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Портальная гипертензия (ПГ) развивается при различных заболеваниях печени 
и  сопровождается нарушениями кровоснабжения этого органа. Целью данной ра-
боты стало сравнение влияния ПГ на изменения сосудов, которые приносят кровь 
в печень – портальной вены и печеночной артерии. У самцов мышей C57Bl/6J мо-
делировали ПГ путем перевязки общего желчного протока, в контрольной группе 
проводили ложную операцию. Спустя три недели животных подвергали эвтаназии, 
взвешивали органы (печень и селезенку), брали образцы крови (для биохимических 
анализов) и  печени (для исследования экспрессии генов методом количественной 
ПЦР). Кроме того, выделяли портальную вену и печеночную артерию для исследо-
вания реакций в изометрическом миографе или анализа экспрессии генов. Развитие 
печеночной патологии было подтверждено по увеличению массы печени (относи-
тельно массы тела), изменениям показателей биохимии крови (увеличение актив-
ности АЛТ и щелочной фосфатазы, содержания общего билирубина, прямого били-
рубина и общего холестерина) и повышению экспрессии генов-маркеров фиброза 
ткани (Acta2 и Mmp9). Масса селезенки у мышей с перевязкой желчного протока 
была увеличена по сравнению с контрольной группой, что характерно для ПГ. Пор-
тальная вена мышей с ПГ демонстрировала увеличение максимального сократитель-
ного ответа на U46619 (агонист рецепторов тромбоксана А2) и одновременно сниже-
ние чувствительности к этому агонисту, уменьшение ацетилхолин-опосредованного 
расслабления и повышение чувствительности к оксиду азота. Также наблюдалось 
снижение сократительных ответов вены на АТФ, которое сопровождалось повыше-
нием экспрессии генов, кодирующих белки пуринергической сигнальной системы 
(Panx1, P2rx1, P2rx4 и Nt5e). В печеночной артерии мышей с ПГ значимых функцио-
нальных изменений выявлено не было. Полученные данные свидетельствуют о пре-
имущественном вовлечении портальной вены на ранних стадиях ПГ и подчеркивают 
ее ключевую роль в сосудистой дисфункции при патологиях печени.
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ВВЕДЕНИЕ

Портальная гипертензия (ПГ) – это патологическое состояние, характеризующееся 
повышением давления крови в портальной вене. ПГ развивается при циррозе и других 
заболеваниях печени [1]. Основной причиной развития ПГ при этих состояниях явля-
ется сужение просвета синусоид-фиброзной тканью, а также ремоделирование самого 
сосудистого русла печени [2]. Кроме того, важную роль в прогрессировании ПГ играет 
увеличение чревного кровотока из-за дилатации артериальных чревных сосудов и от-
крытия их коллатералей [3]. В результате повышается венозный возврат крови к сер-
дцу, на что сердце реагирует компенсаторным увеличением минутного объема – раз-
вивается гипердинамический синдром. Повышение минутного объема сердца, в свою 
очередь, служит причиной увеличения притока крови в портальную вену, что ведет 
к дальнейшему росту давления в ней и усугублению ПГ [3]. 

В патогенезе ПГ важную роль играют изменения сосудов, обеспечивающих крово-
снабжение печени: портальной вены, по которой в печень поступает венозная кровь от 
органов пищеварительного тракта, и печеночной артерии, которая доставляет в печень 
кровь, богатую кислородом. В синусоидном пространстве печени эти два потока сме-
шиваются, обеспечивая состав крови, необходимый печеночной паренхиме для деток-
сикационных и обменных процессов [4]. Снижение поступления крови по портальной 
вене приводит к увеличению протока по артерии – так называемому артериальному 
буферному ответу [4]. Портальная вена и печеночная артерия формируют уникальную 
систему двойного кровоснабжения печени, и в условиях ПГ каждый из этих сосудов 
может вовлекаться в патологические и компенсаторные процессы. 

В русле портальной вены при развитии ПГ происходят структурные и  функцио-
нальные изменения, которые приводят к повышению сопротивления этого русла, что 
неизбежно сказывается и на характеристиках самой вены. В портальной вене разви-
вается гипертрофия гладкомышечных клеток  [5]. Кроме того, выявлены изменения 
реактивности сосудистой стенки на стимулы различной природы, что указывает на на-
рушение регуляции венозного тонуса в условиях ПГ [6, 7]. В итоге повышение сосу-
дистого сопротивления может приводить к уменьшению кровотока в портальной вене, 
несмотря на более высокое давление крови [4].

Печеночная артерия, как и другие артерии чревного бассейна, в условиях ПГ под-
вергается дилатации [3]. При снижении кровотока в портальной вене, что наблюдается 
при ПГ, в  печеночной артерии активируются механизмы, направленные на  поддер-
жание перфузии печени. В этих условиях печеночная артерия начинает играть более 
значимую роль в обеспечении органа кислородом и питательными веществами [3, 4]. 
Таким образом, изменения в артериальной системе частично компенсируют недоста-
точность портального притока, уменьшая развитие гипоксии в ткани печени [8] и под-
держивая функциональное состояние этого органа. 

Таким образом, при ПГ изменения в сосудах печени затрагивают как венозный, так 
и артериальный компоненты, однако выраженность и характер этих изменений могут 
различаться. Следует отметить, что подавляющее большинство опубликованных работ 
было сосредоточено на изучении изменений только в одном из этих сосудов. Результа-
ты сравнительного анализа изменений в портальной вене и печеночной артерии у од-
них и тех же животных с ПГ на сегодняшний день представлены в литературе крайне 
ограниченно, а для мышиной модели ПГ этот вопрос ранее не исследовался.

Поэтому целью нашей работы стало комплексное изучение изменений в порталь-
ной вене и печеночной артерии у мышей в условиях ПГ, индуцированной перевязкой 
общего желчного протока за три недели до проведения исследований. В задачи работы 
входили исследование реакций сокращения и расслабления изолированных препара-
тов этих сосудов, а также сопоставление выявленных вазомоторных изменений с изме-
нениями экспрессии генов, кодирующих белки, участвующие в регуляции сосудистого 
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тонуса. Особое внимание уделялось анализу состояния пуринергической сигнальной 
системы, которая часто задействуется в процессах физиологического и патологическо-
го ремоделирования печени и сосудов [9, 10]. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использовали половозрелых самцов мышей линии C57Bl/6J, ко-
торые были разведены в виварии кафедры физиологии человека и животных биологи-
ческого факультета МГУ имени М.В. Ломоносова из племенного ядра, полученного 
из питомника Института цитологии и  генетики СО РАН. Животных содержали при 
световом цикле 12/12 ч, температуре от 22 до 25 °С и свободном доступе к питьевой 
воде и корму для грызунов (ООО “Лабораторкорм”, Москва, Россия). 

Моделирование портальной гипертензии. ПГ моделировали путем перевязки обще-
го желчного протока, у животных контрольной группы (КОН) проводили ложную опе-
рацию. На момент проведения операции возраст мышей составлял 14.6 ± 0.4 недели 
в группе КОН (n = 19) и 15.2 ± 0.6 недели в группе ПГ (n = 12) (p = 0.433).

Мышей наркотизировали внутрибрюшинным введением смеси золетила с ксила-
зином (по 17 мг/кг в 0.9%-ном растворе NaCl) и размещали на подогреваемой поверх-
ности (37 °C). После вскрытия брюшной полости общий желчный проток осторожно 
отделяли от печеночной артерии и портальной вены и накладывали на него две лигату-
ры из хирургического шелка (5–0, ПТО “Медтехника”, Россия). Затем брюшину и кожу 
послойно зашивали с  использованием полипропиленовой нити 5–0. Продолжитель-
ность операции составляла 30–40 мин. У животных с ложной операцией проводили 
такие же манипуляции за исключением перевязки общего желчного протока. 

Через три недели после операции мышей подвергали эвтаназии путем декапитации, 
сразу собирали цельную кровь (около 500 мкл) в пробирки Eppendorf объемом 1.5 мл, 
взвешивали печень, у части животных (7 КОН и 6 ПГ) брали образцы ткани печени для 
анализа экспрессии генов методом количественной ПЦР. Также выделяли портальную 
вену и печеночную артерию для исследования методом количественной ПЦР (10 КОН 
и 6 ПГ) или в изометрическом миографе (9 КОН и 6 ПГ; препарат артерии одной мыши 
из группы КОН был поврежден при установке в камеру миографа). У мышей, сосуды 
которых исследовали в миографе, взвешивали селезенку, увеличение массы которой 
отражает развитие ПГ [11]. 

Анализ биохимических показателей сыворотки крови. Для получения сыворотки 
образцы крови сначала выдерживали при комнатной температуре в  течение 20 мин, 
затем при 4 °C в течение 40 мин. После этого образцы центрифугировали при 4300 g 
в течение 15 мин. Полученную сыворотку собирали и хранили при температуре –20 °C 
до дальнейшего анализа. Уровни аланинаминотрансферазы (АЛТ), щелочной фосфа-
тазы, общего билирубина и прямого билирубина в сыворотке крови определяли с по-
мощью диагностических наборов ООО “Ольвекс Диагностикум” (Россия), уровень 
общего холестерина определяли с  помощью набора ООО “Хоспитекс Диагностика” 
(Россия). Измерение оптической плотности осуществляли с использованием планшет-
ного спектрофотометра Multiskan EX (Thermo Electron Corporation, Германия).

Исследование экспрессии генов методом ПЦР в реальном времени. Образцы тка-
ни помещали в раствор RNA-later (Qiagen) и хранили при температуре –20 °C до про-
ведения исследований. Выделение РНК проводили с  помощью набора “Clean RNA 
Standard” (Евроген, Россия) в соответствии с приложенной инструкцией. Концентра-
цию РНК в полученных образцах определяли с помощью спектрофотометра NanoDrop 
2000 (Thermo Fisher Scientific, США). Затем образцы обрабатывали ДНКазой I (Thermo 
Fisher Scientific, США) согласно протоколу производителя. Обратную транскрипцию 
проводили с  использованием набора реактивов “MMLV RT kit” (Евроген, Россия) 
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и праймеров со случайными последовательностями нуклеотидов длиной 6 п.н. С по-
лученными образцами кДНК проводили ПЦР в реальном времени, используя прибор 
ДТлайт (ДНК-Технология, Россия) и реакционную смесь qPCRmix-HS SYBR (Евро-
ген, Россия). Список исследованных генов и последовательности праймеров приведе-
ны в табл. 1. Протокол проведения ПЦР включал следующие стадии: 1) денатурацию 
ДНК (90 °С в течение 10 мин); 2) 40 циклов ПЦР, каждый из которых состоял из этапа 
денатурации ДНК (30 с при 95 °С), отжига праймеров (30 с при температуре, необходи-
мой для каждой пары праймеров (табл. 1)) и элонгации (60 с при 72 °С); 3) финальную 
элонгацию (10 мин при 72 °С); 4) плавление (линейное повышение температуры от 50 
до 95 °С).

Для обработки результатов использовали программу RealTime_PCR (ДНК-Техно-
логия, Россия), в которой определяли значения Cp и далее рассчитывали значения уров-
ня экспрессии (А): А = E^(−Cp), где Е – эффективность пары праймеров, которую опре-
деляли методом последовательных разведений образца. Значения экспрессии целевых 
генов нормировали на  среднее геометрическое значений экспрессии двух референс-
ных генов (Gapdh и Actb) (для ткани печени) или на значение экспрессии референсного 
гена Tagln (для портальной вены) в том же образце ткани.

Таблица 1. Исследованные гены и последовательности праймеров для них

Ген Белок Последовательности праймеров (5'-3') T, °С

Acta2 Альфа-актин Прямой: TCAGGGAGTAATGGTTGGAATG
Обратный: GGTGATGATGCCGTGTTCTA 60

Mmp9
MMP9  
(матриксная 
металлопротеиназа 9)

Прямой: GGACCCGAAGCGGACATTG
Обратный: CGTCGTCGAAATGGGCATCT 60

Panx1 Panx1 (паннексин 1) Прямой: TAAGCTGCTTCTCCCCGAGT
Обратный: TGGCAAACAGCAGTAGGATG 60

P2rx1 P2X1-пуринорецептор Прямой: GACAAACCGTCGTCACCTCT
Обратный: ATCCCAGAGCCGATGGTAGT 60

P2rx4 P2X4-пуринорецептор Прямой: GTGACGTCATAGTCCTCTACTGT
Обратный: TGCTCGTAGTCTTCCACATACTT 60

Entpd1
NTPDase1  
(экто-нуклеозидтрифосфат/ 
дифосфогидролаза)

Прямой: GCTTTGATTGCTGTGGGACTGACC
Обратный: GCCAGGTACGCACCGATTTCATCT 64

Nt5e NT5E  
(экто-5'-нуклеотидаза)

Прямой: CAAATCCCACACAACCACTG
Обратный: TGCTCACTTGGTCACAGGAC 58

Nos3
eNOS  
(эндотелиальная синтаза 
оксида азота)

Прямой: CTGGCTTACAGAACCCAGGATG
Обратный: GGGCAGGTTGTAGCCCTTTGA 60

Gapdh GAPDH Прямой: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
Обратный: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 60

Actb Бета-актин Прямой: ACAGTCCGCCTAGAAGCAC
Обратный: CGTTGACATCCGTAAAGACC 60

Tagln SM22α (трансгелин) Прямой: CACAAACGACCAAGCCTTCTC
Обратный: TCACCAATTTGCTCAGAATCACA 66

T – температура отжига праймеров.
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Исследование вазомоторных реакций сосудов. После эвтаназии органы брюшной 
полости для выделения портальной вены и печеночной артерии перемещали в чашку 
Петри с фосфатно-солевым раствором следующего состава (мМ): NaCl 145; KCl 4.5; 
CaCl2 0.1; MgSO4 1.0; NaH2PO4 1.2; EDTA 0.025; HEPES 5.0. Для исследований выре-
зали кольцевые сегменты сосудов длиной 2 мм и помещали их в камеры изометри-
ческого миографа (Multi Myograph System 620M, DMT, Дания). Показания датчиков 
силы оцифровывали с частотой 10 Гц и регистрировали на компьютере с использо-
ванием аналого-цифрового преобразователя E14–140 (L-Card, Россия) и  программы 
PowerGraph 3.3 (ДИСофт, Россия). В ходе эксперимента камеры миографа были запол-
нены раствором следующего состава (мМ): NaCl 120; NaHСO3 26; KCl 4.5; CaCl2 1.6; 
MgSO4 1.0; NaH2PO4 1.2; D-глюкоза 5.5; EDTA 0.025; HEPES 5.0, также проводилась 
аэрация газовой смесью 5% CO2 + 95% O2 для поддержания pH 7.4. Раствор нагревали 
до 37 °С и поддерживали эту температуру на протяжении всего эксперимента. В начале 
эксперимента устанавливали растяжение препарата, оптимальное для сокращения: для 
препаратов артерии использовали стандартную процедуру [12], а растяжение венозных 
препаратов соответствовало трансмуральному давлению 10 мм рт. ст. Перед началом 
основного протокола проводили активацию препаратов с помощью KCl (60 мМ) и фе-
нилэфрина (агонист α1-адренорецепторов, 10 мкM). После каждого воздействия про-
водили стандартную отмывку: раствор в камере полностью заменяли сначала 3 раза 
подряд и  затем еще 2 раза, каждый раз через 5  мин. Такую же отмывку проводили 
после всех фармакологических воздействий в ходе эксперимента; промежуток времени 
между окончанием отмывки и следующим фармакологическим воздействием состав-
лял не менее 5 мин. 

В основной части протокола тестировали реакции сосудов на агонист рецепторов 
тромбоксана А2 U46619 (кумулятивное повышение концентрации от 0.0001 до 1 мкМ, 
3  мин в  каждой концентрации) и  на однократное добавление АТФ в  концентрации, 
обеспечивающей реакцию порядка 30% от максимальной силы сокращения при дейст-
вии U46619 (100 мкМ для печеночной артерии и 1 мкМ для портальной вены). Также 
для большинства препаратов исследовали реакции на ацетилхолин (0.001 – 10 мкМ, 
1 мин в каждой концентрации) и донор оксида азота DEA-NO (0.001 – 10 мкМ, 3 мин 
в каждой концентрации, на фоне ингибирования синтеза NO (L-NNA, 100 мкМ)). Пе-
ред аппликацией ацетилхолина и DEA-NO создавали предсокращение препаратов с ис-
пользованием фенилэфрина (агонист α1-адренорецепторов, 10  мкМ). Концентрации 
ацетилхолина и DEA-NO в камере миографа также повышали кумулятивно. 

Все фармакологические препараты были получены из фирмы Sigma-Aldrich (США), 
кроме L-NNA (производитель – Alexis Biochemicals, США).

Обработку результатов проводили в программах PowerGraph 3.3 и GraphPad Prism 
8.0.1 (GraphPad Software, США). Из всех значений силы, зарегистрированных в тече-
ние эксперимента, вычитали значение пассивной силы, которое соответствует полному 
расслаблению гладкой мышцы препарата (при добавлении 2 мМ ЭГТА в конце экспе-
римента). В  зависимости “концентрация  – эффект” на  U46619 определяли значение 
силы сокращения при каждой из концентраций агониста и выражали в процентах от 
максимального значения сокращения. Чувствительность препаратов к U46619 оцени-
вали по концентрации агониста, вызывающей полумаксимальную реакцию (EC50), для 
вычисления этого показателя индивидуальные зависимости “концентрация – эффект” 
аппроксимировали уравнением сигмоидальной зависимости в  программе GraphPad 
Prism 8.0.1.

Для сравнения максимальных ответов на U46619 между группами их нормировали 
на удвоенную длину сегмента сосуда [12]. Для реакций на АТФ определяли пиковое 
значение силы и  нормировали его на  максимальный сократительный ответ, вызван-
ный U46619. При обработке зависимостей “концентрация – эффект” для вазорелаксан-
тов (ацетилхолина и DEA-NO) определяли значения силы на уровне предсокращения 
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и при добавлении каждой концентрации вещества, затем все полученные значения вы-
ражали в процентах от уровня предсокращения.

Статистический анализ данных. Статистический анализ данных проводили в про-
грамме GraphPad Prism 8.0.1. Соответствие распределения данных в  выборках нор-
мальному проверяли с использованием теста Шапиро–Уилка. Использовали критерий 
Манна–Уитни и непарный t-тест с коррекцией Уэлча (при неравенстве дисперсий) при 
сравнении двух групп, а также двухфакторный дисперсионный анализ для повторных 
измерений с коррекцией сферичности по Гринхаусу–Гейссеру при сравнении зависи-
мостей “концентрация  – эффект”. Различия считали статистически значимыми при 
p < 0.05. Данные приведены в виде медианы и межквартильного размаха (результаты 
ПЦР) или среднего и стандартной ошибки среднего (остальные данные); n – количест-
во животных в группе.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Масса тела и органов. В день проведения операции масса тела двух групп мышей 
статистически значимо не различалась (табл.  2). Однако через три недели у мышей 
с перевязкой общего желчного протока наблюдалось снижение массы тела по сравне-
нию с контрольной группой (табл. 2). Масса печени и масса селезенки (относительно 
массы тела) после перевязки желчного протока были значительно больше, чем в контр-
оле (табл. 2). 

Биохимия крови. Для оценки функционального состояния печени были определены 
следующие биохимические показатели сыворотки крови: активности аланинамино-
трансферазы (АЛТ) и щелочной фосфатазы, содержание общего билирубина, прямого 
билирубина и общего холестерина. У мышей с перевязкой желчного протока все иссле-
дованные показатели крови были увеличенными (табл. 2).

Таблица 2. Масса тела, масса органов и биохимические показатели крови у двух групп мышей

Показатели
Группы мышей

КОН ПГ

Масса тела до операции, г 26.1 ± 0.6 26.3 ± 0.4

Масса тела при забое, г 26.3 ± 0.5 20.1 ± 0.5*

Масса печени, % от массы тела 5.56 ± 0.19 7.09 ± 0.16*

Масса селезенки, % от массы тела 0.31 ± 0.02 0.62 ± 0.07*

АЛТ, мкмоль/(с×л) 0.43 ± 0.02 0.90±0.14*

Щелочная фосфатаза, мкмоль/(с×л) 241.8 ± 18.7 1983.0 ± 300.8*

Билирубин общий, мкмоль/л # 317.6 ± 19.8

Билирубин прямой, мкмоль/л # 192.6 ± 18.4

Холестерин общий, ммоль/л 2.69 ± 0.14 11.13 ± 1.30*

*p < 0.05 (непарный t-тест с коррекцией Уэлча); # – значения ниже уровня детекции (5 мкмоль/л). Количест-
во мышей в группах: КОН – 19, ПГ – 12 (для селезенки: КОН – 9, ПГ – 6).
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Маркеры фиброза печени. Для подтверждения развития патологии печени мы про-
вели анализ экспрессии генов, повышение транскрипции которых отражает развитие 
фиброза ткани: Acta2 (альфа-актин) и Mmp9 (матриксная металлопротеиназа типа 9). 
Было получено, что у  мышей с  перевязкой желчного протока через 3 недели после 
операции повышается содержание мРНК обоих исследованных генов: Mmp9 и Acta2 
(рис. 1).
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Рис. 1. Содержание мРНК маркеров фиброза альфа-актина (a) и матриксной металлопротеиназы 9 (b) в тка-
ни печени мышей контрольной группы (CON) и группы с портальной гипертензией (PH). Значения нормиро-
ваны на среднее геометрическое значений для генов Gapdh и Actb в том же образце ткани. Данные представ-
лены в виде медианы и межквартильного размаха; *p < 0.05 – критерий Манна–Уитни.

Сократительные реакции сосудов печени на активацию рецепторов  
тромбоксана А2

В ходе экспериментов для портальной вены и печеночной артерии были построены 
зависимости “концентрация–эффект” в ответ на кумулятивное повышение концентра-
ции U46619. Для портальной вены максимальная сила сокращения наблюдалась при 
концентрации U46619 в диапазоне 0.3–1.0 мкМ (рис. 2a), в то время как для печеноч-
ной артерии – при 0.1–0.3 мкМ (рис. 2c).

Наши исследования показали, что максимальный ответ препаратов портальной 
вены на U46619 при перевязке желчного протока повышается (рис. 2a), тогда как от-
носительные реакции на промежуточные концентрации U46619, напротив, снижают-
ся (рис. 2b). Значение EC50 для препаратов вены у мышей с перевязкой протока было 
значительно выше, чем в контроле (11.7 ± 5.0 и 2.4 ± 0.4 нМ соответственно, p < 0.05, 
непарный t-тест), что говорит о снижении чувствительности вены к U46619 при раз-
витии ПГ. 

Реакции препаратов печеночной артерии на U46619 через 3 недели после перевязки 
желчного протока не были изменены по сравнению с контролем (рис. 2c,d).

Пуринергическая регуляция сосудов печени. Аппликация АТФ вызывала хорошо 
выраженный сократительный ответ портальной вены, который достигал пикового зна-
чения в течение минуты и затем спадал в течение 5–6 мин. Реакция печеночной арте-
рии на АТФ также была транзиторной, но в этом случае пик сокращения наблюдался 
через 20–30 с, а спад – в течение 2–3 мин. Следует отметить, что препараты вены и ар-
терии сильно различались по реактивности на АТФ – для получения сопоставимых 
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сократительных ответов (примерно 30% от максимального сокращения на  U46619) 
в случае артерии требовалась концентрация на два порядка выше, чем в случае вены 
(100 мкМ и 1 мкМ соответственно). У мышей с ПГ наблюдалось значительное сниже-
ние пика сократительного ответа портальной вены на АТФ (рис. 2e), тогда как реак-
ция артерии на АТФ у мышей существенно не изменялась по сравнению с контролем 
(рис. 2f).

В связи со значительным снижением сосудистой реакции портальной вены на АТФ 
при ПГ мы исследовали возможные молекулярные механизмы, лежащие в основе этого 

(a)                                                                  (b)                        

(c)                                                                  (d)                        

(e)                                                     (f)                        

1.5

1.0

0.5

0.0

40

30

20

10

0

50

40

30

20

10

0

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0

4

3

2

1

0

M
ax

im
um

 c
on

tra
ct

io
n 

to
U

46
61

9,
 m

N
/m

m

C
on

tra
ct

io
n 

fo
rc

e,
%

 o
f m

ax
im

um
 re

sp
on

se
 to

 U
46

61
9

C
on

tra
ct

io
n 

fo
rc

e,
%

 o
f m

ax
im

um
 re

sp
on

se
 to

 U
46

61
9

M
ax

im
um

 c
on

tra
ct

io
n 

to
U

46
61

9,
 m

N
/m

m

A
ct

iv
e 

fo
rc

e,
 %

 o
f m

ax
im

um
A

ct
iv

e 
fo

rc
e,

 %
 o

f m
ax

im
um

CON            PH              

CON            PH              

CON  (n = 9)           
PH  (n = 6)              

2-way RM ANOVA (Geisser–Greenhouse):
Group: F (1, 13) = 25.05, p < 0.001
Conc: F (1, 67, 21.76) = 471.3, p < 0.001
Interaction: F (9, 117) = 9.871, p < 0.001

2-way RM ANOVA (Geisser–Greenhouse):
Group: F (1, 12) = 1.821, p < 0.202
Conc: F (1, 64, 19.68) = 123.6, p < 0.001
Interaction: F (9, 108) = 0.341, p = 0.959
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Рис. 2. Реакции сосудов печени на вазоконстрикторы у мышей контрольной группы (CON) и группы с пор-
тальной гипертензией (PH). (a, с) – Максимальные сократительные ответы препаратов портальной вены (a) 
и печеночной артерии (с) на U46619. (b, d) – Сократительные ответы препаратов портальной вены (b) и пе-
ченочной артерии (d) на U46619 при кумулятивном повышении концентрации. (e, f) – Амплитуда вызван-
ного АТФ сокращения в портальной вене (e, 1 мкМ) и печеночной артерии (f, 100 мкМ). Данные представ-
лены в виде среднего и  стандартной ошибки среднего; *p < 0.05 – непарный t-тест с коррекцией Уэлча;  
#p < 0.05 – двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений с коррекцией по Гринхаусу–Гейссеру.
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явления: были проанализированы уровни экспрессии генов ключевых компонентов пу-
ринергической регуляторной системы. Результаты показали повышение в портальной 
вене мышей с ПГ содержания мРНК гена Panx1 (рис. 3a), кодирующего трансмембран-
ный белок паннексин 1. Этот белок формирует каналы, через которые АТФ выходит 
из клетки во внеклеточное пространство, где функционирует как сигнальная моле-
кула [13]. Также наблюдалось повышение уровней мРНК пуринергических рецепто-
ров P2X1 и P2X4 (рис. 3b, c), которые играют важную роль в реализации сосудистых 
ответов на внеклеточный АТФ [14]. Уровни экспрессии эктонуклеотидазы NTPDase1 
(рис. 3d), ответственной за последовательный гидролиз АТФ и АДФ до АМФ [15], не 
различались в вене двух групп мышей, хотя при ПГ наблюдалась тенденция к повыше-
нию уровня экспрессии NT5E (рис. 3e), катализирующей превращение АМФ в адено-
зин [15].
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Рис. 3. Уровни мРНК генов, кодирующих белки-участники пуринергической регуляции клеток, в  пор-
тальной вене мышей контрольной группы (CON) и  группы с  портальной гипертензией (PH): паннексин 
1 (a), пуринорецепторы P2X1 (b) и  P2X4 (c), эктонуклеотидазы NTPDase1 (d) и  NT5E (e). На панели (f) 
представлены уровни экспрессии гена eNOS. В качестве референсного использован ген белка SM22. Данные 
представлены в виде медианы и межквартильного размаха; *p < 0.05 – критерий Манна–Уитни.

Реакции расслабления сосудов печени. Мы сопоставляли изменения реакций сосу-
дов на ацетилхолин, который вызывает эндотелий-зависимое расслабление, и DEA-NO, 
который является донором оксида азота, действующего непосредственно на гладкомы-
шечные клетки. Было показано, что при перевязке общего желчного протока проис-
ходит уменьшение реакции расслабления портальной вены в  ответ на  ацетилхолин 
(рис.  4a), тогда как реакция данного сосуда на  DEA-NO, наоборот, увеличивается 
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(рис. 4b). В печеночной артерии выраженность расслабления при действии как аце-
тилхолина (рис. 4c), так и DEA-NO (рис. 4d) оставалась сопоставимой с реакциями 
в контрольной группе.
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2-way RM ANOVA (Geisser–Greenhouse):
Group: F (1, 10) = 0.008, p < 0.929
Conc: F (1, 72, 17.24) = 123.6, p < 0.001
Interaction: F (7, 70) = 0.536, p = 0.804

2-way RM ANOVA (Geisser–Greenhouse):
Group: F (1, 12) = 6.79, p < 0.023
Conc: F (2, 01, 24.13) = 181.1, p < 0.001
Interaction: F (6, 72) = 8.657, p = 0.001

2-way RM ANOVA (Geisser–Greenhouse):
Group: F (1, 12) = 6.185, p < 0.029
Conc: F (1.94, 23.32) = 543.5, p < 0.001
Interaction: F (7, 84) = 4.387, p = 0.001

2-way RM ANOVA (Geisser–Greenhouse):
Group: F (1, 11) = 0.082, p < 0.779
Conc: F (1.59, 17.44) = 117.3, p < 0.001
Interaction: F (6, 66) = 0.747, p = 0.614

CON  (n = 9)           
PH  (n = 5)              

CON  (n = 9)           
PH  (n = 5)              

CON  (n = 8)           
PH  (n = 5)              

CON  (n = 6)           
PH  (n = 6)              

−9             −8             −7             −6             −5 −9             −8             −7             −6             −5

−9             −8             −7             −6             −5−9             −8             −7             −6             −5

Acetylcholine, lg [M]

Acetylcholine, lg [M] DEA-NO, lg [M]

DEA-NO, lg [M]

# #

(c)                                                                                     (d)                        

Рис. 4. Реакции сосудов печени на вазодилататоры у мышей контрольной группы (CON) и группы с пор-
тальной гипертензией (PH): реакции расслабления препаратов портальной вены на  ацетилхолин (a) 
и DEA-NO (b); реакции расслабления препаратов печеночной артерии на ацетилхолин (c) и DEA-NO (d). 
Данные представлены в виде среднего и стандартной ошибки среднего; #p < 0.05 – двухфакторный диспер-
сионный анализ для повторных измерений с коррекцией по Гринхаусу–Гейссеру.

Снижение вазодилататорного ответа портальной вены на ацетилхолин при разви-
тии ПГ свидетельствует о нарушении эндотелий-зависимой регуляции ее тонуса. По-
скольку в портальной вене ацетилхолин реализует свое действие преимущественно че-
рез активацию эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) [16], мы исследовали экспрессию 
гена Nos3. Однако различий в уровне мРНК между контрольной группой и группой 
с ПГ выявлено не было (рис 3f).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе применялась модель хронического поражения печени у мышей по-
средством перевязки общего желчного протока, которая позволяет индуцировать холе-
стаз, воспаление и прогрессирующий фиброз в печени с высокой степенью воспроиз-
водимости [17]. Это позволило нам охарактеризовать связь патологических изменений 
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в печени с изменениями сосудов, обеспечивающих ее кровоснабжение. В итоге было 
показано, что через три недели после перевязки желчного протока у мышей наблюда-
ются функциональные изменения в портальной вене, но не в печеночной артерии.

Прежде всего мы подтвердили развитие печеночной патологии в нашем экспери-
менте, основываясь на изменениях показателей крови, характерных для такого состо-
яния. Кроме того, в печени мышей с перевязкой желчного протока наблюдалось повы-
шение экспрессии генов Acta2 и Mmp9, продукты которых задействованы в развитии 
фиброза. Повышение экспрессии альфа-актина является общепринятым критерием 
оценки развития фиброза [18], оно отражает активацию звездчатых клеток и преобра-
зование их в миофибробласты, продуцирующие белки внеклеточного матрикса. Также 
миофибробласты и  другие клетки печени продуцируют ферменты ремоделирования 
матрикса, в том числе матриксную металлопротеиназу 9 [19].

Убедившись в  наличии патологических изменений в  самой печени, мы сосредо-
точились на исследовании сосудов, снабжающих ее кровью. Портальная вена, обес-
печивающая бóльшую часть кровоснабжения печени, испытывает высокую нагрузку 
в условиях повышения сопротивления внутрипеченочных сосудов [20]. В нашей ра-
боте у мышей с перевязкой желчного протока наблюдалось увеличение массы селе-
зенки, что, по данным литературы, отражает развитие ПГ [11]. Действительно, ранее 
было показано, что в течение трех недель после такого воздействия давление крови 
в портальной вене мышей повышается примерно вдвое по сравнению с нормальным 
уровнем [21]. Наши исследования показали, что при ПГ увеличивается максимальный 
сократительный ответ кольцевых препаратов портальной вены при активации рецепто-
ров тромбоксана А2. По всей видимости, такое повышение сократимости обусловлено 
гипертрофией кольцевого слоя гладкомышечных клеток: известно, что максимальная 
сила изометрического сокращения сосудистых препаратов зависит именно от толщины 
медии [22]. Постоянное механическое растяжение стенки вены повышенным порталь-
ным давлением может активировать ростовые сигнальные каскады, стимулируя синтез 
белков сократительного аппарата в гладкомышечных клетках. Это ведет к увеличению 
толщины медии и ее сократительной способности. Действительно, при моделирова-
нии ПГ путем частичной перевязки портальной вены было показано увеличение пло-
щади поперечного сечения медии  [23, 24]. Следует отметить, что кроме кольцевого 
слоя, реакции которого мы исследовали в нашей методике, портальная вена имеет еще 
и  продольный слой гладкомышечный клеток, сократимость которого при ПГ также 
растет [23, 24]. Исследований на кольцевых препаратах портальной вены меньше, чем 
на продольных, однако есть данные о том, что максимальная сократительная актив-
ность кольцевого мышечного слоя вены в ответ на эндотелин 1 повышена при ПГ, выз-
ванной перевязкой желчного протока [7]. В экспериментах с перфузией печени через 
портальную вену при этой форме ПГ также наблюдалось увеличение сократительных 
ответов при действии норадреналина в высоких концентрациях [25]. 

Чувствительность портальной вены к U46619 при ПГ, напротив, снижена. Следует 
отметить, что при ПГ увеличивается продукция тромбоксана А2 в печени [26], и это 
может служить причиной десенситизации тромбоксановых рецепторов. По данным 
литературы, при ПГ, вызванной сужением портальной вены, чувствительность этого 
сосуда к норадреналину также снижается [27], хотя такие изменения были выявлены 
не во всех работах [6, 23]. По всей видимости, снижение чувствительности портальной 
вены к вазоконстрикторам может частично компенсировать повышение сократимости 
вследствие гипертрофии, что должно несколько ограничивать увеличение сократи-
тельных ответов этого сосуда при ПГ. 

Эндотелий-зависимое расслабление портальной вены в ответ на ацетилхолин у мы-
шей с перевязкой желчного протока ослабляется, что указывает на дисфункцию веноз-
ного эндотелия. В предыдущей работе мы показали, что ингибирование синтеза NO пра-
ктически полностью устраняет реакции препаратов портальной вены на  ацетилхолин 
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как у здоровых мышей, так и у мышей с ПГ [16], что предполагает связь эндотелиальной 
дисфункции со снижением доступности NO для гладкомышечных клеток вены. Ранее 
в  работе с  перфузией печени крыс было показано уменьшение реакций на  ацетилхо-
лин в пораженной циррозом печени по сравнению с нормой, и это также было связано 
с изменением NO-компонента реакции [28]. На уменьшение влияния NO в портальной 
вене у мышей с ПГ указывает и увеличение реакций расслабления вены при действии 
DEA-NO. Известно, что снижение продукции NO эндотелием ведет к компенсаторному 
повышению чувствительности к нему гуанилатциклазы гладкомышечных клеток и уве-
личению расслабления сосудов при действии доноров NO [29]. Таким образом, умень-
шение эндотелий-зависимого расслабления портальной вены при ПГ может быть след-
ствием снижения продукции NO эндотелием. Хотя мы не выявили в вене мышей с ПГ 
изменения содержания мРНК эндотелиальной NO-синтазы, это не исключает снижения 
ее экспрессии на уровне белка или активности вследствие посттрансляционных модифи-
каций. Кроме того, биодоступность NO для гладкомышечных клеток вены у мышей с ПГ 
может быть снижена в результате его повышенной деградации. 

Еще одним важным результатом нашей работы явились данные об очень сильном 
снижении реакций портальной вены на однократное добавление АТФ у мышей с пе-
ревязкой общего желчного протока по сравнению с контролем. Ранее снижение реак-
тивности на АТФ русла портальной вены при этой форме ПГ было описано в условиях 
перфузии этого русла. [25]. Мы показали, что это может быть связано с изменением 
экспрессии ряда генов, кодирующих белки-участники пуринергической регуляции то-
нуса сосудов. Так, наблюдалось повышение экспрессии гена паннексина 1 – важного 
пути секреции АТФ из клеток [30]. Повышенное высвобождение АТФ через паннек-
синовые каналы неоднократно описано при воспалении и фиброзе различных тканей, 
в том числе печени [14]. Ранее было показано, что экспрессия паннексина 1 при об-
структивном холестазе повышается в ткани печени [31], в нашей работе впервые пока-
зан сходный тип изменений в ткани портальной вены. Можно полагать, что повышение 
экспрессии Panx1 служит причиной увеличения секреции АТФ во внеклеточное про-
странство, что должно приводить к десенситизации пуринорецепторов и уменьшению 
сократительных ответов на АТФ. 

Нами обнаружены изменения уровней экспрессии генов, кодирующих два типа пу-
ринорецепторов, из которых P2X1 – наиболее распространенный в сосудах и многих 
органах, включая портальную вену  [14, 32]. Следует отметить, что именно этот тип 
рецепторов наиболее подвержен десенситизации  [32]. Активация рецепторов P2X4 
также приводит к вазоконстрикции, кроме того, они могут образовывать гетеромерные 
комплексы с P2X1 [33]. Интересно, что рецепторы P2X4 могут быть вовлечены в раз-
витие фиброза и цирроза печени [34]. 

Экспрессия пуринорецепторов в ткани вены мышей с ПГ была выше, чем в контр-
оле. Возможно, такое изменение экспрессии носит компенсаторный характер – клетки 
“наращивают” экспрессию рецепторов, чтобы компенсировать снижение сократитель-
ных ответов при их активации. Однако компенсации не происходит  – сократитель-
ный ответ вены на  АТФ у  мышей с  ПГ сильно снижен. Следует, однако, отметить, 
что использованный нами метод количественной ПЦР позволяет судить лишь о  по-
вышении транскрипции генов, кодирующих пуринорецепторы, но не о  содержании 
соответствующих белков и тем более не о локализации этих белков в клетке. В связи 
с этим мы можем лишь предполагать, что содержание пуринорецепторов в мембране 
гладкомышечных клеток вены мышей с ПГ увеличено по сравнению с контролем, но 
эти рецепторы находятся в  десенситизированном состоянии вследствие увеличения 
содержания АТФ во внеклеточном пространстве. 

Ранее было показано увеличение содержания мРНК NTPDase1 в артериях брыжей-
ки мыши при ПГ, вызванной сужением портальной вены  [35]. Такой сдвиг экспрес-
сии NTPDase1 может способствовать снижению концентрации внеклеточного АТФ 
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в условиях его повышенной секреции из клеток. При нашей форме ПГ экспрессия гена 
эктонуклеотидазы NTPDase1 не была изменена, однако наблюдалось некоторое увели-
чение экспрессии гена NT5E, что может быть причиной повышения образования аде-
нозина, особенно в условиях общей активации пуринергической системы. Вазодила-
таторное действие аденозина может снижать реактивность сосудов на констрикторные 
воздействия, в том числе на U46619 и экзогенный АТФ. Таким образом, в портальной 
вене нами выявлены многочисленные изменения, как адаптивного, так и  компенса-
торного характера. Повышение портального давления крови приводит к гипертрофии 
гладкомышечного слоя стенки вены, но сопровождается снижением реакции на уме-
ренные концентрации вазоконстрикторов, в том числе в результате многочисленных 
изменений в пуринергической сигнальной системе, также развивается эндотелиальная 
дисфункция. В печеночной артерии, в отличие от портальной вены, все эти механизмы 
регуляции сосудистого тонуса не были изменены, что может быть связано с относи-
тельно короткой длительностью воздействия (всего 3 недели). В предыдущих работах 
изменения в русле печеночной артерии были показаны у крыс на более поздних сроках 
после перевязки желчного протока (через 4–5 и более недель) [25, 36]. 

Конечно, нельзя исключить, что изменения артериального русла печени, выявлен-
ные в условиях его перфузии [25, 36], отражают изменения более мелких сосудов, а не 
самой печеночной артерии, или же возможны видовые особенности развития сосуди-
стых изменений в печени мышей по сравнению с крысами. Однако мы полагаем, что 
полученные нами результаты отражают общую закономерность развития сосудистых 
изменений в печени при ПГ, то есть компенсаторные изменения артериального крово-
снабжения печени развиваются на более поздних сроках развития патологии по срав-
нению с изменениями венозного русла. Поскольку приток крови к печени по печеноч-
ной артерии сравнительно невелик  [4], повышение внутрипеченочного сосудистого 
сопротивления при ПГ может меньше влиять на артериальный печеночный кровоток, 
чем на венозный [20]. Кроме того, следует отметить, что изменения в русле печеноч-
ной артерии в основном связаны с нарушением кровоснабжения печени по портальной 
вене и развиваются по механизму артериального буферного ответа [4] и в результате 
развития гипоксии в ткани печени [8]. На ранних сроках развития ПГ, пока повыше-
ние внутрипеченочного сосудистого сопротивления сравнительно невелико, кровоток 
в портальной вене может и не снижаться, если давление крови растет в такой же степе-
ни, как и сопротивление сосудов. По мере прогрессирования патологических измене-
ний в печени эта “пропорциональность” нарушается, портальный кровоток снижается, 
что и вызывает компенсаторные изменения в русле печеночной артерии.
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Portal hypertension (PH) develops in various liver diseases and is associated with impaired 
hepatic blood flow. The aim of this study was to compare the effects of PH on changes in 
the blood vessels supplying the liver – the portal vein and hepatic artery. In male C57Bl/6J 
mice, PH was induced by common bile duct ligation, while the control group underwent 
a sham operation. Three weeks later, the animals were euthanized, their organs (liver and 
spleen) were weighed, and samples of blood (for biochemical analysis) and liver tissue 
(for gene expression analysis using quantitative PCR) were collected. Additionally, the 
portal vein and hepatic artery were isolated for functional studies using an isometric wire 
myograph or for gene expression analysis. Liver pathology was confirmed by an increase 
in liver weight relative to body weight, alterations in blood biochemical parameters 
(elevated ALT and alkaline phosphatase activity, increased levels of total bilirubin, direct 
bilirubin, and total cholesterol), and upregulation of fibrosis-associated genes (Acta2 
and Mmp9). Spleen weight was increased in bile duct-ligated mice compared to the 
control group, which is typical of PH. The portal vein in PH mice showed an increased 
maximal contractile response to U46619 (a  thromboxane A2 receptor agonist), along 
with decreased sensitivity to this agonist, reduced acetylcholine-induced relaxation, and 
enhanced sensitivity to nitric oxide. Furthermore, ATP-induced contractile responses were 
attenuated, which was accompanied by an increase in the expression of genes involved in 
purinergic signaling (Panx1, P2rx1, P2rx4, and Nt5e). No significant functional changes 
were observed in the hepatic artery of PH mice. These findings suggest that the portal vein 
is predominantly affected at the early stages of PH and underscore its central role in the 
vascular dysfunction associated with liver pathology.

Keywords: portal vein, hepatic artery, thromboxane A2, ATP, acetylcholine, nitric oxide


