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РЕЗЮМЕ
Проучването на процесите, водещи до хепа-

тоцелуларна клетъчна смърт, е важно за кли-
ничната практика за оценка на тежестта на 
чернодробното увреждане, както и прилагане-
то на ефективни интервенции за предотвра-
тяването й. Наблюденията показват, че и два-
та процеса - апоптоза и некроза, се активират 
в относителна степен на определени етапи от 
прогресията на неалкохолната мастна чернод-
робна болест - от чернодробна стеатоза, стеа-
тохепатит и цироза. В момента най-обещава-
щият неинвазивен специфичен метод за устано-
вяване на некротична клетъчна смърт е нехис-
тоновият ДНК-свързващ протеин с висока под-
вижност група Б1 (HMGB1). Целта на настоящо-
то изследване бе да се проучат нивата на експре-
сията на HMGB1 и връзката им с чернодробни-
те увреждания и активността на апоптоза в 
черния дроб на плъхове с фруктозо-индуциран 
мастен черен дроб. Използвахме мъжки плъхове 
Wistar, разделени на две групи (n = 7): контролна 
(на стандартна храна) и експериментална, коя-

ABSTRACT
The study of the processes leading to hepatocellu-

lar cell death is important for clinical practice to as-
sess the severity of hepatic impairment as well as for 
the application of effective interventions to prevent 
it. Observations show that both cell death processes - 
apoptosis and necrosis are activated at certain stag-
es of the progression of non-alcoholic fatty liver dis-
ease from hepatic steatosis, steatohepatitis and cirrho-
sis. Currently, the most promising non-invasive specif-
ic method for detecting necrotic cell death is non-his-
tone DNA-binding protein with high mobility Group 
B1 (HMGB1). The aim of this study was to investigate 
the levels of HMGB1 expression and their relation-
ship to hepatic injury and apoptosis activity in rat liv-
er with fructose-induced metabolic syndrome. The re-
sults showed data for metabolic syndrome, microvas-
cular steatosis, statistically reduced levels of HMGB1, 
an increased ratio of Bax/Bcl2 apoptotic proteins in 
fructose fed rats.
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тяване и инсулинова резистентност, които, пови-
шавайки продукцията на провъзпалителни ци-
токини, цитотоксични свободни мастни кисе-
лини и реактивни свободни радикали в чернод-
робните клетки, предизвикват митохондриална 
дисфункция (9). Счита се, че общият механизъм, 
който свързва двата вида клетъчна смърт - апоп-
тоза и некроза, в стеатозния черен дроб е имен-
но митохондриалната дисфункция с последващи 
възпаление и чернодробна фиброза (10). 

Неинвазивното характеризиране на клетъч-
ната смърт обаче е свързано с редица ограниче-
ния. Като маркер за некротична клетъчна смърт 
се използват серумните АЛАТ, АСАТ, ГГТП и 
др., макар че според някои проучвания нива-
та на трансаминазите АСАТ и АЛАТ са в 78% 
нормални при пациенти с НМЧБ (Angulo et al., 
2002). Освен това целият хистологичен спектър 
на НМЧБ може да се наблюдава при пациенти с 
нормални нива на АЛАТ, докато серумните нива 
на ГГТП са често повишени при пациенти с на-
преднала цироза. Друг маркер за некротична 
клетъчна смърт е екстрацелуларната лактат де-
хидрогеназа, но при някои изследвания се уста-
новява наличието на този ензим и при активира-
не на апоптоза (31).

В момента един от проучваните неинвазивни 
специфични методи за установяване на некро-
тична клетъчна смърт е изследването на нехис-
тоновия ДНК-свързващ протеин с висока под-
вижност група Б1 (HMGB1). Нормално HMGB1 
е слабо прикрепен към хроматина и клетките, 
подложени на некроза и възпаление, водят до ос-
вобождаването му и експорт навън от ядрото с 
последваща секреция в междуклетъчното прос-

ВЪВЕДЕНИЕ
НМЧБ (неалкохолна мастна чернодроб-

на болест) обхваща широк спектър от болест-
ни състояния, свързани с прекомерно натрупва-
не на мазнини в черния дроб, вариращи от неал-
кохолен мастен черен дроб (стеатоза) до неалко-
холен стеатохепатит и цироза. Хепатостеатозата 
е ранен и обратим етап в развитието на НМЧБ, 
която се счита за чернодробна проява на метабо-
литния синдром (3,25). Неудобството от използ-
ването на чернодробна биопсия и липсата на не-
инвазивни маркери за диагностика на отделни-
те хистологични форми на НМЧБ затруднява 
отдиференцирането на пациентите с обикнове-
на стеатоза от тези с неалкохолен стеатохепатит, 
т.е. преди заболяването да е придобило необра-
тим характер и прогресира до цироза (11). Освен 
това според клиничните проучвания степента на 
активност на НМЧБ, доказана с биопсия, не ко-
релира с традиционните ехографски средства за 
доказване на чернодробна стеатоза или неалко-
холен стеатохепатит и това налага търсенето на 
неинвазивни маркери (12).

Данни от литературата показват, че хепатоце-
луларната клетъчна смърт следва един от двата 
най-добре изследвани модела: некроза или апоп-
тоза (16). Изучаването на тези два режима на кле-
тъчна смърт е от значение за провежданата тера-
пия, но все още съществуват противоречия от-
носно това, кой режим на клетъчна смърт пре-
обладава при различните форми на чернодроб-
но заболяване (13). Наблюденията показват, че и 
двата процеса - апоптоза и некроза, се активи-
рат в относителна степен на определени етапи 
от прогресията на НМЧБ (4). Основни характе-
ристики на метаболитния синдром като затлъс-

то приемаше разтвор с високо съдържание на 
фруктоза (ФРУ) (35% фруктозен царевичен сироп 
за 16 седмици). Метаболитните нарушения и ув-
реждането на черния дроб са изследвани чрез хис-
тохимични (Н&Е), имунохистохимични, имуно-
логични биохимични тестове. Резултатите по-
казаха данни за метаболитен синдром, дребно-
капчеста стеатоза, статистически намалени 
нива на HMGB1, увеличено съотношение на апоп-
тотичните протеини Bax/Bcl2 при плъховете 
на фруктозна диета.

Ключови думи: HMGB1, мастен черен дроб, 
апоптоза, фруктоза
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транство, където има ролята и на провъзпалите-
лен цитокин (28). 

Сложността от неинвазивното оценяване на 
преобладаващия начин на клетъчна смърт по 
време на специфично увреждане на черния дроб 
при експериментални in vivo модели или при 
хора с НМЧБ се определя от факта, че в много 
случаи има значителни сблъсъци и припокрива-
не между различните пътища на клетъчна смърт. 

Целта на нашето изследване бе да се проучат 
нивата на експресията на HMGB1 и връзката им 
със степента на чернодробните увреждания и ак-
тивността на апоптоза в черния дроб при плъхо-
ве с фруктозо-индуциран мастен черен дроб.

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

1. Експериментален модел
Използвани са бели плъхове линия Wistar

от мъжки пол и средно телесно тегло 130-150 гр. 
Плъховете бяха разделени в две групи: контрол-
на (К), подложена на стандартна диета, и експе-
риментална (ФРУ), при която плъховете приема-
ха високофруктозен царевичен сироп (35% раз-
твор за пиене) в продължение на 16 седмици. 
Животните и от двете групи приемаха стандарт-
на храна (по рецепта на производител) и вода на 
воля през цялото денонощие. В края на експери-
мента след предварителна наркоза (Thiopental 
15 mg/kg i.p) беше взета кръв за изследване, на-
правена лапаротомия и отделен черният дроб 
за измерване на тегло, хистологични изследва-
ния и изготвяне на хомогенати. Експериментът 
се провежда въз основа на разрешително за из-
ползване на животни в опити с рег. номер №82 от 
06.02.2013 г., изд. от регистъра на БАБХ при спаз-
ване на изискванията.

2. Аналитични методи
2.1. Хистохимични изследвания. Чернодроб-

ната хистология беше определена чрез светлин-
на микроскопия. Използвани са тъканни срез-
чета с размери 2/2/05 см. Обработването на ма-
териала включва фиксиране във формалин (10%, 
pH=7), дехидратация с алкохоли и включване в 
парафин. Морфологичните критерии за оценка 
на стеатозата е по следната скала: лека (< 10% от 
хепатоцитите са с мастна дегенерация), умерена 
(10 до 35% от хепатоцитите са с мастна дегенера-
ция) и тежка (>30% от хепатоцитите са с дегене-
ративни промени) (20).

2.2. Имунологично определяне на HMGB1 в 
чернодробен хомогенат. Нивата на HMGB1 са оп-
ределени с имуноблот (Western blot) при спазване 

протокола на производителя (Abkam, Cambridge, 
UK).

2.3. Имунохистохимично определяне на чер-
нодробните нива на Вах и BCL-2. За определя-
не на експресията на апоптотичните протеини 
бяха използвани съответни заешки поликло-
нални антитела IgG и rabbit LSAB на Santa Cruz 
(USA). Имунохистохимичната реакция е визуа-
лизирана с fleks система (DAKO, USA). Цялата 
процедура е извършена по протокол на фирма-
та производител. Интензивността на имунната 
реакция се определя чрез индекс на наситеност 
в 50 клетки от всеки материал. Средната интен-
зивност на имунната реакция се определя, като 
броят на клетките се умножи по съответния кое-
фициент, определен от количеството на отложе-
ния имунен преципитат в отделните клетки (2): 
коефициенти: 0 - липсва преципитат; 1 - слаба 
по интензивност реакция; 2 - умерена по интен-
зивност имунна реакция; 3 - интензивна имун-
на реакция. 

2.4. Биохимични изследвания. Маркерите на 
метаболитни нарушения - глюкоза, общ холесте-
рол, ТГ, HDL, както и маркерите на чернодробна 
функция - АСАТ и АЛАТ, бяха измерени в серум 
при спазване на стандартна процедура с автома-
тичен анализатор OLIMPUS; AU 640.

3. Статистическа обработка на
резултатите. 

Статистическата и графична обработка на да-
нните е направена чрез статистическа програ-
ма Graph Pad Prism 5.0. Беше използван Т- test за 
сравняване на средните величини в двете групи. 
Всички резултати са представени като +SEM със 
статистически значими разлики, при р<0.05.

РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ
Ускорената клетъчна смърт и нарушена реге-

нерация на чернодробните клетки са основни ха-
рактеристики на повечето чернодробни заболя-
вания, вкл. и НМЧБ. Въпреки че черният дроб 
се отличава с много добра регенераторна спо-
собност, хроничното излагане на хепатотоксини 
като алкохол, натрупването на липиди, реактив-
ни свободни радикали и провъзпалителни цито-
кини водят до прогресивна загуба на хепатоци-
ти, с последваща фиброза на органа, чернодроб-
на недостатъчност и смърт.

Настоящите резултати показват, че ВФД води 
до затлъстяване, дислипидемия, хипергликемия 
и хепатомегалия (Табл. 1). Наблюдаваните нару-
шения съответстват на основните диагностични 
и клинични критерии, свързващи метаболитния 
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синдром с НМЧБ, които се потвърждават и от 
предишни наши изследвания (6,8,14). ВФД инду-
цира метаболитни разстройства при хора и екс-
периментални животни, при които висцерално-
то затлъстяване и инсулиновата резистентност 
са водещи причини за натрупването на тригли-
цериди в черния дроб и развитието на чернод-
робна стеатоза (3,5). Според някои автори нат-
рупването на мазнини в чернодробните клетки 
предизвиква увреждания, които включват стеа-
тоза с различна степен на лезии - апоптоза и въз-
паление или некроза с характерните балонна де-
генерация и фиброза (7,17,27,29). Механизмите са 
тясно свързани с нарушения липиден метаболи-

зъм, оксидативен стрес и хроничното възпале-
ние в мастния черен дроб (1,30). 

Нашите данни показват наличие на дребно-
капчестта стеатоза при липса на възпалителни 
лезии и промени във функционалните показа-
тели на чернодробно увреждане (АСАТ, АЛАТ) в 

групата на ВФД (високофруктозна диета) в срав-
нение с контролата (Фиг. 1). Изследвайки марке-
рите и на двата типа клетъчна смърт, установи-
хме, че съотношението на про/анти апоптотични 
Вах/BCL-2 беше значително повишено в групата 
на ВФД спрямо контролата, което говори за ак-
тивиране на апоптоза (Фиг. 2А, 2Б и 2В). Обратно, 
нивата на HMGB1 протеина в черния дроб пока-
заха значително по-ниска експресия в експери-
менталната спрямо контролната група (Фиг. 3).

Семейството Bcl-2 протеини, състоящо се от 
проапоптотични и антиапоптотични членове, са 
важни медиатори на апоптотичните процеси и 
като такива определят оцеляването или смъртта 

на клетките. Инициаторите на клетъчна смърт 
водят до потискане активността на антиапоп-
тотичния протеин Bcl-2 (удължава клетъчното 
оцеляване, като блокира апоптозата), а увелича-
ват активността на проапоптотичния Bax проте-
ин (18). Това води до увеличено съотношение на 
Bax / Bcl2 протеините, транслокация на Bax про-
теина от цитозола към външната митохондриал-
на мембрана, митохондриална дисфункция и ос-
вобождаване на цитохром Р450, който активи-
ра апоптотични пътища на загиване на клетки-
те (15).

Повишената хепатоцитна апоптоза обикнове-
но присъства при хора и експериментални жи-
вотни с неалкохолен стеатохепатит, но според 
някои изследвания отсъства в тези с мастен че-
рен дроб (23). В нашето изследване активиране-
то на апоптотичните процеси в групата с мастен 
черен дроб при липса на възпаление и некроза се 
потвърждава и от установените ниски чернод-
робни нива на експресия на HMGB1. 

Ролята на некрозата в хепатоцелуларната кле-
тъчна смърт е по-добре проучена при модели и 

Групи К ФРУ

Телесно тегло (%) 77.57 ± 7.27 129.4 ± 11.78**
Тегло на черен дроб (%) 3.21 ± 0.14 3.97 ± 0.07 **
Серумна глюкоза (mmol/L) 8.14 ± 0.31 10.72 ± 0.56 **
Общ холестерол (mmol/L) 1.43 ± 0.06 1.82 ± 0.11*
Серумен HDL (mmol/L) 0.93 ± 0.04 0.85 ± 0.05
Серумни ТГ (mmol/L) 1.076 ± 0.07 1.704 ± 0.22*
АСАТ (IU/L) 130.3 ± 10.5 128.1 ± 7.9
АЛАТ (IU/L) 70.7 ± 4.9 57.4 ± 5.7

Таблица 1. Показатели на метаболитни и чернодробни функции

Легенда: Резултатите са представени като средна стойност + стандартно отклонение, ( N=7). К - контролна група; 
ФРУ - група, хранена с фруктоза. ТГ - триглицериди; HDL - високоплътен холестерол; АСАТ - аспартат-аминотранс-

фераза; АЛАТ - аланин-аминотрансфераза. 
*р<0.05; **р<0.005

Фиг. 1. Морфологични промени в черен дроб.  
Оцветяване с хематоксилин / еозин (x 100)

За разлика от контролите в групата на ВФД (висо-
кофруктозна диета) се откриват около централна-

та вена множество малки оптически празни цитоплаз-
мени вакуоли с данни за дребнокапчеста мастна дегене-
рация, която обхваща повече от 10% от хепатоцити-
те. Хепатоцитите са с леко увеличени размери. Липс-
ват възпалителни клетки в чернодробния паренхим и 

порталните пространства. К - контролна група; ФРУ - 
група, хранена с фруктоза
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пациенти с остри и тежки хепатити, индуцира-
ни от алкохол, вируси, лекарства и др. HMGB1 е 
член на подсемейство на HMG протеините, кои-
то са специфични транскрипционни регулато-
ри на генна експресия. При нормална клетъч-
на хомеостаза HMGB1 е секретиран в определе-
ни количества и локализиран в ядрото, където 
е слабо свързан с ядрения хроматин и в секре-
торните лизозоми. HMGB1 изпълнява функции-
те на алармин при инфекциозни и неинфекциоз-
ни възпалителни състояния (рак, травма и исхе-
мия / реперфузионно увреждане), като допълни-
телно се секретира от активирани имунни клет-
ки (21). HMGB1 се освобождава по време на кле-
тъчни лезии, некроза, активирани макрофаги, 
включително и регенеративни процеси, водещи 
до възстановяване на тъканите (24). При опреде-
лени обстоятелства обаче, както е при активира-
на апоптоза (HMGB1 не се ацетилира), HMGB1 
остава плътно свързан с ядрото и трудно се ос-
вобождава в тъканите (26) и вероятно това е една 
от причините увредени клетки да се унищожават 
чрез апоптоза, което е в подкрепа на установени-
те в нашето проучване ниски нива. 

Ние предполагаме, че по-високите чернод-
робни нива на HMGB1 в контролната спрямо 
експерименталната група са изходни, т.е. консти-

Фиг. 2. Промени в експресията на апоптотичните Вах и BCL-2 протеини в черен дроб
2А - Имунохистохимично изследване на Вах протеина: В контролната група Bax протеинът се експресира предим-
но в синусоидалните клетки и в по-ниска степен в чернодробните клетки. Преобладават клетките с умерена степен 
на интензивност на реакцията, локализирана в цитоплазмата - К (контролна група). В групата на ВФД Bax проте-

инът се експресира предимно в хепатоцитите и по-слабо в синусоидалните клетки. Преобладават клетките с висока 
степен на интензивност на реакцията - ИИР с 190% повече спрямо контролата, която е локализирана в цитоплаз-
мата на хепатоцитите, разположени основно в перипорталните пространства - ФРУ (група, хранена с фруктоза).

2Б - Имунохистохимично изследване на BCL-2 протеина: В контролната група Bcl-2 протеинът се експресира в си-
нусоидалните клетки. Преобладават клетките с умерена до ниска степен на интензивност на реакцията, локализи-
рана главно в цитоплазмата на синусоидалните клетки - К (контролна група). В групата на ВФД Bcl-2 протеинът се 
експресира основно в синусоидалните клетки и в по-малка степен в хепатоцитите. Интензивността на имунната 
реакция варира от слаба (в синусоидални клетки) до умерено изразена в хепатоцитите - ИИР с 25% по-ниска спрямо 

контролата. Експресията на протеина е основно в цитоплазмата на единични хепатоцити, разпределена равномер-
но и в трите зони - ФРУ (група, хранена с фруктоза).

2В - Промени в съотношението на експресията на Вах/BCL-2 протеините, измерено чрез индексите за интензив-
ност на имунохистохимичната реакция (±SEM; n=7); К (контролна група); ФРУ (група, хранена с фруктоза); *р<0.05

Фиг. 3. Промени в експресията на HMGB1 в черен 
дроб 

Резултатите са представени като средна стойност + 
стандартно отклонение, (N=7). К (контролна група), 

ФРУ (група, хранена с фруктоза); *р<0.05

2A

2Б

2В
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тутивно секретирани и слабо свързани с ДНК. 
По време на изготвянето на хомогенати HMGB1 
протеини се освобождават пасивно в тестваните 
проби. Тъй като в експерименталната група от-
крихме активиране на апоптоза, вероятно и за 
това нивата на HMGB1 са по-ниски от тези на 
контролната група (HMGB1 остава здраво свър-
зан с ядрения хроматин). 

ИЗВОДИ
Нашето изследване показва, че въпреки лип-

сата на промени във функционалните показа-
тели на чернодробно увреждане (АСАТ, АЛАТ) 
и възпалителни лезии, в етапа на развитие на 
мастна дегенерация в черния дроб на животните 
с фруктозо-индуциран мастен черен дроб апоп-
тозата е преобладаващият тип клетъчна смърт. 
HMGB1 протеин е по-добре проучен при паци-
енти и модели с тежки остри чернодробни ув-
реждания, в които се проявява като обещаващ 
маркер. Значението му за неинвазивно разпоз-
наване на хистологични форми на НМЧБ оста-
ва спорен. Необходими са бъдещи проучвания 
при групи пациенти с обикновена стеатоза и та-
кива с по-агресивните форми на НМЧБ за оцен-
ка на полезността му като неинвазивен маркер на 
клетъчна смърт. Една от причините за тази тен-
денция е, че механизмите на увреждане, както и 
преходът на различните форми в НМЧБ все още 
не са добре установени. Поради това търсенето 
на потенциални нови биомаркери, базирано на 
съвременните познания за патофизиологията на 
НМЧБ при пациенти с метаболитен синдром, е 
уместно да се дискутира. 
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