ПГ в гепатоцитах крыс контрольной группы возрастало на 12.7 % (p < 0.01) в 

течение 20 мин после введения глюкозы голодным животным, а затем оно не изменялось. В 

отличие от контроля, содержание ПГ при ЦП слабо изменялось в первые 60 мин гликогенеза, 

но затем увеличивалось и в конце эксперимента превысило исходный уровень в 2.3 раза 

(р < 0.001) (рис. 52, б). 

Полученные данные свидетельствуют о том, что после 48-часового голодания, 

относительное содержание ПГ в гепатоцитах контрольных крыс в 1.7 раза превышает таковое в 

гепатоцитах при ЦП. В целом, на протяжении всего время гликогенеза доля ПГ в гепатоцитах 
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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 относительное содержание МГ возрастало (рис. 53, а, б). 

 

Рис. 53. Доля (%) макрогликогена (МГ) и прогликогена (ПГ) в гепатоцитах нормальной (а) и 

цирротической (б) печени крысы через разные интервалы времени после введения глюкозы голодным 

животным. 

 

Относительное содержание МГ в гепатоцитах нормальной печени человека составляло 

88 %, а ПГ — 12 %. По мере развития патологического процесса в печени доля МГ несколько 

снижалась, составив у пациентов с ХГ и ЦП около 80 % (p < 0.01; p < 0.01). Соответственно 

увеличивалась доля ПГ (рис. 54). 

 

 
 

Анализ зависимости содержания ОГ от содержания МГ в гепатоцитах показал, что 

накопление гликогена в печени и колебания его уровня в клетках контрольных и опытных крыс 

на разных этапах гликогенеза связаны, главным образом, с изменениями уровня МГ. 

Коэффициент корреляции (r) для этой зависимости составил 0.923–0.953 в контрольной и 

0.992–0.994 в опытной группах крыс (рис. 55). 

Рис. 54. Доля макрогликогена (МГ) и 

прогликогена (ПГ) в гепатоцитах человека 

в норме (Н), при хроническом гепатите 

(ХГ) и циррозе печени (ЦП). 
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Рис. 55. 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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3.10. Доля остатков глюкозы на внешних ярусах молекул гликогена в гепатоцитах 

нормальной и цирротической печени 

крысы и человека (Честнова и др., 2015; Честнова, 2016) 

 

Величина отношения содержания макрогликогена к содержанию прогликогена (МГ/ПГ), в 

принципе, позволяет рассчитать относительное число остатков глюкозы, находящихся на 

внешних ярусах β-частиц в гепатоцитах нормальной и цирротической печени в течение 

гликогенеза. Однако из-за слишком малого размера частиц гликогена и огромного их 

количества в клетке невозможно подсчитать степень заполнения какого-либо яруса для каждой 

β-частицы или получить данные о дисперсии частиц гликогена в одной клетке по этому 

параметру. Тем не менее, с помощью нашего метода можно получить сведения не только о 

степени заполнения ярусов остатками глюкозы, используя формулу (4) (см. раздел 2.5 в главе 

«Материалы и методы исследования»), для «средней» β-частицы гликогена в данной 

конкретной клетке, но и распределении клеток в популяции гепатоцитов по этому показателю. 

Полученные данные (рис. 56, а) свидетельствуют о том, что при голодании гликоген 

гепатоцитов нормальной печени крысы состоит из β-частиц, у которых на 90 % заполнен 9-й 

ярус. Введение глюкозы голодным крысам стимулирует синтез гликогена в печени, приводя к 

его накоплению в гепатоцитах. В ходе гликогенеза к 90-й мин в молекулах гликогена 

полностью заполняется не только 9-й ярус, но примерно на 80 % заполняется и 10-й ярус 

(рис. 56, а). 

 

 

Рис. 56. Доля глюкозных остатков на внешних ярусах молекулы гликогена в нормальной (а) и 

цирротической (б) печени крысы, %. 

 

В отличие от нормальной печени, у голодных крыс с ЦП в β-частицах заполнен не только 

9-й ярус, но частично (на 64.0 %) и 10-й ярус. В ходе рефидинга у крыс с ЦП уже через 10 мин 

после введения глюкозы полностью заполняется 10-й ярус молекул гликогена (рис. 56, б). В 

дальнейшем, все изменения в содержании МГ происходят только в пределах 11-го яруса. 

Степень заполнения 11-го яруса в β-частицах при ЦП варьировала в пределах 0–64 %. 
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Полностью сформированные молекулы гликогена, состоящие из 12 ярусов, в гепатоцитах крыс 

обеих групп отсутствовали даже спустя 120 мин после введения глюкозы голодным животным. 

Из графика, представленного на рис. 57, следует, что на всех сроках после введения 

глюкозы голодным животным количество остатков глюкозы на внешних ярусах молекул 

гликогена в гепатоцитах крыс с ЦП превышало таковое в гепатоцитах нормальной печени 

(рис. 57). 

 

 
 

В отличие от крысы, у человека степень заполнения внешних ярусов молекул гликогена в 

гепатоцитах нормальной печени заметно выше. Гепатоциты человека в постабсорбтивном 

периоде, в среднем, содержат β-частицы с полностью заполненным 11-м ярусом и заполненным 

на 20.2 % 12-м ярусом. По сравнению с нормальной печенью при ХГ и ЦП степень заполнения 

внешних ярусов молекул гликогена ниже. В печени пациентов с ХГ и ЦП в гепатоцитах 

присутствуют частицы гликогена с полностью заполненным 10-м и 11-м ярусами, которые 

заполнены на 31.7 % и 50.0 % соответственно (рис. 58). 

 

 
 

 

Рис. 57. 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. 

Рис. 58. Доля глюкозных остатков 

на внешних ярусах молекулы 

гликогена в гепатоцитах 

нормальной (Н) печени человека, 

при хроническом гепатите (ХГ) и 

циррозе печени (ЦП). 
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3.11. Динамика заполнения внешних ярусов β-частиц гликогена в популяции гепатоцитов 

нормальной и цирротической печени крысы в ходе гликогенеза (Честнова, 2016) 

 

Возможность определения величины МГ/ПГ в каждой клетке позволяет не только оценить 

степень заполнения внешних ярусов молекул гликогена в популяции гепатоцитов нормальной и 

цирротической печени, но также исследовать ее динамику в ходе гликогенеза и на каждой его 

стадии. 

Как уже говорилось, содержание МГ в гепатоцитах всегда значительно выше, чем ПГ. 

Теоретически, содержание МГ в этих клетках может составлять 94–97 %, а содержание ПГ — 

3–6 % от ОГ. Следовательно, содержание МГ в клетках может превышать содержание ПГ 

примерно в 20 раз, а количество цепей остатков глюкозы (ЦОГ) в этой фракции гликогена 

составит 3840. Данные, представленные на рис. 59, свидетельствуют о том, что число ЦОГ на 

внешних ярусах β-частиц в нормальной и цирротической печени не достигает теоретической 

величины даже через 2 ч после начала рефидинга. В нормальной печени среднее количество 

ЦОГ в большинстве случаев колеблется в пределах от 500 до 1500 и лишь на одном сроке 

(90 мин после введения глюкозы) она приближается к 2500. На ранних этапах гликогенеза 

гепатоциты в популяции довольно синхронно накапливают гликоген, о чем свидетельствует 

небольшой коэффициент вариации (ν) значений ЦОГ (< 20 %), но на более поздних этапах 

гликогенеза значения ν заметно увеличиваются (> 20 %). При циррозе максимальная величина 

ЦОГ не превышает значений этого показателя в норме, но варьирует в бόльших пределах. 

Кроме того, в отличие от нормы, коэффициент вариации значений ЦОГ в гепатоцитах 

цирротической печени крысы сохранялся высоким на протяжении всего гликогенеза (23.9–

48.9 %), свидетельствуя о значительной асинхронности этого процесса в популяции (рис. 60). 

На ранних этапах гликогенеза (0–30-я мин), спустя 75 мин после введения глюкозы 

голодным животным и на 120-й мин эксперимента величина МГ/ПГ не изменялась по мере 

увеличения содержания ОГ в гепатоцитах нормальной печени крысы (рис. 61). На 45, 60 и 90-

й мин гликогенеза изменения данного показателя достигали Δ(МГ/ПГ) = 1.36, 6.61 и 3.34 

усл. ед. (рис. 61). В гепатоцитах цирротической печени крысы величина МГ/ПГ не изменялась 

по мере увеличения содержания ОГ в клетках лишь в состоянии голода животных (0-я мин). 

После введения глюкозы голодным крысам, в среднем, на различных этапах гликогенеза 

изменения этого показателя достигали Δ(МГ/ПГ) = 3.18 усл. ед. (рис. 62). 
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Рис. 59. Гистограммы распределения клеток в популяции гепатоцитов нормальной печени крысы по количеству цепей остатков глюкозы на внешних 

ярусах молекулы гликогена на разных этапах гликогенеза. 
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Рис. 60. Гистограммы распределения клеток в популяции гепатоцитов цирротической печени крысы по количеству цепей остатков глюкозы на внешних 

ярусах молекулы гликогена на разных этапах гликогенеза. 
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Рис. 61. 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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Рис. 62. 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. 
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3.12. Степень заполнения внешних ярусов β-частиц гликогена в популяции гепатоцитов 

нормальной и патологически измененной печени 

человека (Честнова и др., 2015) 

 

В отличие от крысы, для человека отсутствует возможность исследования динамики 

заполнения внешних ярусов β-частиц гликогена в популяции гепатоцитов в ходе гликогенеза. 

Биопсийный материал печени человека позволяет получить информацию о степени заполнения 

внешних ярусов β-частиц гликогена в популяции гепатоцитов нормальной и патологически 

измененной печени человека лишь для какой-то одной временной точки, характеризующей 

пищевой статус организма, в данном случае, для постабсорбтивного периода. 

Результаты, представленные на рис. 63, свидетельствуют о том, что в неповрежденной 

печени человека распределение ЦОГ очень близко к нормальному с максимумом около 2000 и 

ν = 40.5 %, демонстрируя, что в популяции, по-видимому, встречаются единичные клетки с 

полностью заполненными ярусами β-частиц (вплоть до 12-го). Однако в большинстве клеток 

нормальной печени гликоген, в среднем, состоит из β-частиц с полностью заполненными 

внешними ярусами, вплоть до 11-го. При развитии патологического процесса в гепатоцитах 

внешние ярусы молекул гликогена становятся менее заполненными. При ХГ и ЦП в гликогене 

большинства клеток полностью заполненными оказываются лишь 9-й и 10-й ярусы β-частиц. 
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Рис. 63. Гистограммы распределения клеток в популяции гепатоцитов человека по количеству цепей 

остатков глюкозы на внешних ярусах молекул гликогена в норме (а), при хроническом гепатите (б) и 

циррозе печени (в). 

Примечание: красным цветом обозначена доля клеток с частицами гликогена, в которых глюкозные 

остатки заполняют 9-й и 10-й ярусы. 

 

3.13. Эффективность FRET в гепатоцитах крысы в ходе гликогенеза (Честнова, 2016) 

 

Определение эффективности FRET (ЕFRET) в гепатоцитах нормальной и цирротической 

печени крысы на разных этапах после введения голодным животным глюкозы показало, что 

величина этого параметра при патологии значительно отличалась от нормы, а также изменялась 

в ходе гликогенеза. EFRET в клетках нормальной печени возрастала вдвое уже через 10 мин 

после начала рефидинга, но далее изменялась незначительно. В клетках цирротической печени 

EFRET оставалась на уровне близком к таковому у голодных крыс, а затем снижалась примерно 

в 2 раза. В среднем, EFRET в нормальной печени составила 11.6 %, а в цирротической — 3.5 % 

(рис. 64). 
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Следует отметить, что EFRET в клетках измеряется как сигнал от большого количества 

молекул гликогена с различной степенью заполнения их внешних ярусов. Поскольку R0 для 

пары красителей аурамин-бромистый этидий составляет 3.2 нм, а расстояние между соседними 

ярусами принимается равным ~ 1.9 нм, предполагается, что в фёрстеровском взаимодействии 

принимают участие молекулы Don (Au), связанные с остатками глюкозы 7–8-го внутренних 

ярусов β-частицы и молекулы Аc (EtBr), находящиеся на 9–10-м внешних ярусах молекулы 

гликогена (см. раздел 2.6.4 в главе «Материалы и методы исследования», рис. 33). Можно 

ожидать, что преобладание числа частиц без внешних ярусов (8-ярусных молекул гликогена) 

приведет к снижению EFRET (поскольку передачи энергии от Don к Ac не произойдет). С другой 

стороны, внешние 11-й и 12-й ярусы, содержащие наибольшее число остатков глюкозы, не 

принимают участие в получении энергии от Don, поскольку находятся на расстоянии, 

превышающем R0 для используемой в нашей работе пары красителей. Поэтому на уровень 

EFRET в ходе гликогенеза может влиять степень заполнения 9-го и 10-го внешних ярусов, 

относительное количество ПГ (8-ярусных частиц) в клетке, а также расстояние между 

олигосахаридными цепями в молекулах гликогена. Данные, представленные на рис. 65, 

свидетельствуют о том, что в клетках нормальной печени корреляция между EFRET и степенью 

заполнения внешних ярусов (9–12-го) молекул гликогена наблюдаетя почти на всех сроках 

рефидинга и в некоторых случаях коэффициент корреляции (r) достигает значения 0.74. В 

отличие от нормы, при ЦП корреляция между EFRET и степенью заполнения внешних ярусов 

молекул гликогена в подавляющем большинстве случаев отсутствует и достигает достаточно 

высокого значения (0.55) лишь на одном сроке, 90 мин после начала рефидинга крыс глюкозой 

(рис. 66). Данные, представленные на рис. 65 и рис. 66, свидетельствуют о том, что EFRET при 

одной и той же степени заполнения внешних ярусов β-частиц может изменяться в несколько 

раз, указывая, по-видимому, на подвижность цепей остатков глюкозы на всех стадиях 

рефидинга. 

Рис. 64. 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. 
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Рис. 65. 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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Рис. 66. 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. 
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3.14. Изменение расстояния между цепями глюкозных остатков в β-частицах гликогена в 

гепатоцитах крысы в ходе гликогенеза (Честнова, 2016) 

 

Расчеты по формуле (5) (см. раздел 2.6.3 в главе «Материалы и методы исследования») 

показали, что в нормальной печени крысы расстояние между Don и Аc (r) в частицах гликогена 

уже через 30 мин после введения глюкозы уменьшается примерно на 17 % (р < 0.001) и далее 

остается на одном уровне (рис. 67). Динамика изменения r в частицах гликогена цирротической 

печени на первых этапах гликогенеза схожа с нормальной печенью, но после 60 мин рефидинга 

r увеличивается и к 120-й мин превышает расстояние у голодных крыс на 11 % (р < 0.001) 

(рис. 67). В среднем, r в частицах гликогена в нормальной печени меньше, чем в β-частицах 

цирротической печени, составляя 4.401 ± 0.004 нм и 5.447 ± 0.009 нм соответственно 

(p < 0.001). 

 

 

 

Возможность определить уровень EFRET в каждой отдельно выбранной клетке на 

предметном стекле позволило рассчитать расстояние между Don и Ac (r) в молекулах гликогена 

в среднем на клетку. Из представленных графиков (рис. 68 и рис. 69) видно, что по мере 

заполнения внешних ярусов гликогена остатками глюкозы, r уменьшается. В среднем, за весь 

период гликогенеза в гепатоцитах нормальной печени r уменьшается на 1.08 ± 0.18 нм, 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. 68), при ЦП — лишь на одном сроке (90-я мин), где r 

составила 2.23 нм (рис. 69). 

Рис. 67. 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. 
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Рис. 68. 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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Рис. 69. 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. 
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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 

эффективности сигнала FRET в цитоплазме гепатоцитов. На серии изображений гепатоцитов 

(рис. 70) можно видеть, что уровень EFRET, отмеченный по мере усиления сигнала разным 

цветом, достаточно четко отражает локализацию частиц гликогена с различной степенью 

заполнения внешних ярусов. 

 

Рис. 70. 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. 

 

При голодании 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 
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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. 

 

3.15. Эффективность FRET и ее распределение в цитоплазме гепатоцитов человека в 

постабсорбтивном периоде (Chestnova et al., 2015b) 

 

EFRET в гепатоцитах нормальной печени человека, в среднем, 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. 71). 

 

 

 

Исследование зависимости уровня EFRET от степени заполнения внешних ярусов молекул 

гликогена в гепатоцитах человека показало, что в норме и при ХГ наблюдалась положительная 

корреляция между этими показателями (рис. 72, а, б), в то время как в гепатоцитах 

цирротической печени она отсутствовала (рис. 72, в). 

 

 

Рис. 71. 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. 
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Рис. 72. Зависимость эффективности FRET (EFRET) от степени заполнения внешних ярусов (9–12-го) 

молекул гликогена в гепатоцитах человека: в норме (а), при хроническом гепатите (б) и циррозе печени 

(в). Примечание: каждая точка на графиках соответствует одной клетке. 

 

3.16. Расстояние между цепями глюкозных остатков в β-частицах гликогена в 

гепатоцитах человека в постабсорбтивном периоде (Chestnova et al., 2015b) 

 

Определение расстояния между Don и Ac (r) в частицах гликогена, используя формулу (5) 

(см. раздел 2.6.3 в главе «Материалы и методы исследования»), 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. 73). 

 

Рис. 73. 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. 
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Исследование распределения клеток по r в популяции гепатоцитов показало, что 

гетерогенность клеток по этому показателю уменьшается по мере развития тяжести поражения 

печени. В нормальной печени коэффициент вариации для r составил 20.9 %, при ХГ — 16.4 %, 

а при ЦП — 12.0 % (рис. 74). 

 

 

Рис. 74. 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: красным цветом обозначена доля клеток с частицами гликогена, в которых расстояние 

между Don и Ac (r) не превышает фёрстеровского взаимодействия. 

 

По мере заполнения внешних ярусов молекул гликогена остатками глюкозы в гепатоцитах 

человека в норме r, в среднем, уменьшается на 2.94 нм, при ХГ — на 2.03 нм, а при ЦП — на 

0.55 нм (рис. 75). 
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Анализ распределения сигнала FRET в цитоплазме гепатоцитов человека (рис. 76) 

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 области зеленого цвета, но значительно большее 

пространство в ней занимают области, окрашенные в оранжевый и даже красно-малиновый 

цвет. 

 

 

 

Рис. 76. Распределение сигнала FRET в цитоплазме гепатоцитов человека в постабсорбтивном периоде.  

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. 

 

 

 

 

Рис. 75. 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. 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 

Хронические гепатиты различной этиологии — широко распространенные заболевания 

человека и животных. Основными причинами этих болезней печени у человека являются 

вирусные инфекции, вызываемые гепатотропными вирусами, прежде всего В и С, а также 

систематический прием алкоголя, наркотики и различные лекарственные препараты, 

обладающие побочным гепатоксическим действием. Наиболее тяжелой и опасной для жизни 

человека является завершающая стадия развития хронического гепатита — цирроз печени (ЦП). 

ЦП нередко заканчивается печеночной недостаточностью или гепатоцеллюлярной карциномой. 

Эффективные способы радикального излечения ЦП в настоящее время отсутствуют (Hackl et 

al., 2016; Khan, Newsome, 2016; Lopez-Delgado et al., 2016). 

В эксперименте ЦП обычно получают путем хронического отравления животных 

четыреххлористым углеродом (CCl4). Показано, что хроническая интоксикация животных CCl4 

воспроизводит основные характерные черты ЦП у человека (Chen, Hwang, 1994; Canturk, 1999; 

Planaguma et al., 2005). Механизм повреждающего действия CCl4 на гепатоциты заключается в 

том, что под действием микросомальных оксидаз в клетках образуются продукты его распада 

— свободные радикалы, которые вызывают повреждение и гибель клеток (Britton, Bacon, 1994). 

Поскольку системы детоксикации чужеродных веществ, в т.ч. CCl4, поступающих в организм 

млекопитающих, локализованы преимущественно в центральных зонах долек печени, 

центролобулярные гепатоциты повреждаются сильнее, чем гепатоциты, расположенные в 

портальных зонах долек печени (Kohno et al., 1991; Kanai et al., 1992). Свободные радикалы, 

образующиеся при метаболизме CCl4, способствуют перекисному окислению липидов 

эндоплазматического ретикулума, приводя к деструкции его мембран. Каскад реакций, 

развивающихся дальше, приводит к образованию из липидов мембран всё новых и новых 

свободных радикалов, которые вторично повреждают другие органеллы и молекулы клетки. 

Все эти процессы, в конце концов, оказывают разрушающее действие на гепатоциты, вызывая 

их стеатоз и некроз (Recknagel, Glende, 1973). Показано, что стеатоз, развивающийся вследствие 

нарушения транспорта триглицеридов, приводит к снижению содержания цитохрома Р-450 и 

активности глюкозо-6-фосфатазы в гепатоцитах (Cignoli, Castro, 1971; Кудрявцева и др., 1994; 

Kudyavtseva et al., 2003). 

Морфологическая картина развития CCl4-цирротического поражения печени подробно 

описана во многих работах (Zimmerman, 1978; Верин, 1984; Onori, 2000). В результате 

интоксикации CCl4 центролобулярный некроз гепатоцитов приводит к замещению зон некроза 

соединительной тканью и стимуляции пролиферации печеночных клеток в узлах регенерации. 

При этом соединительная ткань образуется не только у центральных вен, но и по ходу всего 
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венозного русла. Воспалительная реакция в портальных полях сопровождается разрастанием 

соединительной ткани и по ходу портальных сосудов. Пролиферация гепатоцитов, 

стимулированная их гибелью, ведет к возникновению многорядных балок, а в дальнейшем — к 

беспорядочным скоплениям печеночных клеток. 

Гистологическое исследование срезов печени крысы показало, что у контрольных 

животных структура паренхимы типична для нормального органа. Она характеризуется 

радиально расположенными трабекулами гепатоцитов вокруг центральных сосудов, небольшим 

количеством соединительной ткани и четко выраженными границами портальных сосудов и 

желчных протоков (рис. 34, а, б). В отличие от крыс контрольной группы, у животных, 

подвергавшихся в течение 6 мес хронической интоксикации CCl4, развивается типичный ЦП, 

который характеризуется заметным увеличением объема соединительной ткани (более, чем в 4 

раза) (Безбородкина и др., 2008), появлением очагов лейкоцитарных инфильтратов и 

нарушением дольковой структуры органа (рис. 34, в, г). 

Микроскопический анализ срезов печени человека подтвердил, 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. 35, а). При развитии цирроза происходит значительное нарушение 

дольковой структуры печени (рис. 35, б), в паренхиме наблюдается массовая гибель 

гепатоцитов и увеличение количества соединительной ткани. Дольковая структура печени 

человека, как и у крысы, при этом нарушается, образуются так называемые «ложные дольки» 

(рис. 35, б), в которых резко выражен клеточный и ядерный полиморфизм. 

Характерной особенностью регенерации печени при хронической интоксикации крыс 

CСl4 является то, что каждый раз повреждающее действие токсина на печень происходит на 

фоне незавершенного регенераторного ответа органа, при достаточно высокой 

пролиферативной активности ткани. В нашем эксперименте токсические воздействия 

повторялись каждые 2–3 дня, что вызывало отставание пролиферативных процессов в 

паренхиме от разрастания соединительной ткани и, как следствие, развитие ЦП. 

Пролиферативная реакция паренхимы печени при хроническом воздействии гепатотоксином 

характеризуется, во-первых, тем, что вступление гепатоцитов в клеточный цикл не всегда 

заканчивается делением клетки. В результате незавершенных митозов в паренхиме печени 

накапливается значительное количество полиплоидных клеток. 

Данные, представленные в таблице 3, свидетельствуют о том, что в течение 6 мес 

гепатотоксического воздействия CСl4 на печень крысы происходит полиплоидизация ее 

паренхимы. Основными чертами этого процесса являлось снижение доли 2с×2-гепатоцитов и 

увеличение относительного количества высокоплоидных клеток. Через 6 мес хронического 
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воздействия на крыс CСl4 количество 2с×2-гепатоцитов в цирротической печени снизилось на 

25 %, в то время как доля октаплоидных гепатоцитов увеличилась примерно в 2.4 раза по 

сравнению с нормальной печенью крыс того же возраста. Кроме того, в цирротической печени 

появлялись гепатоциты, не характерные для печени контрольных крыс — одноядерные 16с- и 

даже двуядерные 16с×2-клетки. Среднее число геномов на клетку в ходе развития 

экспериментального ЦП возрастало на 6.5 %. Таким образом, в печени крыс, подвергавшихся в 

течение 6 мес гепатотропному воздействию, происходят значительные изменения в 

распределении гепатоцитов по классам плоидности, свидетельствующие о повреждении 

паренхимы и ее регенераторном ответе. 

Усиление полиплоидизации клеток печени продемонстрировано во многих экспериментах 

с воздействием на печень различных токсических веществ, в том числе CСl4 (Vitalis, 1975; 

Фактор, Урываева, 1980; Бродский, Урываева, 1981; Melchiorri et al., 1993). Показано, что 

усиление процессов полиплоидизации в печени при воздействии на нее различными агентами 

сопровождается значительными изменениями в соотношении классов плоидности клеток ее 

паренхимы (Туманишвили, 1973; Солопаев, 1980; Завадская, 1989). При хроническом 

воздействии CСl4 в печени крыс и мышей отмечено падение относительного числа 2с- и 2с×2-

гепатоцитов и появление высокоплоидных клеток, не характерных для нормального органа 

(Фактор, Урываева, 1980; Бродский, Урываева, 1981). 

Усиление пролиферативной активности гепатоцитов и, вследствие этого, изменение 

распределения их по классам плоидности также является характерным признаком различных 

патологий печени человека, в частности вирусного гепатита, жирового гепатоза, 

внепеченочного холестаза и цирроза (Koike et al., 1982; Fang et al., 1994; Melchiorri et al., 1994). 

Считается, что отличительной особенностью полиплоидизации печени человека при 

хронических патологиях является заметное накопление 2с×2-гепатоцитов (Кудрявцев и др., 

1982, 1993). Данные, представленные в таблице 4, свидетельствуют о том, что, в отличие от 

крысы, развитие ЦП у человека не сопровождается полиплоидизацией паренхимы печени, 

поскольку уровни плоидности гепатоцитов при ЦП, в среднем, не только не возрастают, но 

даже снижаются по сравнению с нормой (Таблица 4). При этом мы не обнаружили увеличения 

относительного количества 2с×2-гепатоцитов по сравнению с нормой (Таблица 4). 

Интересной особенностью клеточной популяции паренхимы печени при ЦП является 

увеличение доли одноядерных диплоидных (2с) гепатоцитов по сравнению с нормой, как у 

крысы, так и человека: в цирротической печени крысы доля 2с-клеток увеличивается в 2.7 раза, 

а у человека — на 19 % по сравнению с нормой. Усиленную пролиферацию 2с-гепатоцитов при 

ЦП ранее наблюдали и другие авторы (Сакута, 1997; Сакута, Кудрявцев, 2005; Безбородкина, 

2006). По-видимому, это явление связано с более высокой способностью 2с-гепатоцитов к 
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вступлению в митотический цикл по сравнению с клетками более высоких классов плоидности 

(Урываева, Маршак, 1969; Watanabe, 1970). Полученные данные предполагают, что 

репаративная регенерация печени у большинства пациентов с ЦП осуществляется в основном 

за счет пролиферации одноядерных диплоидных гепатоцитов. Полиплоидизация клеток при 

репаративном росте печени может играть заметную роль лишь у отдельных больных 

(Кудрявцев и др., 1993). 

Известно, что наряду с пролиферацией и полиплоидией, гипертрофия клеток также играет 

существенную роль в нормальном и репаративном росте различных органов (Бродский и др., 

1983; Арефьева и др., 1993; Arosio et al., 1993). Обычно клеточную гипертрофию связывают с 

увеличением числа геномов в клетке, которое неизбежно приводит к увеличению ее размера 

(Бродский, Урываева, 1981). Значительно реже производится оценка собственно гипертрофии 

клеток, не связанной с увеличением плоидности клетки или предмитотическими синтезами. 

Клеточную гипертрофию, обусловленную увеличением размеров цитоплазмы, рассматривают 

как своеобразную форму регенерации, обеспечивающую увеличение количества 

специфических структурных образований внутри клеток и направленную на компенсацию 

нарушенных функций (Саркисов, 1970; Рябинина, Бенюш, 1973). Определение степени 

гипертрофии клеток имеет важное значение для понимания механизмов нормального и 

репаративного роста органа. Точная оценка гипертрофии клетки, не связанной с ее 

плоидностью, может быть достигнута путем параллельного определения уровня плоидности 

клетки и объективных показателей ее размера, не зависящих от факторов, модулирующих 

геометрические параметры клетки. Таким показателем клеточных размеров в изменяющихся 

условиях эксперимента может быть сухая масса клеток, большую часть которой (до 80 %) 

составляет общий белок (Гизе, 1959). 

Сухая масса гепатоцита (СМГ), измеренная с помощью интерференционного микроскопа, 

составила у взрослых крыс контрольной группы, содержащихся в обычных условиях, в 

среднем, 685 ± 2 пг. Эта величина достаточно хорошо согласуется со значениями сухой массы 

клеток паренхимы печени, измеренной другими авторами. В частности, Тонгиани с соавторами 

(Tongiani et al., 1976) показали, что СМГ нормальной печени взрослой крысы составляет 603 пг, 

а Шимер (Schiemer, 1981) установил, что сухая масса цитоплазмы клеток печени взрослой 

крысы — 594 пг. Поскольку сухая масса ядер гепатоцитов взрослой крысы — около 81 пг 

(Tongiani et al., 1976), СМГ составит около 675 пг. Еще в одной работе было найдено, что СМГ 

взрослой крысы составляет 681 ± 21 пг (Завадская и др., 1989). 

Определение СМГ крысы при ЦП показало, что сухая масса клеток возрастает по 

сравнению с нормой на 25–40 % (Таблица 7), свидетельствуя о значительной гипертрофии 

клеток. Схожее и даже большее увеличение СМГ или содержания в них белка при ЦП 
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различной этиологии отмечалось во многих работах (Tongiani et al., 1976; Завадская и др., 1989; 

Fang et al., 1994; Melchiorri et al., 1994; Сакута, Кудрявцев, 2005; Bezborodkina et al., 2008). 

Например, было показано, что при длительном хроническом отравлении крыс CCl4 СМГ 

увеличивалась на стадии ЦП на 63 % по сравнению с нормой (Завадская и др., 1989), а при ЦП, 

вызванном тиоацетамидом, СМГ возрастала примерно на 65 % по сравнению с одновозрастным 

контролем (Tongiani et al., 1976). 

Несмотря на наблюдающуюся при ЦП гипоальбуминемию и белковую дистрофию части 

паренхимы печени, имеются данные о том, что содержание белка в гепатоцитах циррозной 

печени увеличивается, что может быть обусловлено двумя причинами. С одной стороны, 

подобное увеличение может быть связано с усилением белок-синтетической активности 

гепатоцитов, наблюдающейся при интенсивной регенерации печени (Hickenbottom, Hornbrook, 

1971; Schreiber et al., 1971; Arosio et al., 1993). С другой стороны, имеются сведения о том, что 

CCl4 оказывает повреждающее воздействие на мембранные структуры эндоплазматического 

ретикулума клетки, приводя тем самым к ухудшению секреции белков, синтезируемых 

гепатоцитами. В результате этого белки могут накапливаться в цитоплазме гепатоцитов, 

вызывая их гипертрофию (Ляхович и др., 1973; Серов, 1980; Okazaki, Maruyama, 1985). 

Результаты, представленные в таблице 7, свидетельствуют также о том, что в каждом 

классе плоидности СМГ у крыс опытной группы заметно превышает СМГ соответствующей 

плоидности контрольных крыс. При этом важно отметить, что средние значения СМГ в 

нормальной и цирротической печени изменяются пропорционально с изменением плоидности 

клеток (рис. 43). Соответствие дозе генов сухой массы клеток и содержания в них белка 

продемонстрировано во многих работах (James et al., 1979; Шалахметова и др., 1981; Engelmann 

et al., 1981; Завадская и др., 1989). Данные о том, что СМГ пропорционально возрастает с 

увеличением уровня плоидности клеток, позволяют определить вклад плоидности клеток и 

гипертрофии их цитоплазмы в общее увеличение СМГ при ЦП. Расчеты показали, что СМГ в 

ходе развития ЦП на 15.3 % увеличивается за счет повышения плоидности клеток и, гораздо 

сильнее, на 84.7 % — за счет роста их цитоплазмы, т.е. гипертрофии клеток. 

Результаты интерферометрии показали, что СМГ в нормальной печени человека 

составляет, в среднем, 585 ± 8 пг, а при ЦП она увеличивается на 6.8 % по сравнению с нормой 

(p < 0.05) и достигает 624.5 ± 10.0 пг. Величины СМГ человека, полученные в представленной 

работе, согласуются с немногочисленными данными других авторов. В частности, в работе 

Завадской с соавторами (Завадская и др., 1983) было найдено, что СМГ в нормальной печени 

человека составляет 431.4 ± 22.1 пг, а при ЦП — 640.0 ± 49.2 пг. Более низкие значения СМГ 

нормальной печени человека, полученные Завадской с соавторами, возможно, обусловлены 

тем, что в их работе, в отличие от нашей, измерения СМГ были проведены на биопсийном 
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материале молодых людей, средний возраст которых составил 29 лет. Средний возраст 

пациентов в нашей работе составил 44 года. 

Расчет относительного вклада полиплоидии и гипертрофии гепатоцитов в увеличение их 

сухой массы при ЦП позволил установить, что, в отличие от крысы, увеличение СМГ человека 

при ЦП происходит только за счет роста их цитоплазмы. Полиплоидия не играет какой-либо 

роли ни в увеличении сухой массы клеток паренхимы цирротической печени, ни в изменении 

массы органа в целом. 

Цирроз связан не только со значительной перестройкой архитектоники печени, но и с 

существенными сдвигами в метаболизме этого органа, в частности, с нарушением одной из 

главных его функций — глюкостатической. Синтез и расщепление гликогена, которые 

происходят в клетках паренхимы печени — гепатоцитах, являются одними из основных 

механизмов гомеостаза глюкозы в крови. Во время приема пищи гликоген в гепатоцитах 

накапливается, а при голодании, стрессе, физической нагрузке или в других ситуациях, когда 

потребности в глюкозе со стороны организма возрастают, гликоген расщепляется до глюкозы, 

которая поступает в кровь. Регуляция гликогенеза и гликогенолиза в печени, осуществляемая с 

помощью гормональных, нервных, субстратных и других механизмов, позволяет поддерживать 

довольно узкие границы концентрации глюкозы в крови. В отличие от нормальной печени, 

метаболизм гликогена и механизмы его регуляции в цирротически измененной печени 

исследованы не очень подробно. Показано, тем не менее, что для больных ЦП характерен 

метаболизм, наблюдающийся у здоровых людей в ходе длительного голодания. 

Отличительными чертами такого метаболизма являются: образование энергии 

преимущественно за счет окисления липидов, а не углеводов, как в норме; продукция глюкозы 

после ночного голодания, главным образом, за счет глюконеогенеза, а не гликогенолиза, как в 

нормальной печени; усиленный кетогенез и т.д. (Owen et al., 1981, 1983; Schneeweiss et al., 1990; 

Kruszynska, McIntyre, 1991; Greco et al., 1998; Kruszynska, 1999). Полагают также, что 

углеводный обмен при ЦП приобретает ряд черт свойственных диабету, основным признаком 

которого является интолерантность к глюкозе ряда тканей и органов, таких как печень (Shmueli 

et al., 1993; Petrides et al., 1994; Mion et al., 1996). Считается, что одной из причин 

невосприимчивости глюкозы печенью у больных ЦП может быть снижение ее способности 

синтезировать гликоген (Kruszynska, McIntyre, 1991; Riggio et al., 1997). 

Данные о синтезе гликогена в цирротической печени, имеющиеся в настоящее время, 

немногочисленны и противоречивы. С одной стороны, показано, что скорость синтеза 

гликогена из глюкозы в печени у больных ЦП после ночного голодания не отличается от нормы 

(Kruszynska et al., 1993; Schneiter et al., 1999). C другой стороны, найдено, что содержание 
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гликогена в цирротической печени человека и крысы после приема пищи существенно ниже, 

чем в нормальной печени (Krahenbuhl et al., 1991; Giardina et al., 1994; Riggio et al., 1997). 

Глюкоза составляет существенную часть углеводов, ежедневно потребляемых человеком 

и животными с пищей. Поэтому в эксперименте анализ скорости гликогенеза в печени обычно 

проводят на моделях, при использовании которых запасы гликогена в печени сначала истощают 

с помощью голодания, после чего животным дают пищу, состоящую из углеводов (Niewoehner 

et al., 1984; Кудрявцева и др., 1990). Лишение крыс пищи приводит к быстрому снижению веса 

тела и печени. По нашим данным уже через 24 ч голодания вес тела животных уменьшается на 

12.5 %, а печени — на 17.9 %; через 48 ч — на 20.8 % и 27.7 % соответственно (Таблица 5). 

Схожие данные были получены ранее Собероном и Санчезом, которые нашли, что голодание 

крыс в течение 48 ч приводит к уменьшению веса их печени на 20–25 % (Soberon, Sanchez, 

1961). Многие авторы отмечают также, что при голодании, наряду со снижением веса печени, 

наблюдается значительное уменьшение объема гепатоцитов и содержания в них белка 

(LeBouton, 1982; James et al., 1986; Belloni et al., 1988). 

В ходе голодания, особенно продолжительного, углеводный обмен в печени претерпевает 

значительные изменения (Bois-Joyeux et al., 1990; Jungermann, 1992). Резервы гликогена, 

которых хватает примерно на сутки, заметно пустеют. Запасы белка в мышечной ткани, 

обеспечивающие приток аминокислот для глюконеогенеза в печени, также истощаются. В этих 

условиях в организме происходят определенные адаптивные изменения, направленные на 

снижение его потребностей в глюкозе. Показано, например, что энергетические потребности 

мозга в глюкозе при продолжительном голодании снижаются почти в 3 раза и поддерживаются 

в основном за счет окисления кетоновых тел, образующихся в печени в результате неполного 

окисления жирных кислот (Kruszynska, 1999; Авдеева, Воробьева, 2005). 

Исследование динамики содержания общего гликогена (ОГ) в гепатоцитах показало, что 

после введения глюкозы голодным животным в гепатоцитах крыс контрольной группы 

происходит быстрое накопление гликогена (рис. 36). В результате, уже через 10 мин 

содержание гликогена в гепатоцитах нормальной печени увеличилось примерно в 1.4 раза по 

сравнению с голодными животными (р < 0.001). Максимальное содержание гликогена в 

гепатоцитах крысы достигалось на 90-й мин эксперимента. В отличие от нормальной печени, в 

цирротической печени гликоген вначале очень медленно накапливался в клетках после 

введения глюкозы. Однако затем, начиная с 45-й мин, содержание ОГ в гепатоцитах быстро 

нарастало и к концу эксперимента превысило его исходный уровень в 3.2 раза (рис. 36). Важно 

отметить, что на всех сроках после введения глюкозы голодным животным, за исключением 

120-й мин, содержание ОГ в гепатоцитах контрольных крыс заметно превышало таковое в 

гепатоцитах крыс с ЦП (в среднем в 1.6 раза). 
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Полученные нами данные свидетельствуют о том, что скорость накопления ОГ 

гепатоцитами цирротической печени ниже, чем клетками нормальной печени (Таблица 6). 

Содержание ОГ в клетках нормальной печени через 10 мин после введения глюкозы голодным 

крысам увеличилось, в среднем, на 23 % по сравнению с клетками цирротической печени, а 

через 60 мин — на 69 %. При этом одноядерные и двуядерные гепатоциты различных классов 

плоидности на разных этапах рефидинга, как в нормальной, так и цирротической печени не 

различались ни по скорости накопления ОГ, ни по его содержанию в расчете на геном (рис. 39). 

Заключение о пропорциональности содержания ОГ в гепатоцитах уровню плоидности клеток 

(рис. 38), сделанное нами на основании полученных данных, полностью совпадает с выводами 

других авторов (Кудрявцев и др., 1979, 1980; Шалахметова и др., 1981; Майтесян и др., 1983). 

Содержание ОГ в клетках определяется множеством ферментов, непосредственно 

участвующих в его метаболизме и еще большим числом различных факторов, регулирующих 

содержание и активность этих ферментов. Любое нарушение в системе синтеза или распаде 

гликогена на уровне транскрипции, трансляции или на этапах последующих модификаций 

генных продуктов в клетках какой-либо плоидности привело бы к отклонению от 

пропорциональности содержания гликогена в гепатоцитах дозе генов. Однако, несмотря на 

значительную структурную перестройку паренхимы печени в ходе развития ЦП, этого не 

наблюдается (рис. 38). Среднее содержание ОГ в гепатоцитах различных классов плоидности 

цирротической печени в расчете на геном остается неизменным. 

В отличие от стабильности среднего содержания ОГ в гепатоцитах человека и крысы в 

расчете на геном, содержание ОГ в разных клетках нормальной печени даже одного и того 

класса плоидности сильно варьирует (рис. 40, а и рис. 41, а). Помимо различной плоидности 

клеток, важными факторами вариабельности содержания гликогена в гепатоцитах являются 

различия, связанные с локализацией клеток в дольке печени, с положением в фазе клеточного 

цикла, в которой они находятся, а также различия в условиях окружающей их среды. 

Установлено, что гепатоциты, расположенные в портальной зоне дольки печени, содержат 

больше гликогена, чем гепатоциты, локализованные в центральной зоне дольки (Кудрявцева и 

др., 1990, 1995, 2000, 2001; Kudryavtseva et al. 1992). Показано также, что содержание ОГ в 

гепатоцитах значительно меняется на разных фазах митотического цикла (Кудрявцев и др., 

1979; Шалахметова и др., 1980; Майтесян и др., 1983). 

В ходе развития патологического процесса в печени гетерогенность условий, в которых 

гепатоциты выполняют свои многочисленные функции, резко возрастает. В цирротически 

измененной печени гепатоциты могут локализоваться в дольках различной степени 

гипертрофированности и повреждения, в очагах воспаления и регенераторных узелках, в 

окружении тяжей фиброзной ткани различной толщины и протяженности, в областях с 
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различной степенью васкуляризации и перестройки сосудистого русла и т.д. (Кудрявцева и др., 

2004). В связи с этим неудивительно, что вариабельность клеток по содержанию ОГ возрастает 

по мере усиления тяжести поражения печени и при ЦП она достигает максимальных значений. 

Если в нормальной печени коэффициент вариации (ν) по содержанию ОГ в 4с-гепатоцитах 

составлял 21.1–30.8 %, то в цирротически измененной печени он достигал величины 40.5–

54.4 % (p < 0.001) (рис. 40, б). Схожая закономерность наблюдается и в печени человека. В 

норме и при ХГ ν по содержанию гликогена в 2с-гепатоцитах составлял 53.5 и 48.4 % 

соответственно, то при ЦП — 71.7 % (p < 0.001) (рис. 41). 

Данные, представленные в таблице 7, свидетельствуют о том, что введение глюкозы 

голодным крысам сопровождается не только увеличением содержания гликогена в гепатоцитах, 

но приводит также к увеличению их сухой массы. Через 10 мин после введения глюкозы СМГ в 

обеих группах животных увеличилась примерно в равной степени (рис. 42). Однако в 

дальнейшем, более интенсивный рост гепатоцитов наблюдался в контрольной группе крыс, у 

которых в конце эксперимента сухая масса клеток достигла 674 пг. Естественно предположить, 

что увеличение СМГ в ходе рефидинга обусловлено накоплением в них гликогена. Однако 

оказалось, что это не так, поскольку величина удельного приращения показателя преломления α 

для углеводов при интерферометрии сухой массы клеток значительно отличается от таковой 

для белков (Beneke, 1966). Специальные расчеты, проведенные нами, показали, что даже если 

углеводы составят 20 % от общей СМГ, их вклад в определение СМГ не превысит 3.2 %. 

Поэтому влиянием содержания гликогена в гепатоцитах на изменение их сухой массы в ходе 

рефидинга можно пренебречь. Исходя из того, что СМГ более чем на 80 % обусловлена 

содержанием в них белков (Бродский, 1966), можно заключить, что глюкоза вызывает быстрый 

синтез и накопление белков в гепатоцитах голодных крыс. Схожие данные были получены 

ранее (Princen et al., 1983), которые показали, что введение глюкозы крысам, голодавшим в 

течение 42–66 ч, приводит к увеличению скорости синтеза альбумина и общего белка в печени. 

Известно, что во время голодания в кровь поступает значительное количество 

аминокислот, образующихся, главным образом, при распаде сократительных белков скелетных 

мышц. В печени эти аминокислоты используются для образования глюкозы путем 

глюконеогенеза или расходуются в цикле Кребса для энергетических нужд клеток (Nelson, Cox, 

2012). Быстрое увеличение СМГ после введения глюкозы голодным крысам предполагает, что в 

этом случае, по-видимому, происходит частичное переключение субстратного потока 

аминокислот, поступающих в печень. Из-за того, что глюкоза начинает поступать в организм, 

часть аминокислот вместо использования их в процессе глюконеогенеза для образования 

глюкозы, расходуется на синтез белков в гепатоцитах. 
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Размер клеток — фундаментальный параметр, который оказывает существенное влияние 

на общий план их строения и функцию (Jorgensen, Tyers, 2004). Подавляющее большинство 

работ, в которых изучалась взаимосвязь размера клеток с их функцией, посвящено изучению 

влияния ионозависимых изменений объема клеток на их метаболизм. Показано, что изменения 

объема клеток, обусловленные их гидратацией или обезвоживанием, оказывают сильное 

влияние на многочисленные метаболические пути, включая синтез и распад белков, липогенез, 

гликолиз и синтез мочевины (Waldegger, Lang, 1998). Однако быстрые изменения размера 

гепатоцитов, вызванные их набуханием или дегидратацией, не велики по своей амплитуде и не 

сопровождаются изменением в них количества органоидов или других структур (Espelt et al., 

2008). В отличие от изменений объема клеток, вызванных гипер- и гипоосмотическими 

условиями, интервал колебаний статических размеров гепатоцитов в печени млекопитающих 

значительно шире. 

Определение СМГ нормальной и цирротической печени показало, что вариабельность 

этого параметра у голодных крыс и на разных этапах рефидинга может достигать 10 раз. Во 

многом различия между клетками по сухой массе обусловлены различиями в степени их 

плоидности. Однако даже в пределах одного класса плоидности СМГ также сильно отличается. 

Например, у голодных крыс сухая масса одноядерных 4с-клеток колеблется от 400 до 798 пг. 

Причины такой вариабельности не совсем ясны. Известно, однако, что гепатоциты выполняют 

огромное количество тканеспецифических функций, ряд которых связан с синтезом и 

секрецией белков. Полагают, что в клетках существуют циркадный, околочасовой и другие 

ритмы синтеза белков и выведения их в плазму крови (Brodsky et al., 1992; Brodsky, 2014). При 

этом различия в содержании белка, включении меченых аминокислот и выведении белка из 

гепатоцитов могут достигать в максимуме и минимуме околочасового ритма 2–4 раз (Новикова, 

Боровков, 1987). Исходя из этого, можно предположить, что вариабельность СМГ в наших 

экспериментах, связана, в основном, с колебаниями синтеза и выведения белков из клеток. 

Полагают, что размеры клеток оказывают значительное влияние на метаболизм и 

содержание ОГ в гепатоцитах. Считается, что между размером гепатоцитов и содержанием в 

них ОГ существует определенная связь, а именно, содержание ОГ выше в тех клетках, которые 

больше по размеру (Newsholme, Start, 1975). Результаты, представленные на рис. 47, а; 48, а; 

49, а; 51, а свидетельствуют о том, что в нормальной печени крысы и человека содержание ОГ 

в гепатоцитах коррелирует с их размером. Подобная зависимость наблюдается в каждом классе 

плоидности клеток. Зависимость содержания ОГ от размера гепатоцитов хорошо 

прослеживается у крысы при голодании и в ходе интенсивного синтеза гликогена в печени. 

Особенно четко, главным образом, из-за большого числа измеренных клеток, эта зависимость 

проявляется в классе одноядерных тераплоидных гепатоцитов (рис. 50, а). Наличие трех 
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субпопуляций гепатоцитов в нормальной печени (рис. 50, а), по-видимому, отражает 

присутствие клеток портальной, промежуточной и центральной зон дольки. 

В отличие от нормальной печени, в цирротической печени человека и крысы зависимость 

содержания гликогена в гепатоцитах от размера клеток отсутствует (рис. 47, б; 48, б; 49, б; 50, 

б; 51, 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. 

Таким образом, длительное хроническое повреждение печени гепатотропным ядом 

приводит к кардинальному нарушению ее архитектоники, которое выражается, прежде всего, в 

нарушении дольковой структуры и изменении клеточного состава этого органа. Несмотря на то, 

что пролиферация гепатоцитов усиливается в ходе развития ЦП и играет более важную роль, 

нежели полиплоидия или гипертрофия клеток, в восстановительном росте печени (Сакута, 

1997), она не способна в полной мере компенсировать постоянную гибель гепатоцитов. Как 

следствие, регенерация печени в ответ на повреждение приводит к резкому повышению доли 

непаренхимных клеточных элементов в органе. Нарушение дольковой структуры печени, 

приводит к снижению поступления кислорода и необходимых для жизнедеятельности 

гепатоцитов веществ, создавая условия клеточного голодания и гипоксии. Показано, например, 

что концентрация внутренних мембран митохондрий, на которых расположены ферменты, 

катализирующие реакции окислительного фосфорилирования в дыхательной цепи, снижается в 

цирротической печени почти в 1.5 раза, а общая протяженность внутренних мембран на одну 

митохондрию — примерно вдвое (Безбородкина и др., 2008). Результатом этих изменений 

является значительное снижение эффективности окислительного фосфорилирования и 

уменьшение продукции АТФ митохондриями (Fernandez-Checa et al., 1993; Harvey et al., 1999; 

Fukumura et al., 2003). Неудивительно, что столь радикальные изменения условий окружающей 

среды, в которых осуществляется жизнедеятельность гепатоцитов, влекут за собой серьезные 

сдвиги в углеводном метаболизме этого органа, в частности, гликогена (Owen, 1981; 

Kruszynska, McIntyre, 1991; Krähenbühl, Reichen, 1993; Kruszynska, 1999; Petersen et al. 1999; 

Безбородкина и др., 2008). Данные, полученные в нашей работе, свидетельствуют о том, что 

структурная перестройка паренхимы цирротической печени приводит не только к ухудшению 

способности гепатоцитов накапливать гликоген (рис. 39), но сопровождается также 

значительными изменениями его структуры. 

Согласно наиболее распространенной на сегодня точке зрения полная молекула гликогена 

(β-частица) состоит из прогликогена (ПГ) и макрогликогена (МГ). ПГ представлен восемью 

внутренними ярусами молекулы (~ 5 % остатков глюкозы) и служит платформой для 
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последующего синтеза МГ. МГ включает 4 внешних яруса молекулы гликогена, которые 

содержат ~ 95 % остатков глюкозы (Lomako et al., 1991, 1993; Melendez-Hevia et al., 1993; 

Alonso et al., 1995; Melendez et al., 1997, 1999). Разделение гликогена на ПГ и МГ позволило 

более детально взглянуть на процесс ресинтеза гликогена после голодания и физической 

нагрузки. 

Во многих работах, проведенных на скелетных мышцах крысы и человека, было показано, 

что ПГ играет ведущую роль в восстановлении запасов гликогена после их истощения в ходе 

мышечных сокращений (Adamo et al., 1998; Battram et al., 2004; Wilson 2009; Granlund, 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, Graham, 2004; Shearer et al., 2005). Другими словами, восстановление 

запасов гликогена в скелетных мышцах у этих видов млекопитающих происходило, в основном, 

не путем заполнения внешних ярусов молекул гликогена остатками глюкозы и, следовательно, 

увеличения размера β-частиц, а за счет интенсивного синтеза новых молекул ПГ. Однако 

скорость восстановления запасов гликогена после их истощения и характер взаимодействия ПГ 

и МГ во время его ресинтеза гликогена, по-видимому, могут сильно отличаться у разных видов 

млекопитающих. Показано, например, что, по сравнению с человеком и крысой, ресинтез 

гликогена в скелетных мышцах лошади во время отдыха после тяжелой продолжительной 

физической нагрузки происходит гораздо медленнее. Для полного восстановления 

первоначальных запасов гликогена в скелетных мышцах лошади требуется трое суток, тогда 

как у человека для этого достаточно 24 часов (Hyyppä, 2007). Другое важное отличие 

метаболизма гликогена в скелетных мышцах лошади заключается в том, что ресинтез гликогена 

после нагрузки происходит у них, главным образом, за счет МГ, особенно в начальном (1–24 ч) 

периоде отдыха (Bröjer et al., 2006). Различия скоростей ресинтеза ПГ и МГ в скелетных 

мышцах связывают с уровнем истощения гликогена. Крайние степени его истощения, вероятно, 

требуют формирования новых гранул гликогена, а не добавления глюкозы к существующим 

гранулам. Эту гипотезу подтверждают данные, полученные Шерером 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). 

Данные, представленные на рис. 53, а свидетельствуют о том, что, в отличие от скелетных 

мышц крысы, гликоген в печени накапливается, главным образом, за счет МГ. Содержание ПГ 

в гепатоцитах сопоставимо с содержанием МГ лишь у голодных крыс контрольной группы, у 

которых оно составляет примерно половину всего гликогена (рис. 53, а). В дальнейшем, в ходе 

гликогенеза после введения глюкозы голодным крысам, содержание ПГ слабо изменялось, 

причем в гепатоцитах нормальной печени на всех стадиях рефидинга оно заметно превышало 
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таковое в клетках цирротической печени (рис. 52, б). В гепатоцитах нормальной печени 

человека доля МГ достигает более высоких значений (~ 88 %) по сравнению с крысой, но при 

патологии относительное содержание МГ в клетках снижается (рис. 54). Эти данные 

подтверждают результаты более ранних исследований, проведенных на гепатоцитах 

нормальной и патологически измененной печени крысы и человека (Кудрявцева, 1987; 

Кудрявцева и др., 1988, 1990; 1992, 1994, 2000, 2001, 2002; Kudryavtseva et al., 2003). 

Полученные данные позволяют заключить, 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 частиц. 

Детальный анализ гликогенеза в нормальной и цирротической печени показал, что 

степень заполнения внешних ярусов частиц гликогена в клетках нормальной печени голодных 

крыс ниже, чем при ЦП. Гликоген в гепатоцитах нормальной печени голодных крыс, в среднем, 

состоит из гранул, содержащих прогликогеновую часть (1–8-й ярусы) и заполненный на 90 % 9-

й ярус (рис. 56, а), а в цирротической печени — из частиц, содержащих 1–9-й ярусы и 

заполненный ~ на 60 % 10-й ярус (рис. 56, б). Все дальнейшие события при рефидинге, в ходе 

которого остатки глюкозы присоединяются к внешним ярусам МГ, в нормальной печени 

происходят, в основном, на 10-м ярусе (рис. 56, а), а в цирротической печени — на 11-м ярусе 

β-частиц (рис. 56, б). В исследованном временном интервале, несмотря на значительное 

накопление гликогена в гепатоцитах, клетки, у которых бы весь гликоген состоял только из 12-

ярусных частиц, не обнаружены. Однако в единичных клетках степень заполнения внешних 

ярусов частиц гликогена, как в норме, так и при ЦП, могла достигать 11.3–11.4 яруса. 

По сравнению с крысой, степень заполнения внешних ярусов частиц гликогена в 

гепатоцитах нормальной печени человека оказалась выше. В гепатоцитах нормальной печени 

крысы максимальное заполнение внешних ярусов молекул гликогена на любой стадии 

рефидинга ограничивалось 10-м ярусом (рис. 56, а), тогда как у человека в гранулах был 

заполнен не только 11-й ярус, но и 20 % 12-го яруса (рис. 58). Соответственно в нормальной 

печени человека число клеток с высокой степенью заполнения внешних ярусов молекул 

гликогена оказалось больше, чем у крысы. Отдельные гепатоциты в нормальной печени 

человека содержали гликоген, состоящий из частиц с почти полностью заполненным 12-м 

ярусом (11.87–11.95 яруса). Однако в гепатоцитах цирротической печени человека степень 

заполнения внешних ярусов частиц гликогена оказалась схожей с гепатоцитами крысы с ЦП, в 

β-частицах которых был полностью заполнен 10-й ярус и часть 11-го (рис. 56, б и рис. 58). 

Несмотря на более низкую степень заполнения внешних ярусов молекул гликогена в 

гепатоцитах цирротической печени человека, содержание ОГ в клетках было в 2.3 раза выше, 
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чем в гепатоцитах нормальной печени, подтверждая тем самым данные более ранних работ 

нашей лаборатории (Кудрявцева, 1987; Кудрявцева и др., 1989, 1992, 1994, 2000, 2001, 2002). 

Этот результат позволяет сделать вывод о том, что число гранул гликогена в гепатоцитах 

значительно увеличивается по мере развития патологического процесса в печени. Расчеты 

показали, что, если принять среднее количество β-частиц в гепатоцитах нормальной печени за 

1.0, то при хроническом гепатите их число составит 2.06, а при ЦП — 3.25. 

Содержание гликогена в гепатоцитах не может расти бесконечно, поэтому должны 

существовать механизмы, ограничивающие его беспредельное накопление. Действительно, при 

исследовании скорости накопления гликогена в печени мышей после приема смешанной пищи 

было найдено, что повышение концентрации гликогена в форме глюкозы до 275–375 мкМ/г 

сырого веса печени приводит к ингибированию активности гликогенсинтазы (ГС). В отличие от 

ГС, активность гликогенфосфорилазы а (ГФа) увеличивалась с повышением концентрации 

гликогена в печени (Chen et al., 1993). Эти данные были подтверждены при 

цитофотометрическом исследовании содержания гликогена в гепатоцитах крысы 

(Безбородкина, 2006). Автор показала, что предел накопления гликогена в гепатоцитах 

нормальной печени составляет 240–250 пг (300–310 мкмолей глюкозы в форме гликогена на 1 г 

сырой печени). Однако в цирротической печени величина предела в накоплении гликогена 

оказалась выше из-за ухудшения деградации гликогена. 

Существование предела в накоплении гликогена в клетках предполагает наличие оборота 

гликогена, важную роль в котором играют ключевые ферменты гликогенеза и гликогенолиза 

(ГС и ГФа). Соотношение активностей этих ферментов собственно и определяет содержание и 

скорость накопления гликогена в гепатоцитах. Существование одновременной активности ГС и 

ГФа в условиях чистого синтеза гликогена предполагалось уже в ранних работах (Newman, 

Armstrong, 1978; Katz et al., 1979; Van de Werve, Jeanrenaud, 1987). Позже это было 

подтверждено на печени голодных анестезированных крыс, у которых скорость распада 

гликогена составляла около 15 % от скорости его чистого синтеза; у сытых крыс она была еще 

выше (David et al., 1990). В дальнейшем было установлено, что после введения глюкозы 

собакам синтез гликогена, глюконеогенез и гликолиз в печени могут протекать одновременно 

(Moore et al., 1991). При исследовании оборота гликогена у сытых и голодных (12–14 ч ночного 

голодания) здоровых волонтеров было найдено, что синтез и распад гликогена в печени могут 

происходить одновременно. Однако относительная скорость оборота гликогена была выше у 

сытых людей, чем у голодных и составляла 57 % и 31 % соответственно. Авторы пришли к 

заключению о том, что концентрация гликогена может регулировать скорость гликогенолиза, а 

оборот гликогена является важным фактором в ограничении его накопления в печени человека 

(Magnusson et al., 1994). 
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Данные о скорости оборота гликогена при патологии печени немногочисленны и 

противоречивы. Измерение оборота гликогена в печени больных диабетом при использовании 

глюкозы показало, что оборот гликогена у этих пациентов невелик и составляет от 2 до 12 % 

(Waignot et al., 1991). ЯМР-спектроскопия с использованием 
13

С- и 
12

С-глюкозы позволила 

установить, что чистая скорость гликогенолиза в печени больных ЦП в 3.5 раза ниже, чем у 

здоровых людей. Расчеты показали, что при ЦП гликогенолиз ответственен лишь за 13 % 

продукции глюкозы, в то время как в норме его вклад в продукцию глюкозы составлял около 

40 %. По сравнению с гликогенолизом скорость глюконеогенеза у больных ЦП оказалась 

заметно выше, чем у здоровых людей (Petersen et al., 1999). В отличие от вышеприведенных 

данных, Шнейтер с соавторами при расчете оборота УДФ-глюкозы в ходе непрерывной 

инфузии 
13

С-галактозы не нашли различий в обороте УДФ-глюкозы у больных ЦП по 

сравнению с нормой. На основании этих данных авторы заключили, что послеобеденный синтез 

гликогена в печени пациентов с прогрессирующим ЦП не изменяется (Schneiter et al., 1999). 

Определение активности ГС и ГФа в нормальной и цирротической печени крыс в ходе 

рефидинга животных глюкозой, проведенное нами, показало, что активность ГС, как в 

нормальной, так и цирротической печени быстро растет после введения глюкозы. Тем не менее, 

в течение исследованного временного интервала активность ГС цирротической печени 

оказалась на 6.2 % ниже, чем в нормальном органе. В отличие от ГС, активность ГФа в 

нормальной печени быстро падала после введения глюкозы, но через 60 мин активность ГФа 

вновь возрастала, быстро достигая уровня характерного для голодных крыс. Активность ГФа в 

цирротической печени голодных крыс очень низка и в течение первых 30 мин после начала 

рефидинга оставалась на столь же низком уровне. После небольшого кратковременного 

подъема на 75-й мин после введения глюкозы, активность ГФа вновь снижалась до исходного 

уровня (Bezborodkina et al., 2014). 

Таким образом, полученные нами данные подтвердили присутствие одновременной 

активности ГС и ГФа в клетках нормальной печени и, следовательно, оборота гликогена. 

Существование предела накопления гликогена в клетках и его оборота предполагает, что 

некоторое количество глюкозы поступающей в гепатоциты в течение абсорбтивного периода не 

используется для синтеза гликогена. Скорее всего, эта часть глюкозы в ходе гликолиза 

превращается в ацетил-коэнзим А и используется в гепатоцитах обычным путем для синтеза 

жиров (Губарева, 2005). 

Содержание ОГ в гепатоцитах определяется, как количеством β-частиц, так и степенью 

заполнения их внешних ярусов. Максимально четыре внешних яруса молекулы гликогена могут 

включать ~ 95 % остатков глюкозы или ~ 3850 их цепей (Roach et al., 2012). Исследование 

распределения гепатоцитов по числу цепей глюкозных остатков, содержащихся в них, 
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показало, что на ранних этапах гликогенеза (0–45-я мин) клетки нормальной печени крысы 

достаточно синхронно участвуют в накоплении гликогена. На это указывает небольшой 

коэффициент вариации распределения клеток по содержанию цепей глюкозных остатков 

(ν < 20 %) (рис. 59). Однако, начиная с 60-й мин, синхронность накопления гликогена в 

популяции гепатоцитов резко изменяется, возможно, из-за того, что в это время синтез и 

деградация гликогена начинают протекать одновременно (ν > 20 %) (рис. 59). В отличие от 

нормальной печени, при ЦП на всех этапах рефидинга наблюдается высокая вариабельность 

гепатоцитов по степени заполнения внешних ярусов частиц гликогена (ν > 20 %) (рис. 60), 

вероятно, обусловленная повышенной гетерогенностью условий окружающей среды, в которой 

происходит ресинтез гликогена в гепатоцитах. Интересной особенностью гликогенеза в 

гепатоцитах нормальной печени крысы (рис. 61) является то, что на первых этапах этого 

процесса (0–30-я мин) накопление гликогена происходит преимущественно за счет увеличения 

числа гранул, а позднее путем заполнения их внешних ярусов (45, 60 и 90-я мин рефидинга). 

При ЦП, в отличие от нормальной печени, процесс заполнения внешних ярусов молекул 

гликогена выражен на всех этапах рефидинга (рис. 62). 

Информация о динамике ярусной структуры гранул гликогена, имеющаяся в литературе, 

базируется, главным образом, на данных о размерах частиц гликогена в скелетных мышцах 

человека с помощью методов электронной микроскопии (ЭМ). Электронно-микроскопический 

анализ распределения частиц гликогена по размеру показал, что их диаметр варьирует от 10 до 

44 нм и, в среднем, близок к 25 нм. Это значение примерно соответствует диаметру 7–8-

ярусной частицы гликогена (Marchand et al., 2002; Shearer, Graham, 2004; Graham et al., 2010). 

Гранул с диаметром более 44 нм не было обнаружено, что согласуется с теоретическими 

представлениями о структуре молекул гликогена (Goldsmith et al., 1982). Элснер с соавторами 

(Elsner et al., 2002) при ЭМ-исследовании гликогенеза на культивируемых мышечных 

трубочках показали, что хотя ярусы 9–12-й (диаметр 30.6–42 нм) могут вмещать наибольшее 

количество остатков глюкозы, размер гранул при стимуляции синтеза гликогена увеличивался 

лишь с 24.9 до 28.1 нм (ярусы 7→9-й). Авторы заключили, что запасание гликогена в клетках 

связано не с формированием дополнительных ярусов (9–12-го) на уже имеющихся частицах 

гликогена, а с образованием новых 7–8-ярусных гранул. В течение гликогенолиза, в ходе 

которого происходит деструкция некоторого числа гранул, средний диаметр их уменьшался до 

24.4 нм. Определение диаметра гранул гликогена в скелетных мышцах человека с помощью ЭМ 

через различные интервалы времени после продолжительной, но умеренной нагрузки 

обнаружило, что хотя средний диаметр гранул при восстановлении мышц удваивался, лишь 

небольшое их количество имело диаметр соответствующий макрогликогену. Увеличение 

содержания гликогена в мышцах в начале периода восстановления (0–4 ч) происходило, как и в 
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культивируемых мышечных трубочках, преимущественно за счет увеличения числа гранул, а в 

последующие 44 ч путем увеличения их объема (Marchand et al., 2007). Немногочисленные 

исследования размера 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, анализ литературы показал, что все имеющиеся в настоящее время 

исследования по структуре молекул гликогена основаны либо на изучении динамики про- и 

макрогликогена с помощью цитохимических методик, либо на измерении размера молекул с 

помощью ЭМ и эксклюзионной хроматографии. Иные подходы для изучения внутренней 

структуры гликогена отсутствовали. Поэтому в нашей работе для исследования 

пространственной структуры гликогена в клетках мы применили метод FRET (Förster Resonance 

Energy Transfer), который позволяет определять расстояние между молекулами-флуорофорами, 

участвующими в передаче энергии. Фёрстеровское расстояние (R0) для пары красителей, 

использованных в данной работе — аурамина-SO2 (Au-SO2) (донор, Don) и бромистого этидия-

SO2 (EtBr-SO2) (акцептор, Ac), составляет по нашим данным 3.2 нм (см. раздел 2.6.4 в главе 

«Материалы и методы исследования»). Согласно расчетам, среднее расстояние между ярусами 

молекулы гликогена, общий радиус которой равен ~ 21 нм, составляет ~ 1.9 нм (Goldsmith et al., 

1982; Shearer, Graham, 2004; Roach et al., 2012). Мы полагаем (см. раздел 2.4.3, 2.4.5 в главе 

«Материалы и методы исследования»), что реактив типа Шиффа Au-SO2 при окрашивании 

клеток с помощью PAS-реакции выявляет ПГ, т.е. остатки глюкозы, расположенные на ярусах с 

1-го по 8-й молекулы гликогена, а EtBr-SO2 — МГ (остатки глюкозы, расположенные на ярусах 

с 9-го по 12-й). Следовательно, в фёрстеровском взаимодействии могут участвовать только 

молекулы Au, связанные с остатками глюкозы ПГ (7-й и 8-й ярусы), которые передают 

энергию, и молекулы EtBr, связанные с остатками глюкозы МГ (9-й и 10-й ярусы), 

принимающие энергию излучения (см. раздел 2.6.4 в главе «Материалы и методы 

исследования», рис. 33). 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 того, что 

расстояние между молекулами донора (Au) и акцептора (EtBr) будет превышать R0. Таким 

образом, эффективность FRET (EFRET) при использовании нашего метода будет сильно зависеть 

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 Don не может передаваться на Ac. 

Поэтому наличие в клетках большого количества β-частиц, состоящих только из ПГ, будет 

снижать уровень EFRET. С другой стороны, даже полное заполнение 11-го и 12-го ярусов не 
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приведет к повышению EFRET из-за того, что расстояние между 8-м и 11-м ярусами (~ 5.7 нм) 

будет значительно превышать R0 (3.2 нм) для пары использованных нами красителей. 

Измерение EFRET в индивидуальных гепатоцитах крыс нормальной и цирротической 

печени через различные интервалы времени после введения голодным крысам глюкозы 

показало, что в клетках нормальной печени этот показатель, в среднем, ~ в 3.3 раза выше, чем в 

клетках цирротической печени (рис. 64). В начале рефидинга (0–30-я мин) EFRET в гепатоцитах 

нормальной печени увеличивалась более чем вдвое, но затем оставалась примерно на одном 

уровне. В гепатоцитах цирротической печени, наоборот, EFRET оставалась стабильной до 75-

й мин после начала рефидинга, а затем снижалась примерно в 2 раза. Поскольку в клетках 

нормальной печени, в отличие от клеток крыс с ЦП, 9-й и, особенно, 10-й ярусы в молекулах 

гликогена остаются не полностью заполненными (рис. 56, а), можно ожидать увеличения EFRET 

по мере заполнения этих ярусов. Это предположение подтверждается результатами, 

представленными на рис. 65 и рис. 66, 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. 

Важным достоинством метода FRET является его высокая чувствительность к изменению 

расстояния между молекулами Don и Ac (r): при увеличении r, превышающего R0 для данной 

пары красителей, EFRET будет падать. r в ходе рефидинга, в среднем, составило 4.401 ± 0.004 нм 

в гепатоцитах нормальной печени и 5.447 ± 0.009 нм в клетках цирротической печени (рис. 67). 

Определение r в клетках нормальной и цирротической печени на различных этапах 

рефидинга показало, что по мере заполнения внешних ярусов гликогена остатками глюкозы, r 

уменьшается. В среднем, за весь период гликогенеза в гепатоцитах нормальной печени r 

уменьшается на 1.08 ± 0.18 нм, 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), а при ЦП — лишь 

на одном сроке (90-я мин), где Δr составило 2.23 нм (рис. 68 и рис. 69). 

Таким образом, увеличение EFRET в клетках нормальной печени крысы на начальных 

стадиях гликогенеза (0–30-я мин) (рис. 64) по сравнению с клетками цирротической печени 

обусловлено, в основном, двумя обстоятельствами. Во-первых, меньшим расстоянием между 

ЦОГ на 7–10-м ярусах и, во-вторых, меньшей степенью заполнения 10-го яруса молекул 

гликогена. 

Определение EFRET в клетках печени человека позволило установить, что в гепатоцитах 

нормальной печени этот показатель примерно в 4 раза ниже, чем в гепатоцитах нормальной 

печени крыс (рис. 64 и рис. 71). EFRET в клетках печени человека увеличивалась по мере 

развития патологического процесса в органе (рис. 71). Как говорилось выше, внешние ярусы в 
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молекулах гликогена нормальной и патологически измененной печени человека заполнены в 

большей степени, чем у крысы. В среднем, в β-частицах нормальной печени полностью 

заполнен 11-й ярус и часть 12-го, а в частицах гликогена патологически измененной печени 

(при ХГ и ЦП) полностью заполнен 10-й ярус и часть 11-го яруса (рис. 58). В этих условиях 

трудно ожидать столь сильных различий в EFRET между клетками нормальной и цирротической 

печени человека. Однако анализ распределения гепатоцитов человека по степени заполнения 

внешних ярусов молекул гликогена показал, что в нормальной печени присутствует заметная 

доля гепатоцитов (~ 5 %) с небольшой степенью заполнения внешних ярусов, с глюкозными 

остатками, находящимися на 9-м и 10-м ярусах. Гранулы гликогена в этих клетках собственно и 

участвуют в фёрстеровской передаче энергии. Количество клеток с частицами, в которых 

глюкозные остатки находятся на 9-м и 10-м ярусах, увеличивается по мере развития 

патологического процесса в печени. При ХГ их доля составляет ~ 30 %, а при ЦП ~ 9 % 

(рис. 63), что приводит к повышению EFRET. 

Определение r в клетках нормальной и цирротической печени человека показало, что при 

ХГ и ЦП оно меньше, чем в нормальной печени (рис. 73). В гепатоцитах нормальной печени 

человека r составляет, в среднем, 6.14 ± 0.05 нм, при ХГ — 5.69 ± 0.04 нм, а при ЦП — 

4.88 ± 0.02 нм. Исследование распределения гепатоцитов по этому показателю позволило 

установить, что в нормальной печени доля клеток, у которых Don и Ac находятся на расстоянии 

фёрстеровского взаимодействия, невелика (~ 0.6 %). Однако доля таких клеток увеличивается 

при усилении поражения печени: при ХГ они составляют ~ 4.4 %, а при ЦП ~ 33.8 % (рис. 74). 

Дополнительный анализ показал, что по мере заполнения внешних ярусов молекул гликогена 

остатками глюкозы в гепатоцитах нормальной и патологически измененной печени человека, r 

уменьшается, причем в нормальной печени эта зависимость значительно более выражена, чем 

при ХГ и ЦП (Δr = 2.94, 2.03 и 0.55 нм соответственно) (рис. 75). 

Полученные данные позволили заключить, что более высокая EFRET в гепатоцитах 

цирротической печени человека по сравнению с клетками нормальной печени обусловлена 

несколькими причинами: 1) большим числом клеток в популяции, в которых глюкозные 

остатки в частицах гликогена находятся на 9-м и 10-м ярусах (рис. 63); 2) меньшим, в среднем, 

расстоянием между Don и Ac (рис.73); 3) бόльшим числом клеток, в которых Ac и Don, 

находятся на расстоянии фёрстеровского взаимодействия (рис. 74). 

Таким образом, FRET-анализ структуры гликогена в гепатоцитах человека показал, что 

она заметно отличается от структуры гликогена крысы. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Синтез гликогена в гепатоцитах происходит с высокой скоростью, которая сравнима или 

даже превышает скорость синтеза ДНК, РНК и белков. Минимальная скорость присоединения 

остатков глюкозы к растущим молекулам гликогена составляет около 6.3 × 10
3
/мин 

(Безбородкина и др., 2008). Скорость отщепления остатков глюкозы, по-видимому, еще выше. 

Очевидно, что столь высокие скорости оборота гликогена в клетках обусловлены 

специфическим строением его молекул и взаимодействием с различными ферментами его 

метаболизма, прежде всего с гликогенсинтазой и гликогенфосфорилазой. Однако в настоящее 

время наши сведения о пространственной структуре молекул гликогена еще очень скудны. 

Гипотеза о структуре гликогена, основанная на существовании его особых форм — 

прогликогена и макрогликогена (Lomako et al., 1991, 1993; Alonso et al., 1995; Melendez et al., 

1997), далеко не безупречна (Marchand et al 2002; James et al. 2008). Тем не менее, несмотря на 

определенные недостатки, эта гипотеза существенно продвинула наши знания о структуре 

гликогена. Основываясь на представлениях о прогликогене и макрогликогене, было 

установлено, что их динамика резко отличается в различных тканях и при различных 

физиологических состояниях организма. Полученные в нашей работе данные показали, что 

структура гликогена в гепатоцитах может отличаться у разных видов млекопитающих. Она 

изменяется при патологии и в ходе гликогенеза. Найдено также, что, в отличие от скелетных 

мышц, накопление гликогена в гепатоцитах происходит не за счет синтеза его новых молекул, 

а, главным образом, путем увеличения степени заполнения внешних ярусов уже существующих 

в гепатоцитах молекул гликогена. Показано, что расстояние между внешними ярусами 

молекулы гликогена уменьшается по мере увеличения степени их заполнения, и этот результат 

согласуется с представлением о том, что β-частица способна регулировать свой размер (Madsen, 

Cori, 1958). 

На пути создания более совершенных представлений о пространственной структуре 

гликогена делаются только первые робкие шаги, к числу которых относится и наша работа. 

Основной вывод наших исследований довольно оптимистичен. Он заключается в том, что, 

несмотря на однородность состава огромной молекулы гликогена (~ 10
7
 Da), включающей 

около 55000 остатков глюкозы, ее пространственная структура, несомненно, поддается анализу. 

Наша работа показала, что исследование структуры гликогена можно проводить не только на 

гликогене, изолированном из тканей, как это делается обычно, но и в условиях in situ. С 

помощью использованных нами цитофотометрических методов можно получать данные об 

особенностях структуры гликогена в данной конкретной клетке. Хотя гликоген в ткани 

находится в сложном взаимодействии с множеством других веществ, высокая чувствительность 
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и точность использованных нами методов позволяет соотнести содержание и структуру 

гликогена в клетке с ее специфическими морфологическими и метаболическими 

особенностями. 

Среди перспективных подходов для дальнейшего изучения структуры гликогена в клетках 

нам представляется использование красителей с различным типом взаимодействия с остатками 

глюкозы в молекулах гликогена, в сочетании с цитофотометрическими методами исследования. 

Метод FRET, использованный в данной работе, оказался очень полезным для исследования 

пространственной структуры гликогена. Дальнейшее его совершенствование в этом 

направлении связано, на наш взгляд, с применением других методик, нежели FRET АВ, и 

других пар флуоресцирующих красителей для использования их в качестве доноров и 

акцепторов. 

 

ВЫВОДЫ 

 

1.  В процессе гликогенеза сухая масса гепатоцитов и содержание в них гликогена, как в 

нормальной, так и в цирротической печени крысы, изменяются пропорционально дозе генов. 

2.  В нормальной печени человека и крысы содержание гликогена в гепатоцитах зависит 

от размера клеток, а в цирротической печени такая зависимость отсутствует. 

3.  Разработанный нами микрофлуориметрический метод позволяет оценить содержание и 

структуру гликогена в отдельных гепатоцитах. 

4.  В гепатоцитах нормальной печени крысы изменение содержания общего гликогена на 

ранних стадиях гликогенеза обусловлено синтезом новых β-частиц, на поздних — 

присоединением глюкозных остатков к частицам, уже имеющимся в клетках; в гепатоцитах 

цирротической печени крысы изменение содержания общего гликогена на протяжении всего 

гликогенеза обусловлено лишь 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 крысы, 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 уменьшается по мере заполнения их 

остатками глюкозы, подтверждая тем самым гипотезу о саморегулируемости размера частиц.
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