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ЗАВИСИМОСТЬ ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ РАННИХ ГЕНОВ C-FOS И C-JUN 
В МИОКАРДЕ КРЫС ПРИ КРАТКОВРЕМЕННОМ ДЕЙСТВИИ СТРЕССОРОВ ОТ 
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В опытах на 78 беспородных белых крысах-самцах обнаружено, что в условиях физического (t 4-5°С в течение 
30 минут), химического (25% раствора этанола в дозе 3,5 г/кг массы тела) и эмоционального (свободное плавание 
животных в клетке) стресса происходит увеличение экспрессии ранних генов c-fos и c-jun в миокарде крыс. Сте-
пень возрастания уровня мРНК указанных генов зависит от природы воздействующего фактора. Эксперименталь-
ный гипотиреоз (введение мерказолила в дозе 25 мг/кг в течение 20 дней) хотя и повышает экспрессию изученных 
генов сам по себе, устраняет вызванное стрессом возрастание уровня их мРНК. Малые дозы L-тироксина (1,5-3,0 
мкг/кг в течение 28 дней) per se не влияют на экспрессию c-fos и c-jun в сердце, однако обеспечивают большую ее 
стимуляцию в условиях действия всех изученных стрессоров.
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Введение. Вызванное стрессом повышение экс-
прессии ранних генов является неспецифической 
реакцией генома [18]. Образующиеся продукты пред-
ставляют собой одну из основных мишеней для вну-
триклеточной передачи информации, ответственны за 
долговременные ответы клетки на внешние стимулы 
и могут выступать в качестве «переключателя» в про-
цессе регуляции экспрессии других генов, поэтому 
играют важную роль в восстановлении от повреж-
дения при стрессе, а также консолидации памятных 
следов и других интегративных функциях мозга [23].

К наиболее изученным факторам, изменяющим 
экспрессию ранних генов, относят активные формы 
кислорода [11], адренокортикотропный гормон [17], 
гормоны коркового и мозгового слоя надпочечни-
ков [8, 19]. Имеются данные, указывающие на изме-
нение экспрессии генов немедленного реагирования 
при нарушении тиреоидного статуса организма [14]. 
Вместе с тем, йодсодержащие тиреоидные гормо-
ны (ЙТГ) играют важную роль в антистресс-систе-
ме организма [2], которая реализуется, в том числе, 
за счет индукции синтеза наиболее мощных факто-
ров защиты клеток от повреждения – белков тепло-
вого шока [3]. С другой стороны, в стимуляции их 
синтеза установлено значение ранних генов [6]. Это 
позволяет предполагать, что активирующее влия-
ние ЙТГ на синтез белков теплового шока связа-
но с их воздействием на экспрессию ранних генов.

Цель – исследовать влияние ЙТГ на экс-
прессию ранних генов – c-fos и c-jun – в миокар-
де животных при стрессе различной природы.

Материалы и методы. Работа выполнена на 78 
беспородных крысах-самцах массой 200-250 г. При 
проведении экспериментов с животными соблюда-
лись международные правила «Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals». В качестве физического 
стресса использовали однократное холодовое воздей-
ствие путем помещения крыс на 30 минут в холодовую 
камеру (t 4-5°С). Химический стресс воспроизводили 
путем введения этанола (однократно внутрижелудоч-
но 25% раствор в дозе 3,5 г/кг массы тела). Эмоцио-
нальный – вызывали c помощью методики «свобод-
ного плавания животных в клетке» (СПК), для чего 
крыс по 5 особей помещали в стандартную клетку, за-
полненную водой (t 22°С) на 15 см и закрытую сверху 
сеткой, на 30 минут. Расстояние от сетки до поверх-
ности воды составляло 5 см. Животные могли стоять, 

ухватившись за сетку, висеть на ней, а также плавать, 
не мешая друг другу [4]. Мерказолил вводили в дозе 
25 мг/кг в течение 20 суток, L-тироксин – в дозах от 
1,5 до 3,0 мкг/кг в течение 28 суток внутрижелудоч-
но в 1% крахмальном клейстере. Крысы контрольной 
группы, как и подвергнутые затем стрессу без приме-
нения препаратов, получали крахмальный клейстер 
таким же образом. Каждая экспериментальная группа 
состояла из 6 особей. Животных умерщвляли декапи-
тацией под уретановым наркозом (1 г/кг массы тела) 
тотчас же после прекращения процедуры стрессиро-
вания в случае холодового воздействия и СПК и че-
рез 30 минут – после введения алкоголя. Выделение 
тотальной РНК из замороженных в жидком азоте об-
разцов сердец крыс проводилось на спин-колонках с 
помощью наборов реагентов RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Германия) по протоколам, предложенным произво-
дителем набора. Измельчение образцов (35-50 мг) 
проводилось в 600 мкл лизирующего RLT-буфера 
(RNA Lysis Tissue) (pH 7,0) с помощью гомогениза-
тора «SpeedMill Plus» (Analytik Jena, Германия). Ка-
чество полученных препаратов РНК (степень дегра-
дированности, отсутствие примеси солей) оценивали 
электрофоретически в 0,8-1,2% агарозных гелях с 
использованием стандартных методик. Количествен-
ную оценку содержания матричной РНК (мРНК) в по-
лученных препаратах проводили спектрофотометри-
чески при длине волны 260 нм. Чистоту выделенной 
тотальной РНК оценивали также спектрофотометри-
чески по соотношению величины светопоглощения 
при длине волны 260 нм к таковой при длине волны 
280 нм (A260/280). Синтез двухцепочечных компле-
ментарных ДНК (кДНК) на матрице тотальной РНК 
осуществляли методом обратной транскрипции с ис-
пользованием набора реагентов «ОТ-1» (Синтол, РФ) 
и обратной транскриптазы «PowerScript» (Clontech 
LaboratoriesInc, США). Оценку количества мРНК ис-
следуемых генов в миокарде проводили методом ко-
личественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 
режиме реального времени с использованием системы 
для ПЦР-амплификации «CFX-96» (Bio-Rad, США). 
В качестве гена-нормализатора использовали BMP4 
(bone morphogenetic protein 4 gene), показывающий 
стабильный уровень экспрессии в сердце при воздей-
ствии различных факторов. Для каждого гена с помо-
щью специализированного программного обеспече-
ния («Primer Premier6» и «Primer3») были подобраны 
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специфичные праймеры (табл. 1) и условия реакции для 
ПЦР-амплификации участков генов (состав ПЦР-сме-
си, температурные и временные параметры реакции). 

Таблица 1 - Последовательности праймеров, подобранных 
к целевым генам – с-fos и с-jun, а также к гену-нормализа-
тору – BMP4

Примечание - 1. Ta – температура отжига праймеров 
(annealing temperature). 2. В колонке «Последовательность 
праймеров» указаны пары (с-fos прямой и с-fos обратный, с-jun 
прямой и с-jun обратный, BMP4 прямой и BMP4 обратный) 
праймеров, необходимых для амплификации участков генов

Количественную оценку экспрессии генов c-fos 
и c-jun проводили с использованием значений поро-
говых циклов Ct (Сt (threshhold cycle) – пороговый 
цикл (номер цикла, на котором график флюоресцен-
ции пересекает базовую линию) с помощью пакета 
программ «CFX Manager Software» (Bio-Rad, США). 

Статистическую обработку изменения уровня 
экспрессии гена интереса проводили с использо-
ванием метода ΔΔ Ct (рассчитывали по формуле:

 2 (-ΔΔCt)) [12]; для сравнения различий между 
группами использовали непараметрический кри-
терий Манна-Уитни (достоверность при p<0,05).

Результаты и обсуждение. В условиях воздей-
ствия всех примененных нами стрессоров проис-
ходило возрастание экспрессии c-fos и c-jun в ми-
окарде, однако в разной степени. Уровень мРНК 

c-fos в наибольшей степени повышался после СПК 
– на 59% (p<0,05), в наименьшей после экспози-
ции холодом – на 32% (p<0,05). После введения ал-
коголя он увеличивался на 44% (p<0,05) (рис. 1).

Уровень мРНК c-jun наиболее значительно воз-
растал также после СПК – на 52% (p<0,05), тог-
да как наименьшее его увеличение происходи-
ло после введения алкоголя – на 36% (p<0,05). 
После холодовой экспозиции уровень мРНК ука-
занного гена повышался на 45% (p<0,05) (рис. 2).

Экспериментальный гипотиреоз сам по себе 
незначительно стимулировал экспрессию иссле-
дованных генов в миокарде, в несколько боль-
шей мере c-fos: уровень его мРНК возрастал на 
14% (p<0,05), тогда как c-jun – на 11% (p<0,05).

При всех моделях стресса у крыс, получавших мер-
казолил, в отличие от стрессированных эутиреоидных 
животных уровень мРНК c-fos и c-jun не увеличивал-
ся (p>0,05 по отношению к группе «Мерказолил»).

Учитывая стимуляцию экспрессии указанных 
генов, вызванную самим мерказолилом, по сравне-
нию с контролем уровень их мРНК был выше после 
всех воздействий: мРНК c-fos на 16% (p<0,05) после 
СПК, на 18% (p<0,05) после холодовой экспозиции, 
на 19% (p<0,05) после введения алкоголя. Уровень 
мРНК c-jun после воздействия холодом был выше 
контроля на 10% (p<0,05), после СПК – на 13% 
(p<0,05), после введения алкоголя – на 16% (p<0,05).

Однако по отношению к экспрессии изученных 
генов после стресса у эутиреоидных животных у 
подвергнутых стрессу гипотиреоидных крыс она 
была существенно меньшей. Наибольшая разни-
ца наблюдалась после СПК – уровень мРНК c-fos 
и c-jun был ниже на 43% (p<0,01) и 39% (p<0,05). 
После холодового воздействия их уровень был 
ниже на 14% (p<0,05) и 35% (p<0,01), после вве-
дения алкоголя – на 25% (p<0,01) и 20% (p<0,05). 

Введение L-тироксина в малых дозах само 
по себе не влияло на уровень мРНК изучен-
ных генов в миокарде (p>0,05). Следователь-
но, использованные нами дозы L-тироксина не 
изменяют экспрессию c-fos и c-jun в сердце.

После стресса у крыс, получавших L-тироксин, 
как и у стрессированных без него животных, экспрес-
сия исследованных генов возрастала, однако более 
существенно. По отношению к группе «Тироксин» 
уровень мРНК c-fos в наибольшей степени возрастал 
после СПК – на 77% (p<0,01), в наименьшей мере 
после холодового воздействия – на 62% (p<0,01). 
После введения алкоголя уровень мРНК данного 
гена повышался на 64% (p<0,01). Наибольшее воз-

Целевой 
ген 

Размер 
амплифици-

руемого 
фрагмента 

Ta, ̊C Последовательность праймеров 
5`--->3` 

с-fos 118 п.н. 58,5 
CGGTCAAGAACATTAGCAACAT 

AGGTCCACATCTGGCACAG 

с-jun 154 п.н. 62,5 
GGGGTGCGGAGCCAGCTTCA 

CGGAGGGCTTGGGTGGGAG 

BMP4 112 п.н. 62,5 
CGGGAGCAGGTGGACCAGGGG 

GTGTCCAGTAGTCGTGTGATGAGGTG 

 

Уровень мРНК c-fos 

                                С                        М   М+С              Т   Т+С
                                                     группа животных

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

2,2

Контроль

 

Рисунок 1 - Уровень мРНК c-fos в миокарде при стрессе у животных с 

различным тиреоидным статусом 

Примечания: здесь и на рис. 2: 1) - медианы; 

2)   - -(LQ; UQ) – верхний и нижний квартили; 

3) I - минимальное и максимальное значения показателя; 

4) стрессоры:       - холод,       - алкоголь;     - - СПК; 

5) р<0,05 по отношению:* - к контролю; # - к соответствующему стрессу; 

+ - к контролю и соответствующему стрессу; ^ - к группе животных, 

получавших тироксин; 

6) группы животных: С – стресс; М –мерказолил; М+С – мерказолил и 

стресс; Т – L-тироксин; Т+С –L-тироксин+стресс. 
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Рисунок 2 - Изменение уровня мРНК c-jun в миокарде при стрессе у 

животных с различным тиреоидным статусом 
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растание уровня мРНК c-jun происходило после хо-
лодового воздействия – на 65% (p<0,01), наименьшее 
после воздействия алкоголя – на 46% (p<0,01). После 
СПК его экспрессия увеличивалась на 61% (p<0,01).

По отношению к контролю экспрессия изучен-
ных генов была существенно выше после всех воз-
действий. Уровень мРНК c-fos особенно значительно 
превышал контроль после СПК – на 78% (p<0,05), 
а c-jun после холодового воздействия – на 68% 
(p<0,05). Наименьшая разница в экспрессии c-fos 
была после воздействия холодом – на 63% (p<0,05), 
c-jun после введения алкоголя – на 49% (p<0,05). В 
условиях последнего стресса уровень мРНК c-fos 
был выше контроля на 65% (p<0,05). Уровень мРНК 
c-jun после СПК превышал контроль на 64% (p<0,05).

По сравнению со стрессом у крыс, не получав-
ших L-тироксин, после стресса у получавших его 
уровень мРНК обоих генов был также большим. 
Наибольшая разница наблюдалась после холодо-
вого воздействия – экспрессия c-fos была выше на 
31% (p<0,01), c-jun – на 23% (p<0,05). После введе-
ния алкоголя уровень мРНК указанных генов был 
выше на 21% (p<0,05) и 13% (p<0,05), а после СПК 
– на 19% (p<0,05) и 12% (p<0,05), соответственно.

Обсуждение полученных результатов. Среди 
возможных механизмов участия ЙТГ в регуляции 
экспрессии ранних генов прежде всего необходимо 
отметить их геномное действие, реализующееся, во 
первых, классическим путем – в результате связыва-
ния Т3 с рецепторами тиреоидных гормонов (TRα1 
и TRβ1) в специфических элементах ответа (Тhyroid 
hormone Response Elements (TREs)), расположенных 
в промоторных областях генов-мишеней; во-вто-
рых, недавно открытым неклассическим [16] за счет: 

• активации фосфатидилинозитол-3-киназы 
(phosphatidylinositide 3-kinases (PI3K)) после связыва-
ния Т3 [9] либо с TRβ, либо с S1 типом мембранного 
рецептора ЙТГ – интегрином alpha-v beta-3 (integrin 
αvβ3/S1) [13];

• активации одного из МАРК-сигнальных пу-
тей (mitogen-activated protein kinase), в частности, 
ERK1/2 (extracellular signaling related kinase), после 
связывания Т4 [21] и  в меньшей степени Т3  [22] с S2 
типом указанного рецептора – αvβ3/S2.

РI3K активирует сигнальный путь Akt/PKB пу-
тем фосфорилирования протеинкиназы В (PKB), 
которая в свою очередь индуцирует ключевое зве-
но регуляторных путей клеточного роста – mTOR 
(mammalian target of rapamycin) и, в конечном 
итоге, серин/треониновую киназу p70S6, фосфо-
рилирующую рибосомальный белок S6, что при-
водит к стимуляции синтеза белка в рибосомах.

Такое же влияние оказывает ERK1/2, фос-
форилирующая киназу p90S6. Кроме того, 
диффундируя в ядро, ERK1/2 индуцирует 
экспрессию ранних генов, продукты которых обе-
спечивают транскрипцию поздних генов, ответ-
ственных за пролиферацию и выживание клеток [15].

То есть  начальный этап неклассического действия 
ЙТГ – негеномный, однако в последующем он приво-
дит к стимуляции транскрипции генов, независимых 
от TREs. 

Кроме того, негеномное действие ЙТГ может быть 
опосредовано через повышение ими внутриклеточной 
концентрации Са 2+ [10] и циклического АМФ [20].

Необходимо учитывать и влияние ЙТГ на реа-
лизацию ответа клетки на действие катехоламинов 
[7] и процессы перекисного окисления липидов в 
миокарде [1] с учетом доказанного значения этих 
факторов в регуляции экспрессии ранних генов.

Незначительное повышение экспрессии ранних 
генов при гипотиреозе, также наблюдавшееся в на-
ших исследованиях, обусловлено тем, что ингибиро-
вание синтеза белка увеличивает экспрессию генов 
раннего реагирования по механизму обратной связи 
[5]. Отсутствие стимуляции их экспрессии при стрес-
се у гипотиреоидных животных связано с «выпадени-
ем» вышеописанных эффектов ЙТГ.

С указанными механизмами связана обнаружен-
ная нами стимуляция экспрессии ранних генов в мио-
карде при стрессе.

В целом полученные результаты помогают выя-
вить новый аспект участия ЙТГ в формировании за-
щитной реакции организма при стрессе – их стимули-
рующее влияние на экспрессию ранних генов.

Выводы. Нами установлено, что стрессоры раз-
личного происхождения (физический, химический, 
эмоциональный) вызывают повышение экспрес-
сии генов раннего реагирования в сердце, степень 
которого зависит от природы фактора: наиболь-
шая – после эмоционального стресса, наименьшая 
– после холодового воздействия (c-fos) и химиче-
ского (c-jun). В условиях одного и того же стресса 
экспрессия изученных генов повышается также не 
одинаково. После холодового стресса в наиболь-
шей степени возрастает экспрессия c-jun, тогда 
как после химического и эмоционального – c-fos.

Экспериментальный гипотиреоз хотя и увеличива-
ет уровень мРНК ранних генов c-fos и c-jun в миокар-
де per se, но полностью предотвращает возрастание 
их экспрессии в условиях всех примененных воздей-
ствий. Малые дозы L-тироксина сами по себе не влия-
ют на уровень мРНК c-fos и c-jun в сердцах крыс, одна-
ко обеспечивают большую стимуляцию их экспрессии 
при воздействии стрессоров различной природы.
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DEPENDENCE OF CHANGES IN EXPRESSION OF EARLY GENES C-FOS AND C-JUN IN RAT 
MYOCARDIUM UNDER EXPOSURE TO SHORT-TERM STRESSORS FROM THE THYROID STATUS 

OF ORGANISM 
Evdokimova O.V.

Educational Establishment “Vitebsk State Order of Peoples’ Friendship Medical University”,  
Vitebsk, Belarus

In experiments on 78 adult white unbread male rats was demonstrated that physical (t 4-5°C for 30 minutes), chemical 
(25% alkohol at the dose 3.5 g/kg body weight) and emotional (free swimming in the cage within 30 minutes) stress increased 
expression of early genes c-fos and c-jun in rat myocardium. The degree of increase in the mRNA of these genes depends on 
the nature of the factor. The greatest degree of expression of c-jun was under physical stress. Experimental hypothyroidism 
(administration of merkazolil at the dose of 25 mg/kg for 20 days), although increases expression of studied genes by itself, 
eliminates the stress-induced increase in their mRNA level. Small doses of L- thyroxine (1.5-3.0 µg/kg for 28 days) per se 
did not affect on the expression of c-fos and c-jun in the heart, however, provide its greater stimulation under the action of 
all studied stressors.
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