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Резюме
Введение. Для терапии неалкогольной жировой болезни печени (НАЖБП) активно используют препараты-гепатопротекторы. 
Существующие модели неалкогольной жировой болезни печени, применяемые для изучения эффективности лекарственных препаратов, 
характеризуются большой длительностью воспроизведения и высокой смертностью тест-систем, в связи с чем актуальной задачей 
является апробация скрининговой модели данной патологии. В ряде исследований показана гепатотоксическая активность оротовой 
кислоты (ОК), видоспецифичная для крыс, приводящая к развитию НАЖБП.
Цель. Апробация модели НАЖБП, индуцированной оротовой кислотой на 2 видах грызунов (мыши и крысы), изучение обратимости 
патологии под действием референтного препарата (урсодезоксихолевая кислота – УДХК).
Материалы и методы. Исследование проведено на аутбредных крысах самцах массой 260–265 г (n = 21) и инбредных мышах самцах линии 
C57BL/6 массой 16–18 г (n = 30). Методом рандомизации крысы были разделены на 3 группы (по 7 крыс в каждой): 1-я группа – интактные 
животные; 2-я – модель НАЖБП; 3-я – модель НАЖБП + УДХК; мыши были разделены на 2 группы (по 10 и 20 мышей соответственно): 
1-я группа – интактные животные; 2-я – модель НАЖБП. НАЖБП моделировали высокоуглеводной диетой с оротовой кислотой (75 % 
стандартный корм, 24 % фруктозы и 1 % оротата калия). УДХК вводили после первой контрольной точки 1 раз в день через зонд в пересчете 
150 мг/кг. Проведено биохимическое и гистологическое исследование.
Результаты и обсуждение. Выявлено, что высокоуглеводная диета с добавлением 1 % оротата калия в течение 4 недель вызывает 
средневыраженную баллонную дистрофию, слабовыраженный гепатит и увеличение содержания аланинаминотрансферазы и 
аспартатаминотрансферазы в крови у крыс и менее значимые изменения у мышей. Также отмечена низкая смертность животных. 
Применение УДХК на заявленной модели вызывает уменьшение выраженности дистрофии печени и снижение уровня печеночных 
ферментов в крови.
Заключение. На основании проведенных экспериментов оптимальной тест-системой на воспроизведенной модели оказались 
крысы, а высокожировая диета с добавлением оротовой кислоты позволяет осуществлять скрининговые исследования препаратов с 
гепатотропной активностью.

Ключевые слова: НАЖБП, урсодезоксихолевая кислота, аланинаминотрансфераза, аспартатаминотрансфераза, баллонная дистрофия, 
гепатит
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Abstract
Introduction. For the treatment of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), hepatoprotective drugs are actively used. The existing models of 
non-alcoholic fatty liver disease used to study the effectiveness of medicinal products are characterized by a long duration of recovery and high 
mortality of test systems, in connection with which, the actual task is to test the screening model of this pathology. A number of studies have 
shown the hepatotoxic activity of orotic acid (OK), species-specific for rats, leading to the development of NAFLD.
Aim. Approbation of the NAFLD model induced by orotic acid on 2 rodent species (mice and rats), research of the reversibility of pathology under 
the action of a reference drug (ursodeoxycholic acid – UDCA).
Materials and methods. The reseacrh was conducted on outbred male rats weighing 260–265 g (n = 21) and inbred male mice of the C57BL/6 
line weighing 16–18 g (n = 30). By randomization, the rats were divided into 3 groups (7 rats each): group 1 – intact animals; group 2 – NAFLD 
model; group 3 – NAFLD + UDCA model, mice were divided into 2 groups (10 and 20 mice, respectively): group 1 – intact animals; group 2 – NAFLD 
model. NAFLD was modeled by a high-carbohydrate diet with orotic acid (75 % standard feed, 24 % fructose and 1 % potassium orotate). UDCA was 
administered after the first control point 1 time a day through a probe in terms of 150 mg/kg. Biochemical and histological examination was 
carried out.
Results and discussion. It was revealed that a high-carbohydrate diet with the addition of 1 % potassium orotate for 4 weeks causes moderate 
balloon dystrophy, mild hepatitis and an increase in the content of alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase in the blood of rats 
and less significant changes in mice. Low animal mortality was also noted. The use of UDCA on the claimed model causes a decrease in the severity 
of liver dystrophy and a decrease in the level of liver enzymes in the blood.
Conclusion. Based on the conducted experiments, rats turned out to be the optimal test system on the reproduced model, and a high-fat diet with 
the addition of orotic acid allows screening studies of drugs with hepatotropic activity.
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ВВЕДЕНИЕ
НАЖБП в настоящее время является одной из са-

мых актуальных для исследования патологий пече-
ни, распространенность которой в мире варьирует от  
6,3 до 33 %, в среднем 24 % [1]. НАЖБП объединяет в 
себе различные морфофизиологические изменения  
в печени, связанные с избыточным накоплением жи-
ров в гепатоцитах, тесно связанных с ожирением и 
метаболическим синдромом [2, 3].

В большинстве случаев жировая дистрофия пече-
ни характеризуется непрогрессирующим течением с 
благоприятным прогнозом, но нередки случаи про-
грессирования развития патологии, переходящей в 
цирроз, поэтому изучение НАЖБП является актуаль-
ным направлением и требует развития доступных и 
качественных моделей, воспроизводимых в короткие 
сроки [4].

Существующие методики воспроизведения НАЖБП 
связаны с высоким риском смерти животных и боль-
шой продолжительностью моделирования  [5, 6], по-

этому целью работы стала апробация краткосрочной 
доклинической (скрининговой) модели НАЖБП [7, 8].

Для терапии неалкогольной жировой болезни пе-
чени (НАЖБП) активно используют препараты-гепа-
топротекторы [9]. В ряде исследований показано 
гепатотоксическое действие оротовой кислоты, спо-
собной индуцировать НАЖБП у грызунов [10–13]. В ка-
честве препарата-гепатопротектора использовалась 
УДХК, широко применяемая в практике при лечении 
различных заболеваний печени [14]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на аутбредных крысах 
самцах массой 260–265 г (n = 21) и инбредных мышах 
самцах линии C57BL/6 массой 16–18  г (n = 30). Мето-
дом рандомизации крысы были разделены на 3  груп-
пы (по 7 крыс в каждой): 1-я группа – интактные живот-
ные; 2-я – модель НАЖБП; 3-я – модель НАЖБП + УДХК; 
мыши были разделены на 2  группы (10 и 20 мышей 
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соответственно): 1-я группа  – интактные животные; 
2-я  – модель НАЖБП. Исследуемый препарат вводи-
ли после первой контрольной точки 1 раз в день че-
рез зонд в дозе 150 мг/кг. Расчет дозировок препара-
та для введения животным проводили при помощи 
коэффициентов пересчета доз для крысы и человека  
в зависимости от массы тела по E. J. Freireich (1966) [15].

Животные содержались в стандартных условиях  
в соответствии с санитарно-эпидемиологическими 
требованиями к устройству, оборудованию и содер-
жанию экспериментально-биологических клиник (ви-
вариев), методическими указаниями по содержанию 
и использованию лабораторных животных (Guide 
for the care and use of laboratory animals. National 
Academy press. – Washington, DC, 1996) и Директивой  
2010/63/EU европейского парламента и совета ев-
ропейского союза от 22 сентября 2010 года по охра-
не животных, используемых в научных целях (Rats-01-
NASH-21 и Mice-02-NASH-21).

НАЖБП моделировали, сочетая высокоуглевод-
ную диету и введение оротовой кислоты (в форме 
оротата калия) в течение 4 недель. В состав диеты вхо-
дили 75 % лабораторного корма, 24 % фруктозы и 1 % 
оротата калия. Интактные животные получали стан-
дартный комбикорм.

В ходе эксперимента оценивали летальность, а 
также массу тела животных (1 раз в 2 недели). В точ-
ке, соответствующей 4 неделям эксперимента (1  конт- 
рольная точка), выводили вторую группу крыс и вто-
рую группу мышей, брали кровь с последующим  
биохимическим анализом [определяли активность 
аланинаминотрансферазы (АЛТ) и аспартатамино- 
трансферазы (АСТ)] и забирали печень для гистоло-
гического исследования. Третью группу крыс пере-
водили на стандартный корм и ежедневное введение  
урсодезоксихолевой кислоты 150  мг/кг через зонд. 
Во 2-й контрольной точке (8 недель эксперимента) 
были выведены все оставшиеся животные. Эвтаназию 
животных проводили в соответствии с внутренним 
стандартизированным операционным протоколом  
путем усыпления углекислым газом в CO2-боксе мо-
дели THF3481-V01 (BIOSCAPE (EHRET), Германия) с по-
следующим сливанием крови через гильотиниро-
вание. Проводили биохимическое исследование 
забранной крови. Уровень АЛТ и АСТ определяли по 
общепринятым методикам с помощью стандартных 
наборов реактивов на автоматическом биохимиче-
ском анализаторе ERBA XL-100 (Erba group, Чехия).

Полученные органы помещались в 10%-й забуфе-
ренный формалин и фиксировались в течение 24  ч. 
Далее производилась вырезка образцов и помеще-
ние их в гистологические кассеты. Образцы тканей 
подвергались стандартной гистологической провод-
ке в гистопроцессоре Thermo Scientific Excelsior AS 
(Thermo Shandon Limited, Англия), после чего проис-
ходила заливка в парафин и микротомия с использо-

ванием ротационного микротома. Срезы толщиной 
3–3,5  мкм помещались на предметные стекла, окра-
шивались гематоксилином и эозином. Аналитиче-
ский этап работы проводился с использованием про-
ходящего света и микроскопа Axio Scope A1 (Carl  
Zeiss, Германия). Оценивали следующие признаки: 
выраженность баллонной, жировой и вакуольной 
дистрофии, степень активности гепатита (0 – отсутст- 
вие признака; 1 – слабо выраженный; 2 – умеренно 
выраженный; 3 – выраженный признак). 

Статистическую проверку на нормальность рас-
пределения количественных признаков при малом 
числе наблюдений проводили с использованием 
W-критерия Шапиро – Уилка. С учетом распределе-
ния количественных данных, которое удовлетворяло 
критериям нормальности в качестве статистической 
обработки результатов исследования выполняли рас-
чет средних значений и стандартных ошибок сред-
него (M ± m). Для оценки статистических различий 
применяли однофакторный дисперсионный анализ 
(One-Way ANOVA), а статистическую значимость из-
менений показателей в динамике у животных одной  
и той же группы оценивали применяя критерий Вил-
коксона для связанных выборок. Анализ выживаемо-
сти выполнялся методом Каплана – Мейера. Статис- 
тическую обработку данных проводили с помощью 
программы GraphPad Prism 8.0.2. Различия считали 
статистически достоверными при р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Показатель общей смертности животных к окон-

чанию 4-й недели эксперимента в контрольных  
группах крыс и мышей значимо не различался, со-
ставив соответственно 14,3 и 15 % (рисунок 1). При 
этом состояние мышей, не смотря на отсутствие вы-
сокой летальности, было крайне плохим, что заста-
вило прекратить эксперимент с данной группой жи- 
вотных. В то же время в группе референтного препа-
рата показатель летальности, равный 28,6 %, отмечал-
ся к концу 8 недели, а оставшиеся животные (n = 5) 
были выведены из эксперимента во 2-й контрольной  
точке.

Масса тела экспериментальных животных ста-
тистически значимо не изменялась на протяжении 
эксперимента как внутри групп, так и между груп-
пами животных, находившихся на диете НАЖБП, 
НАЖБП + УДХК и интактными животными.

Как видно на рисунке 2, активность индикатор-
ных ферментов цитолиза (АЛТ и АСТ) к первой конт- 
рольной точке эксперимента повышалась во вто-
рых группах крыс и мышей по сравнению с группа-
ми интакта. Содержание АЛТ и АСТ в крови животных  
3  группы крыс, получавших референтный препарат,  
ко второй экспериментальной точке снизилось в 
среднем на 48,4 ± 0,8 % (p < 0,05).
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Рисунок 1. Выживаемость животных в исследуемых группах

Figure 1. Survival of animals in the study groups

Рисунок 2. Активность маркерных ферментов печени у животных исследуемых групп 

Figure 2. Activity of liver marker enzymes in animals of the studied groups
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При оценке данных гистологического исследова-
ния печени методом бальной системы (1 – слабо вы-
раженное проявление; 2 – умеренно выраженное, 
3  – выраженное) после первой контрольной точки в 
контрольной группе мышей выявлено незначитель-
ное проявление баллонной дистрофии и гепатита. В 
то же время в контрольной группе крыс выявлено на-
личие умеренно выраженной баллонной дистрофии  
и слабовыраженного диффузного гепатита. После 
второй контрольной точки в группе крыс, принимаю-
щих референтный препарат, проявление баллонной 
дистрофии в печени не регистрировалось, гепатит 
гранулематозный и слабовыраженный (рисунок 3).

Полученные нами данные позволяют сделать вы-
вод о влиянии диеты с повышенным содержанием 
углеводов в сочетании с оротовой кислотой на со-
стояние печени крыс и мышей. Модель НАЖБП у  
крыс оказалась более выраженной, диета у крыс вы-
зывает стойкое увеличение уровня АЛТ и АСТ в кро-
ви, свидетельствуя о повреждении клеток печени и 
снижении их работоспособности, что подтвержда-
ется данными гистологического исследования и кор-

релирует с выводами, полученными J. Eun-Jeong и  
соавт., показавшими причину межвидовых различий  
действия оротовой кислоты на крыс и мышей в ин-
гибировании фосфорилирования аденозинмоно-
фосфат-активированной протеинкиназы оротовой 
кислотой в гепатоцитах крыс и отсутствие этого в ге- 
патоцитах мышей [16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
По результатам изложенного сделаны следующие 

выводы:
1. Диета с повышенным содержанием углеводов и 

1 % оротовой кислоты за короткий срок вызывает  
патологические изменения в печени, схожие с 
НАЖБП.

2. Урсодезоксихолевая кислота успешно купирует 
проявления НАЖБП, индуцированной комбина-
цией оротовой кислоты и диеты, что позволяет 
рекомендовать ее в качестве референтного пре-
парата и доказывает обратимость патологиче-
ских изменений.

Рисунок 3. Морфологические изменения печени крыс и мышей в контрольных точках: 

А – 1 контрольная точка (контрольная группа крыс), умеренно выраженная баллонная дистрофия гепатоцитов, сла-
бо выраженная крупно-среднекапельная жировая дистрофия, диффузный слабо выраженный гепатит; Б  – 1  конт- 
рольная точка (контрольная группа крыс), выраженная баллонная дистрофия гепатоцитов (звездочки), слабо выраженная 
крупно-среднекапельная жировая дистрофия, слабо выраженный гранулематозный гепатит; В – 2 контрольная точка (группа 
крыс референтного препарата), слабо выраженный гранулематозный гепатит; Г – 2 контрольная точка (группа крыс референт-
ного препарата), умеренно выраженная баллонная дистрофия, слабо выраженная крупно-среднекапельная жировая дистро-
фия; Д – 1 контрольная точка (контрольная группа мышей) минимально выраженная средне-мелкокапельная жировая дистро-
фия гепатоцитов; Е – 1 контрольная точка (контрольная группа мышей) слабо выраженная баллонная дистрофия гепатоцитов. 
Окраска гематоксилином и эозином, ув.х200

Figure 3. Morphological changes in the liver of rats and mice at control points: 

A – 1 control point (control group of rats), moderately pronounced balloon dystrophy of hepatocytes, weakly expressed large-medium-
drop fatty dystrophy, diffuse weakly expressed hepatitis; B – 1 control point (control group of rats), pronounced balloon dystrophy 
hepatocytes (asterisks), weakly expressed large-medium-cap fatty dystrophy, weakly expressed granulomatous hepatitis; С – 2 control 
point (group of rats of the reference drug), mildly expressed granulomatous hepatitis; D – 2 control point (group of rats of the reference 
drug), moderately expressed balloon dystrophy, mildly expressed large-medium–cap fatty dystrophy; E – 1 control point (control group 
of mice) minimally expressed medium-fine-drop fatty dystrophy of hepatocytes; F – 1 control point (control group of mice) mild balloon 
dystrophy of hepatocytes. Stained with hematoxylin and eosin, uv.x200
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3. Полученные данные позволяют рекомендовать 
указанную методику для дальнейшего использо-
вания в качестве быстровоспроизводимой моде- 
ли НАЖБП.
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