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Mutation yellow in agouti loci 
prevents age-related increase 
of skeletal muscle genes regulating 
free fatty acids oxidation
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the lethal yellow mutation in agouti loci (Ay mutation) 
reduces the activity of melanocortin (Mc) receptors and 
causes hyperphagia, obesity and type two diabetes mel-
litus in aging mice (Ay mice). it is unknown if changes in 
distinct elements of the metabolic system such as white 
adipose tissue (Wat) and brown adipose tissue (Bat), 
and skeletal muscle will manifest before the develop-
ment of obesity. the aim of this work was to measure the 
relative gene expression of key proteins that regulate 
carbohydrate-lipid metabolism in Wat, Bat and skeletal 
muscle in Ay mice before the development of obesity. 
c57Bl/6J mice bearing a dominant autosomal mutation 
Ay (Ay/a mice) and mice of the standard genotype (a/a 
mice, control) have been studied in three age groups: 
10, 15 and 30 weeks. the relative mrna level of genes 
was measured by real-time Pcr in skeletal muscles 
(uncoupling protein 3 (Ucp3) and carnitine palmitoyl 
transferase 1b (Cpt1b) (free fatty acids oxidation), solute 
carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 
4 (Slc2a4) (glucose uptake)), in Wat lipoprotein lipase 
(Lpl) (triglyceride deposition), hormone-sensitive lipase 
(Lipe) (lipid mobilization), and Slc2a4 (glucose up-
take)), and in Bat: uncoupling protein 1 (Ucp1) (energy 
expenditure). the expression of Cpt1b was reduced in 
young Ay mice (10 weeks), there was no transient peak 
of transcription of Cpt1b, Ucp3 in skeletal muscle tissue 
and Lipe, Slc2a4 in Wat in early adult Ay mice (15 weeks), 
which was noted in а/а mice. reduction of the transcrip-
tional activity of the studied genes in skeletal muscle 
and white adipose tissue can initiate the development of 
melanocortin obesity in Ay mice. 

Key words: c57Bl/6J mice; real-time Pcr; melanocortin 
obesity; carbohydrate-lipid metabolism.

Мутация yellow в локусе agouti (Ay мутация), снижающая актив-
ность меланокортиновых рецепторов, с возрастом вызывает 
гиперфагию, ожирение и диабет второго типа у мышей (Ay мыши). 
неизвестно, будут ли у Ay мышей изменения в отдельных звень-
ях метаболической системы (белый и бурый жир и мышцы) 
проявляться еще до развития ожирения. Цель работы – изме-
рить у Ay мышей относительную экспрессию генов ключевых 
белков, регулирующих углеводно-жировой обмен в белом и 
буром жире и скелетной мускулатуре на этапах развития, пред-
шествующих формированию ожирения. исследовали мышей 
линии c57Bl/6J, несущих доминантную аутосомную мутацию Ay 
(Ay/a мыши), и мышей стандартного генотипа данной линии 
(a/a мыши, контроль) в трех возрастных группах: 10, 15 и 30 нед. 
Методом ПЦр в реальном времени измеряли относительный 
уровень мрнК генов в мышцах: uncoupling protein 3 (Ucp3) 
и carnitine palmitoyl transferase 1b (Cpt1b) (окисление сЖК), 
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4 
(Slc2a4) (захват глюкозы); в белом жире: lipoprotein lipase (Lpl) 
(депонирование триглицеридов), hormone-sensitive lipase (Lipe) 
(мобилизация жиров) и Slc2a4 (захват глюкозы); в буром жире: 
uncoupling protein 1 (Ucp1) (расход энергии). в молодом воз-
расте (10 нед) у Ay мышей в мышцах была снижена экспрессия 
Cpt1b, в 15 нед у них отсутствовал транзиторный пик транскрип-
ции Cpt1b, Ucp3 в мышцах, а также Lipe и Slc2a4 в белом жире, 
который отмечался у a/a мышей. снижение транскрипционной 
активности исследованных генов в скелетных мышцах и белом 
жире может инициировать развитие меланокортинового ожи-
рения у Ay мышей. 

Ключевые слова: мыши линии c57Bl/6J; ПЦр в реальном 
времени; меланокортиновое ожирение; углеводно-жировой 
обмен.
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В настоящее время резко увеличилось количество лю-  
дей, страдающих ожирением, при котором повы-
шается риск развития ряда патологий, таких как са-

харный диабет 2-го типа (Д2Т), инсульт, инфаркт, гипер-
тензия и т. д. (Karpe et al., 2011; Murea et al., 2012). Раз витие 
ожирения может быть обусловлено средовыми и генети-
ческими факторами (Murea et al., 2012). У людей и экс-
периментальных грызунов встречаются монолокусные 
формы ожирения, к их числу относится меланокортиновое 
(МК) ожирение (Waalen, 2014). Его вызывают мутации, 
нарушающие функцию центральной меланокортиновой 
системы гипоталамуса, которая регулирует аппетит и 
расход энергии (Brito et al., 2007; Silva et al., 2014). Ис-
следование путей развития МК ожирения и его купиро-
вания актуально, так как в популяции человека среди 
генетически обусловленных типов ожирения наиболее 
часто встречается именно меланокортиновый тип (Lee, 
2009; Waalen, 2014). 

МК система состоит из пяти типов МК рецепторов, ко-
торые распространены в мозге (центральная МК система) 
и периферических тканях (периферическая МК система), 
их агонистов (меланокортиновые пептиды: адренокор-
тикотропный гормон (АКТГ), все формы меланоцитсти-
мулирующего гормона (МСГ-α, -β и -γ)) и естественных 
антагонистов (белок Агути, Agouti related protein, AgRP) 
(Gantz, Fong, 2003). Активация МК рецепторов гипотала-
муса вызывает повышение, а блокада – снижение аппетита 
(Brito et al., 2007; Silva et al., 2014). 

Удобной моделью для изучения развития МК ожирения 
являются мыши, несущие аутосомную спонтанную мута-
цию yellow в локусе agouti (Ау мыши) (Wolff et al., 1999a), 
которая вызывает неконтролируемую и повсеместную экс-
прессию гена Агути (Michaud et al., 1994). Продукт гена, 
белок Агути – естественный антагонист МК рецепторов 
(Макарова, 2002), т. е. мутация снижает активность МК 
рецепторов во всех клетках организма, это приводит к 
повышению аппетита (Бажан и др., 2005) и снижению 
расхода энергии (Michaud et al., 1994). С возрастом у Ау 
мышей развиваются ожирение и Д2Т, гипергликемия 
и гиперинсулинемия (Carroll et al., 2004; Бажан и др., 
2005). Показано, что МК рецепторы экспрессируются не 
только в мозге, но и на клетках скелетной мускулатуры и 
адипоцитах белой жировой ткани (Gantz, Fong, 2003; An 
et al., 2007), т. е. в тканях, которые участвуют в регуляции 
метаболизма глюкозы и жиров.

В белой жировой ткани осуществляются захват глюко-
зы, отложение жиров (липогенез) и их мобилизация (ли-
полиз). Эти процессы находятся под контролем ключевых 
ферментов: транспортера глюкозы 4-го типа (Глют4), вне-
клеточной липопротеинлипазы (ЛПЛ) и внутриклеточной 
гормон-чувствительной липазы (ГЧЛ) соответственно 
(Carmen, Victor, 2006; Im et al., 2007; Lass et al., 2011). 
В бу рой жировой ткани происходит несократительный 
термогенез, который регулируется рассопрягающим 
белком 1 (uncoupling protein 1, UCP1), (Cannon, Neder-
gaard, 2004). В скелетной мускулатуре осуществляются 
захват и окисление глюкозы и свободных жирных кислот 
(СЖК). Эти процессы находятся под контролем ключе-
вых ферментов: Глют4, карнитин пальмитоилтрансфе-
разы-1 (CPT1) и рассопрягающего белка 3 (uncoupling pro-

tein 3, UCP3) (Bonnefont et al., 2004; Talbot et al., 2004; Im  
et al., 2007).

В настоящее время достаточно хорошо описан спектр 
нарушений углеводно-жирового обмена на фоне развитого 
МК ожирения у Ау мышей. У них на фоне ожирения уве-
личен размер адипоцитов белого жира (Бажан и др., 2005), 
снижены экспрессия гена липопротеинлипазы (lipoprotein 
lipase, Lpl ) и уровень адипонектина в белом жире, повы-
шен уровень холестерола и лептина в плазме крови по 
сравнению с контрольными мышами того же возраста, у 
которых нет ожирения (Chiu et al., 2004). Поскольку МК 
рецепторы обнаружены в белом и буром жире и мыш-
цах – тканях, влияющих на обмен жиров и углеводов, 
можно предположить, что нарушения обмена энергии у 
мышей с мутацией Ау, которая снижает активность МК 
рецепторов, может начинаться задолго до манифестации 
ожирения. В доступной литературе мы не встретили работ, 
посвященных изучению динамики возрастных изменений 
экспрессии генов белков, участвующих в регуляции про-
цессов обмена энергии в периферических тканях, у мышей 
с доминантной мутацией в локусе agouti. 

Цель данной работы заключалась в изучении изменений 
относительной экспрессии генов ключевых белков в белой 
жировой ткани: ЛПЛ Lpl, ГЧЛ Lipe, Глют4 Slc2a4; в бурой 
жировой ткани: UCP1 Ucp1 и в скелетной мускулатуре: 
UCP3 Ucp3, CPT1 Cpt1b, Глют4 Slc2a4 у Ау мышей по 
мере развития ожирения. 

Исследование показало, что в молодом возрасте (10 нед) 
задолго до манифестации ожирения у Ау мышей в скелет-
ных мышцах была снижена экспрессия гена Cpt1b, вовле-
ченного в окисление жирных кислот, в раннем взрослом 
возрасте (15 нед) у них отсутствовали транзиторный пик 
транскрипции генов белков, регулирующих окисление 
СЖК в мышцах (Cpt1b и Ucp3), гидролиз триглицеридов 
(Lipe) и захват глюкозы (Slc2a4) в белом жире. Снижение 
транскрипционной активности исследованных генов в 
мышцах и белом жире может инициировать развитие 
меланокортинового ожирения. 

Материалы и методы
Этическая политика. Все эксперименты выполнены в 
соответствии с Европейской конвенцией об охране по-
звоночных животных, используемых в эксперименталь-
ных и других научных целях (Совет Европы, протокол 
№ 123, Страсбург, 1985 г.), и российских национальных 
инструкций по уходу и использованию лабораторных 
животных. Протоколы одобрены Комиссией по биоэтике 
Института цитологии и генетики СО РАН (протокол № 35 
от 26 октября 2016 г.). Были предприняты все усилия для 
сведения к минимуму страдания животных и сокращения 
числа используемых животных.

Животные и протокол эксперимента. Работу прово-
дили на мышах, содержащихся в виварии Института ци-
тологии и генетики СО РАН (г. Новосибирск) в услови-
ях постоянного светового режима (12С : 12Т) и свободного 
до ступа к воде и пище («Ассортимент-Агро», Тураково, 
Московская область, Россия) при температуре 22 ± 2 °С. 
В эксперимент брали самцов мышей линии C57Bl/6J, 
гетерозиготных по доминантной мутации yellow локуса 
agouti (генотип Ау/а). Контролем служили мыши-сибсы 
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измерение экспрессии генов в мышцах 
и жировой ткани у Ay мышей

стандартного генотипа данной линии (а/а мыши). В воз-
расте 28 дней самцов отсаживали от матери и помещали 
в клетки по одному. Мышей случайным образом опре-
деляли в три возрастные группы: 10, 15 и 30 нед. Эти 
возрасты соответствуют этапам развития ожирения у 
Ау/а мышей: 10 нед – отсутствуют различия в массе тела 
между генотипами, 15 нед – масса тела у Ау/а мышей 
незначительно, но достоверно превышает таковую у а/а 
мышей и 30 нед – у Ау/а мышей развивается ожирение и 
Д2Т (гиперинсулинемия и гипергликемия) (Бажан и др., 
2005). В каждой группе было по пять-семь животных 
каждого генотипа. Мышей подвергали декапитации без 
использования анестезии. Сбор крови осуществляли в 
пробирки, обработанные ЭДТА, которые сразу помещали 
на лед. Плазму отделяли центрифугированием и хранили 
при –20 °C до проведения анализа. Образцы бедренной 
мышцы, абдоминального белого жира, меж- и подлопа-
точного бурого жира после извлечения сразу взвешивали 
и быстро помещали в жидкий азот для дальнейшего из-
мерения уровня экспрессии генов. Индексы массы белой и 
бурой жировой ткани рассчитывали как отношение массы 
жировой ткани к массе тела.

Биохимические показатели крови. Определение кон-
центрации в плазме крови СЖК, триглицеридов (ТГ) и 
глюкозы проводили с использованием коммерческих на-
боров: для СЖК и глюкозы – DiaSys Diagnostic Systems 
GmbH (Хольцхайм, Германия); для ТГ – ЗАО «ДИАКОН-
ДС» (Пущино, Россия).

Relative quantification real-time PCR. Выделение сум-
марной РНК из белой и бурой жировой тканей и скелетной 
мускулатуры проводили с использованием реагента TRIzol 
(Ambion, the RNA Company, СШA), согласно инструкции 
производителя. Синтез кДНК проводили с помощью 
обратной транскриптазы MMLV (Promega Corporation, 
Madison, WI, СШA) и праймера Oligo-dT («БИОССЕТ», 
Новосибирск, Россия). В пробу вносили 1 мкг общей 
РНК. Для оценки относительного уровня мРНК Slc2a4 
в белой жировой ткани и скелетной мускулатуре ампли-
фикацию фрагментов кДНК методом ПЦР в реальном 
времени проводили с использованием 5ʹ-нуклеаз на осно-
ве флуоресцентных зондов реагентов Applied Biosystems: 
TaqMan® gene expression assay Mm01245502_m1;  TaqMan 
gene ex pression Master Mix; TaqMan Endogenous Con-
trols with FAM TM dye label and MGB Mouse beta-actin 
(ACTB). Амплификация остальных генов методом ПЦР 
в реальном времени проводилась с использованием 
флуо ресцентного красителя SYBR Green I и ROX («Син-
тол», Россия). Праймеры: Ucp1 (длина фрагмента 
143 п. н., sense – 5ʹ-gggcattcagaggcaaatcag- 3ʹ, antisense – 
5ʹ-ctgccacacctccagtcattaag-3ʹ) (Nakamura et al., 2013); Lpl 
(длина фрагмента 274 п. н., sense – 5ʹ-tcttgatttacacggaggtg-3ʹ, 
antisense – 5ʹ-tcttgtttgtttgtccagtg- 3ʹ) (Yang et al., 2007); Lipe 
(длина фрагмента 162 п. н., sense – 5ʹ-gactcaccgctgacttcc-3ʹ, 
antisense – 5ʹ-ctgtctcgttgcgtttgta-3ʹ) (Ying et al., 2013); Cpt1b 
(длина фрагмента 117 п. н., sense – 5ʹ-ttcaacactacacgcatccc-3ʹ, 
antisense – 5ʹ-gccctcatagagccagacc-3ʹ) (Kim et al., 2014); Ucp3 
(длина фрагмента 105 п. н., sense – 5ʹ-tgtttactgacaacttcccc-3ʹ, 
antisense – 5ʹ-tcatgtatcgggtctttacc-3ʹ) (Lee et al., 2013); β-actin 
(длина фрагмента 142 п. н., sense – 5ʹ-caacgagcggttccgatg-3ʹ, 
antisense – 5ʹ-cactgtgttggcatagagg-3ʹ) (Gong et al., 2008). Все 

реакции выполнены в объеме пробы 25 мкл в 96-луночных 
планшетах (MicroAMP, Applied Biosystems®) в амплифи-
каторе ViiA™ 7 (Applied Biosystems®) в соответствии с 
протоколом (50 °С 2 мин, 95 °С 10 мин, 40 циклов 95 °С 
15 с, 60 °С 1 мин). Осуществляли амплификацию двух 
репликатов каждой пробы. Уровень мРНК гена в каждой 
пробе оценивали по пороговому циклу начала флуорес-
ценции и нормировали относительно уровня мРНК гена в 
одной контрольной пробе (сравнительный метод (2–ΔΔCt ) 
для мышей обоих генотипов. 

Статистическая обработка результатов. Все ре-
зультаты представлены как среднее ± ошибка среднего. 
Статистическую обработку проводили с использованием 
пакета программ STATISTICA 6.0 (StatSoft). Данные об-
рабатывали двухфакторным дисперсионным анализом 
(ANOVA) с главными факторами: «генотип» (Ау/а и a/a) 
и «возраст» (10, 15 и 30 нед). Для сравнения отдельных 
групп использовали post-hoc Fisher’s LSD test, в некото-
рых случаях применяли также t-критерий Стьюдента. 
Различия считали достоверно значимыми при p < 0.05. 

Результаты

Масса тела, индекс белого абдоминального  
и бурого меж- и подлопаточного жира 
С возрастом масса тела повышалась как у a/a, так и у 
Ау/а мышей (ANOVA, влияние возраста F2.34 = 315.2; 
p < 0.001), но у мышей генотипа Ау/а повышение было 
более выраженным (ANOVA, взаимодействие факторов 
«генотип» и «возраст» F2.34 = 88.1; p < 0.001). Масса тела 
была выше у Ау/а мышей (ANOVA, влияние генотипа 
F1.34 = 126.6; p < 0.001), особенно ярко это проявлялось в 
возрасте 30 нед, когда она в 1.5 раза достоверно превы-
шала таковую у a/a мышей (p < 0.001, post-hoc Fisher’s 
LSD test) (рис. 1, а). 

Повышение массы тела у Ау/а мышей ассоциировалось 
с увеличением доли белого и бурого жира. С возрастом 
индекс белого жира увеличился как у a/a, так и у Ау/а мы-
шей (ANOVA, влияние возраста F2.32 = 118.7; p < 0.001), 
у Ау/а мышей это увеличение было более выраженным 
(ANOVA, взаимодействие факторов «генотип» и «возраст» 
F2.32 = 56.7; p < 0.001). Индекс белого жира был выше 
у Ау/а мышей (ANOVA, влияние генотипа F1.32 = 65.8, 
p < 0.001), наиболее показательным в этом отношении был 
возраст 30 нед, когда у Ау/а мышей он достоверно превы-
шал таковой у а/а мышей более чем в три раза (р < 0.001, 
post-hoc Fisher’s LSD test) (см. рис. 1, б). 

С возрастом индекс бурого жира увеличился как у a/a, 
так и у Ау/а мышей (ANOVA, влияние возраста F2.34 = 35.7; 
p < 0.001), но у Ау/а мышей увеличение было более вы-
раженным (ANOVA, взаимодействие факторов «генотип» 
и «возраст» F2.34 = 4.5; p < 0.05). В возрасте 30 нед индекс 
бурого жира у Ау/а мышей был выше, чем у а/а мышей 
(p < 0.01, post-hoc Fisher’s LSD test) (см. рис. 1, в).

Биохимические показатели крови. Уровень ТГ в кро-
ви с возрастом повышался только у Ау/а мышей (ANOVA, 
влияние генотипа F1.30 = 9.8; p < 0.01; возраста F2.32 = 5.6; 
p < 0.01), у a/a мышей возрастных изменений не обнару-
жено. Наиболее существенные генотипические различия 
отмечались в возрасте 30 нед: у Ау/а мышей уровень ТГ 
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в крови был выше, чем у a/a мышей, в 1.8 раза (р < 0.01, 
post-hoc Fisher’s LSD test) (см. рис. 2, а).

С возрастом концентрация СЖК в плазме крови не изме-
нялась как у a/a, так и у Ау/а мышей. Однако наблюдалось 
влияние генотипа (ANOVA, влияние генотипа F1.30 = 4.15; 
p < 0.05) на уровень СЖК в крови. Ни в одной возрастной 
группе не обнаружено различий между a/a и Ау/а мышами 
по этому параметру (см. рис. 2, б). 

Концентрация глюкозы в крови не изменялась с возрас-
том как у a/a, так и у Ау/а мышей. Ни в одной возрастной 
группе не обнаружено различий между a/a и Ау/а мышами 
по этому параметру (см. рис. 2, в). 

Относительный уровень мРНК ключевых генов белков, 
регулирующих углеводно-жировой обмен
Белая жировая ткань. Уровень мРНК Lpl оставался 
неизменным c возрастом как у a/a, так и у Ау/а мышей. 
У Ау/а мышей он был ниже, чем у а/а мышей (влияние 
генотипа F1.29 = 7.1; p < 0.01). Наиболее существенные 
генотипические различия отмечались в возрасте 30 нед, 
когда уровень мРНК Lpl у Ау/а был в два раза ниже, чем у 
а/а мышей (р < 0.01, post-hoc Fisher’s LSD test) (рис. 3, а). 

У мышей обоих генотипов уровень мРНК Lipe изме-
нялся с возрастом: повышался к возрасту 15 нед, а затем 
снижался к 30 нед (ANOVA, влияние возраста F2.30 = 30.7; 
p < 0.001). Однако у Ау/а мышей возрастные изменения 

были значительно менее выражены, чем у а/а мышей 
(ANOVA, взаимодействие факторов «генотип» и «возраст» 
F2.30 = 3.8, p < 0.05). Если у а/а мышей к 15 нед уровень 
мРНК Lipe повысился в 7.7 раза (р < 0.001, post-hoc Fisher’s 
LSD test), то у Ау/а мышей это повышение было недосто-
верным (р < 0.1, post-hoc Fisher’s LSD test). Ни в одной 
возрастной группе не обнаружено различий между a/a и 
Ау/а мышами по абсолютным значениям уровня мРНК 
Lipe (см. рис. 3, б). 

Возрастная динамика уровня мРНК Slc2a4 совпадала 
с таковой по уровню мРНК Lipe. У мышей обоих геноти-
пов уровень мРНК Slc2a4 повышался к возрасту 15 нед, 
а затем снижался к 30 нед (ANOVA, влияние возраста 
F2.26 = 13.7; p < 0.001). Однако у Ау/а мышей возрастные 
изменения были значительно менее выражены, чем у а/а 
мышей (ANOVA, взаимодействие факторов «генотип» и 
«возраст» F2.26 = 2.7; p = 0.08). Если у а/а мышей к 15 нед 
уровень мРНК Slc2a4 повысился в 17 раз (р < 0.001, post-
hoc Fisher’s LSD test), то у Ау/а мышей это повышение 
было недостоверным (р < 0.1, post-hoc Fisher’s LSD test). 
По абсолютным значениям уровня мРНК Slc2a4 не об-
наружено различий между a/a и Ау/а мышами ни в одной 
возрастной группе (см. рис. 3, в). 

Бурая жировая ткань. С возрас том уровень мРНК 
Ucp1 снижался как у a/a, так и у Ау/а мышей (ANOVA, 
влияние возраста F2.31 = 12.4; p < 0.001). Ни в одной воз-
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Fig. 1. (a) Body weight, (b) white fat index, and (c) brown fat index in 10, 15, and 30-week old a/a and AY/a mice. 
Here and in Figs. 2–4: anoVa factors: genotype, age, and factor interaction (Fi). the results are shown as mean ± standard error of the mean. 
*** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05 as compared to a/a mice of the same age; 
### p < 0.001, ## p < 0.01, # p < 0.05 as compared to 10-week mice of the same genotype (post-hoc Fisher’s lSD test); 
$$$ p < 0.001, $$ p < 0.01, $ p < 0.05 as compared to 15-week mice of the same genotype (post-hoc Fisher’s lSD test). 

Fig. 2. levels of (a) tg, (b) FFa, and (c) glucose in blood of 10, 15, and 30-week old a/a and AY/a mice. 
Designations follow Fig. 1. 
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измерение экспрессии генов в мышцах 
и жировой ткани у Ay мышей

растной группе не было обнаружено 
различий между a/a и Ау/а мышами 
по абсолютным значениям этого па-
раметра (см. рис. 3, г). 

Скелетная мускулатура. У Ау/а 
мышей в отличие от a/a мышей уро-
вень мРНК Slc2a4 снижался с возрас-
том (ANOVA, взаимодействие факто-
ров «генотип» и «возраст» F2.30 = 3.0;  
p = 0.07). У Ау/а мышей в возрасте 
10 нед уровень мРНК Slc2a4 был 
выше, чем у a/a мышей (p < 0.05, 
post-hoc Fisher’s LSD test), затем сни-
зился и в возрасте 30 нед был почти 
в три раза ниже, чем в возрасте 10 нед 
(p < 0.01, post-hoc Fisher’s LSD test) 
(рис. 4, а).

Уровень мРНК Cpt1b изменялся с 
возрастом (ANOVA, влияние возрас-
та F2.31 = 23.9; p < 0.001). Возрастная 
динамика существенно различалась 
у Ау/а и a/a мышей (ANOVA, взаи-
модействие факторов «генотип» и 
«возраст» F2.31 = 4.1; p < 0.05). У а/а 
мышей уровень мРНК Cpt1b повы-  
шался к 15 нед в 2.5 раза, у Ау/а мы-
шей такого повышения не наблю-
далось. Уровень мРНК CPT1 у Ау/а 
мышей был ниже, чем у а/а мышей 
(ANOVA, влияние генотипа F1.31 =  
= 11.8; p < 0.01), особенно ярко это 
проявлялось в 10 нед, когда он был 
ниже в 2.2 раза (p < 0.05, t-критерий 
Стьюдента), и в 15 нед – в 2.5 раза 
(p < 0.001, post-hoc Fisher’s LSD test) 
ниже, чем у а/а мышей (рис. 4, б).

Уровень мРНК Ucp3 также изме-
нялся с возрастом (ANOVA, влияние 
возраста F2.33 = 5.6; p < 0.01), и воз-
растная динамика существенно раз-
личалась у Ау/а и a/a мышей (ANOVA, 
взаимодействие факторов «генотип» 
и «возраст» F2.33 = 5.6; p < 0.01). У а/а 

мышей уровень мРНК Ucp3 повысился к возрасту 15 нед в 2.3 раза (p < 0.001 
post-hoc Fisher’s LSD test), а затем снизился к возрасту 30 нед в 2.4 раза 
(p < 0.001, post-hoc Fisher’s LSD test), у Ау/а мышей не наблюдалось подобных 
изменений. Уровень мРНК Ucp3 у Ау/а мышей был ниже, чем у а/а мышей 
(ANOVA, влияние генотипа F1.33 = 9.1; p < 0.01), особенно ярко это проявля-
лось в возрасте 15 нед, когда он у Ау/а мышей был в 2.5 раза ниже, чем у а/а 
мышей (p < 0.001, post-hoc Fisher’s LSD test) (см. рис. 4, в). 

Таким образом, Ау/а и a/a мыши демонстрировали различную динамику 
возрастных изменений уровня мРНК Cpt1b и Ucp3 в скелетной мускулатуре 
и существенные различия по абсолютным значениям в возрасте 15 нед. 

Fig. 4. levels of (a) Slc2a4, (b) Cpt1b, and (c) Ucp3 mrnas in the skeletal muscle tissue of 10, 15, and 30-week old a/a and AY/a mice. 
Designations follow Fig. 1. 

Fig. 3. levels of (a) Lpl, (b) Lipe, and (c) Slc2a4 mrnas in white fat and (d ) Ucp1 in brown fat in 10, 15, 
and 30-week old a/a and AY/a mice. 
Designations follow Fig. 1.
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Обсуждение
В настоящей работе мы впервые показали динамику экс-
прессии генов белков, регулирующих процессы липолиза, 
липогенеза и захвата глюкозы в белом жире, окисления 
СЖК и захвата глюкозы в мышцах, а также термогенеза 
в буром жире по мере развития ожирения у мышей, пред-
расположенных к монолокусному МК ожирению. 

Влияние мутации Ау на экспрессию генов, вовлеченных 
в углеводно-жировой обмен, у мышей в возрасте 10 нед 
Интенсивность экспрессии генов, вовлеченных в углевод-
но-жировой обмен, в мышцах и жире определяется фак-
торами, как средовыми, в частности развитием ожирения 
(Kim et al., 2006), так и генетическими. В возрасте 10 нед 
метаболический фенотип Ау/a мышей не отличался от тако-
вого у а/а мышей. Они имели одинаковые массу тела, доли 
белого и бурого жира, уровни биохимических показателей 
в крови, а также уровни мРНК всех исследованных генов 
в белом и буром жире. Однако в скелетной мускулатуре 
у Ау/a мышей уже в возрасте 10 нед уровень мРНК Cpt1b 
(молекулярный маркер окисления СЖК) был в два раза 
ниже, чем у а/а мышей. Эти данные предполагают, что ске-
летная мускулатура является наиболее вероятным звеном 
непосредственного влияния периферической МК системы 
на углеводно-жировой обмен. Известно, что на клетках 
скелетной мускулатуры экспрессируются МК рецепто-
ры 1-го и 5-го типов (Gantz, Fong, 2003; An et al., 2007), 
активация которых in vitro усиливает окисление СЖК, 
что ассоциируется с активацией фермента CPT1 и моле-
кулярного каскада AMP-activated protein kinase (AMPK)  
(An et al., 2007), который через стимуляцию экспрессии 
peroxisome proliferator-activated receptor-γ co activator-1α 
(PGC-1α) активирует промотор гена Cpt1b (Liu et al., 
2007). Мы предполагаем, что у Ау/a мышей блокада МК 
рецептора 5-го типа, вызванная повсеместной экспрессией 
гена белка Агути, приводит к снижению экспрессии гена 
Cpt1b в скелетной мускулатуре. Этот эффект в большей 
или меньшей степени проявляется во всех возрастных 
группах.

Кроме того, в возрасте 10 нед у Ау/a мышей в мышцах 
пониженная (относительно а/а мышей) экспрессия Cpt1b 
сочеталась с повышенной (относительно а/а мышей) 
экспрессией Slc2a4. Это согласуется с данными других 
авторов (Shi et al., 2013), которые показали, что у мышей 
C57Bl/6J с недостаточностью по гену Cpt1b повышен 
уровень мРНК Slc2a4 в скелетной мускулатуре. Разнона-
правленные изменения в экспрессии Slc2a4 и Cpt1b в 
мышцах у 10-недельных Ау/a мышей относительно конт-
роля еще раз подтверждают существование конкурентных 
взаимоотношений между использованием в качестве ис-
точников энергии жиров (молекулярный маркер – мРНК 
Cpt1b) и углеводов (молекулярный маркер – мРНК Slc2a4) 
(Physiology, 2004). 

Влияние мутации Ау на динамику изменения 
экспрессии генов, вовлеченных в углеводно-жировой 
обмен, у мышей 10–15-й нед жизни
У мышей линии C57Bl/6J в период наиболее интенсивно-
го постпубертатного роста (10–15 нед) (Tare et al., 2002) 
не обнаружено генотипических различий по массе тела, 

доле жира, концентрации ТГ, СЖК и глюкозы в крови. 
У мышей обоих генотипов к возрасту 15 нед повысилась 
масса тела и не изменялись другие показатели углевод-
но- жирового обмена, включая долю белого и бурого жи-
ра. По-видимому, увеличение массы тела в этот период в 
основном было обусловлено линейным ростом мышечной 
и костной ткани, и мутация Ау не влияла на этот процесс. 
Однако в этот период мутация Ау затрагивала динамику 
изменений транскрипции генов, белки которых участвуют 
в регуляции углеводно-жирового обмена, в белой жировой 
ткани и мышцах. У а/а мышей 15-недельного возраста по 
сравнению с 10-недельными мышами были многократно 
повышены уровни мРНК генов белков, регулирующих 
процессы липолиза (Lipe) и захвата глюкозы (Slc2a4) в 
белом жире, а также окисления СЖК (Cpt1b) и защиту от 
окислительного стресса (Ucp3) в мышцах. Это повышение 
экспрессии генов могло быть связано с активацией в воз-
расте 15 нед андрогенной функции семенника. Показано, 
что у самцов мышей C57Bl/6J концентрация андрогенов 
в плазме и их продукция в семенниках возрастают c 
10-й до 15-й нед жизни в 8–10 раз (Осадчук и др., 2016). 
Андрогены способны активировать гормональную ось – 
гормон роста (ГР)/инсулиноподобный фактор роста-1 
(ИФР-1) (Cummings, Merriam, 1999). Совместно гормоны 
этой оси и андрогены усиливают как анаболические про-
цессы (Yakar et al., 2016), так и окисление энергетических 
субстратов в организме (Richelsen et al., 2000; Kelly, Jones, 
2013; Varlamov et al., 2014).

Мутация Ау устраняла повышение экспрессии всех вы-
шеперечисленных генов в возрасте 15 нед. Можно пред-
положить, что одной из причин этого является изменение 
активности системы ГР/ИФР-1. Показано (Wolff et al., 
1999b), что у мышей с мутацией viable yellow (Аvy), кото-
рые также характеризуются повсеместной экспрессией 
блокатора МК рецепторов – белка Агути (Claycombe et al., 
2000), снижен относительно мышей дикого типа, диапазон 
возрастных колебаний ГР в период интенсивного роста. 
В другой модели генетического снижения активности МК 
рецепторов – мышей, нокаутных по МК рецептору 4-го 
типа, – в возрасте 15–17 нед снижен уровень ГР в крови 
по сравнению с мышами дикого типа (Shaw et al., 2005). 
Следовательно, мутации, снижающие активность МК 
рецепторов, в молодом и раннем взрослом возрасте по-
давляют активность системы ГР/ИФР-1, которая является 
одним из пусковых механизмов активации генов в белом 
жире и мышцах в ходе онтогенеза. 

Полученные результаты позволяют предположить, что 
в возрасте 15 нед в мышцах у Ау/a мышей по сравнению 
с контрольными мышами того же возраста понижено 
окисление СЖК (мРНК Cpt1b) и повышено образование 
продуктов перекисного окисления липидов, несущих ре-
активные формы кислорода (мРНК Ucp3), а в белом жире 
уменьшена интенсивность липолиза (мРНК Lipe). Эти 
процессы должны приводить к накоплению СЖК, способ-
ствовать депонированию ТГ в клетках жира. Кроме того, 
у 15-недельных Ау/a мышей был снижен относительно а/а 
мышей уровень мРНК Slc2a4. Это, наряду со пониженным 
уровнем мРНК Ucp3, может способствовать формирова-
нию у Ау/a мышей инсулинорезистентности (Fridlyand, 
Philipson, 2006) еще до манифестации МК ожирения. 
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измерение экспрессии генов в мышцах 
и жировой ткани у Ay мышей

Влияние мутации Ау на динамику изменения 
экспрессии генов, вовлеченных в углеводно-жировой 
обмен, у мышей с 15-й по 30-ю нед жизни
В период с 15-й по 30-ю нед жизни у мышей обоих гено-
типов наряду с увеличением массы тела увеличивалась 
также доля белого и бурого жира и повышался уровень 
ТГ в крови, т. е. появлялись признаки развития ожирения. 
У мышей обоих генотипов повышение доли жировой 
ткани ассоциировалось со значительным снижением экс-
прессии Lipe, Slc2a4 в белом жире, Cpt1b в мышцах и Ucp1 
(термогенез) в буром жире. Это снижение транскрипцион-
ной активности нельзя объяснить снижением уровня ан-
дрогенов в крови у 30-недельных мышей по сравнению с 
15-недельными, поскольку показано, что у 30-недельных 
а/а и Ау/a мышей концентрация тестостерона не отлича-
лась от таковой у 15-недельных мышей (Осадчук и др., 
2016). Причины возрастного снижения экспрессии генов, 
которое было обнаружено у мышей как дикого типа, так и 
склонных к развитию генетического ожирения, требуют 
дальнейшего изучения. Интересно отметить, что усиление 
к возрасту 15 нед (описанное у а/а мышей) и последующее 
снижение к возрасту 30 нед (у а/а и Ау/a мышей) экспрес-
сии изученных в работе генов полностью совпадают с 
возрастной динамикой добровольной двигательной актив-
ности у C57Bl/6J мышей (Figueiredo et al., 2009). Согласно 
данным, у мышей в возрасте 14−15 нед наблюдается пик 
двигательной активности с последующим снижением к 
возрасту 25−30 нед. Положительная корреляция между 
физической активностью и экспрессией Cpt1b и Ucp3 в 
мышцах, Ucp1 в буром жире, а также интенсивностью 
липолиза в белом жире показана рядом исследователей. 
Физическая нагрузка повышает экспрессию гена и белка 
CPT1 и UCP3 (Niu et al., 2010; Shen et al., 2015) в мыш-
цах, Ucp1 – в буром жире (Slocum et al., 2013), а также 
усиливает активность липолиза в белом жире (Niu et al., 
2010; Shen et al., 2015). 

Очевидно, что снижение к возрасту 30 нед экспрессии 
генов в мышцах (Ucp3, Cpt1b), белом жире (Lipe, Slc2a4) 
и буром жире (Ucp1) инициировало развитие возрастного 
«физиологического» ожирения даже у а/а мышей. Однако, 
несмотря на то что у 30-недельных Ау/a мышей уровни 
мРНК вышеперечисленных генов не отличались от тако-
вых у 30-недельных а/а мышей, признаки ожирения у Ау/a 
мышей были выражены значительно сильнее. Это может 
быть связано с тем, что на предыдущих этапах развития 
Ау/a мышей был изменен профиль экспрессии генов жи-
рового обмена в мышцах: у них снижена относительно а/а 
мышей транскрипция Cpt1b (в 10 и 15 нед) и транскрип-
ция Ucp3 (в 15 нед). Кроме того, в возрасте 30 нед у Ау/a 
мышей снижена относительно а/а мышей транскрипция 
Lpl в белом жире. Эти результаты согласуются с данными 
других авторов (Chiu et al., 2004), которые показали, что у 
мышей с мутацией Ау при развитом ожирении повышены 
уровни в крови липопротеинов высокой и низкой плот-
ности, а также снижен уровень мРНК Lpl в белом жире в 
два раза по сравнению с контрольными мышами. Можно 
предположить, что сниженный уровень мРНК Lpl у 30-не-
дельных Ау/a мышей способствовал снижению гидролиза 
ТГ и повышению их уровня в крови (Goldberg, Merkel, 
2001; Kersten, 2014). 

Таким образом, мы впервые показали, что развитие 
ожирения у Ау/a мышей может быть связано не только 
с повышенным потреблением пищи, но и со снижением 
экспрессии генов белков ключевых ферментов углевод-
но-жирового обмена в мышцах и белом жире, которое 
проявлялось задолго до манифестации ожирения. Уже в 
возрасте 10 нед в скелетных мышцах у Ау/a мышей была 
снижена (относительно мышей дикого типа) экспрессия 
Cpt1b, контролирующего окисление СЖК. В возрасте 
15 нед мутация Ау устраняла возрастную активацию экс-
прессии генов белков, регулирующих окисление СЖК в 
мышцах (Cpt1b, Ucp3), гидролиз ТГ (Lipe) и захват глю-
козы (Slc2a4) в белом жире и тем самым способствовала 
отложению жира. Мутация Ау не влияла на снижение 
экспрессии генов, вовлеченных в регуляцию липолиза, 
захвата глюкозы в белом жире, окисление СЖК в мыш-
цах и термогенез в буром жире, которые обнаружены у 
мышей дикого типа в возрасте 30 нед и ассоциировались 
с формированием у них возрастного «физиологического» 
ожирения.

Окончательный вывод, о том, какой вклад в развитие 
МК ожирения вносит изменение профиля экспрессии ге-
нов в мышцах, белом и буром жире, можно будет сделать 
после изучения экспрессии соответствующих белков в тех 
же возрастных группах мышей.
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