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Цель исследования  — выяснить механизмы влияния адипонектина на продукцию аполипопротеинов 
(апо) А-1 и  В гепатоцитами человека.

Материалы и  методы. Исследование проводили на клетках линии гепатомы человека HepG2. Экс-
прессию гена apoA-1 оценивали на уровне мРНК методом количественной полимеразной цепной реакции 
с  обратной транскрипцией, продукцию апоВ  — методом иммуноферментного анализа. Активность липоге-
неза определяли по включению меченого 14С-ацетата в  триглицериды, по экспрессии генов липогенеза на 
уровне мРНК и  по общему содержанию триглицеридов в  клетках. Для выяснения участия сигнальных путей 
использовали метод РНК-интерференции.

Результаты. Нокдаун генов специфических рецепторов, АМФ-активируемой протеинкиназы и  регули-
руемых ею факторов транскрипции приводил к отмене адипонектин-зависимой стимуляции экспрессии гена 
apoA-1 в  гепатоцитах. Адипонектин не влиял на липогенез и продукцию апоВ в базальных условиях, но при 
этом подавлял данные процессы, индуцированные добавлением олеата.

Заключение. Адипонектин стимулирует продукцию апоА-1 в гепатоцитах путем индукции транскрипции 
гена apoA-1 и  подавляет секрецию данными клетками апоВ посредством влияния на липогенез. Указанные 
воздействия могут лежать в  основе влияния адипонектина на обмен липопротеинов.

Ключевые слова: адипонектин; аполипопротеины; гепатоциты; ядерные рецепторы; липогенез; метабо-
лический синдром.
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The aim of the study was to find out the mechanisms of the adiponectin effect on apolipoproteins (apo) A-1 
and B production by human hepatocytes.

Materials and methods. The study was performed on the human hepatoma cell line HepG2. The expression of 
the apoA-1 gene was evaluated at the mRNA level by quantitative PCR with reverse transcription, and the produc-
tion of apo B – by ELISA method. The activity of lipogenesis was assessed by the inclusion of labeled 14C-acetate in 
triglycerides, as well as by mRNA expression of lipogenesis genes, and by the estimation of total triglycerides content 
in cells. To determine the involvement of signaling pathways, the RNA interference method was used.

Results. Knockdown of genes, coding the specific receptors, AMP-activated protein kinase, and its regulated tran-
scription factors inhibited adiponectin-dependent stimulation of apoA-1 gene expression in hepatocytes. Adiponectin 
had no effect on lipogenesis and apo B production under basal conditions, but suppressed these processes induced 
by the addition of oleate.

Conclusion. Adiponectin stimulates the production of apo A-1 in hepatocytes by inducing the transcription of the 
apoA-1 gene and suppresses the secretion of apo B by affecting lipogenesis. These effects may underlie the effect of 
adiponectin on lipoproteins metabolism.

Keywords: adiponectin; apolipoproteins; hepatocytes; nuclear receptors; lipogenesis; metabolic syndrome.

Список сокращений
апо — аполипопротеин; ПЦР-ОТ — полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; ТГ — триглицериды; AdipoRs — 
рецепторы адипонектина (от англ. adiponectin receptor); AMPK — АМФ-активируемая протеинкиназа (от англ. AMP-activated 
protein kinase); BSA — бычий сывороточный альбумин; FCS — фетальная телячья сыворотка; LXRα — печеночные рецепторы 
Х альфа (от англ. liver X receptor alpha); PPARα  — ядерный рецептор активаторов пролиферации пероксисом альфа (от англ. 
peroxisome proliferator-activated receptor alpha)
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Введение

Одним из главных факторов риска атеро-
склероза является метаболический синдром, 
комплекс патогенетически взаимосвязанных 
нарушений, таких как ожирение, инсули-
норезистентность, дислипопротеинемия, ги-
пертензия [1]. В  формировании указанных 
расстройств участвуют белки жировой тка-
ни, адипокины [2]. Из всех адипокинов наи-
больший интерес представляет адипонектин, 
который повышает чувствительность тканей 
к  инсулину, стимулирует окисление жирных 
кислот и  тем самым способен благоприятно 
воздействовать на спектр липопротеинов плаз-
мы [3, 4]. Метаболические эффекты адипонек-
тина реализуются путем активации специфиче-
ских рецепторов 1-го и 2-го типов (AdipoR1/2), 
передающих сигнал на АМР-активируемую 
протеинкиназу (АМРK) и  ядерные рецепто-
ры активаторов пролиферации пероксисом 
(PPARα)  [3].

Другим способом влияния адипонектина на 
обмен липопротеинов является воздействие на 
продукцию аполипопротеинов (апо) гепатоци-
тами. Было показано, что адипонектин повы-
шает продукцию гепатоцитами апоА-1, основ-
ного белка липопротеинов высокой плотности, 
и  уменьшает продукцию гепатоцитами апоВ, 
основного белка липопротеинов низкой плот-
ности [4–6]. В то же время механизмы указан-
ных воздействий адипонектина остаются мало-
изученными.

В связи с  этим цель исследования состояла 
в выяснении механизмов влияния адипонекти-
на на продукцию апоА1 и  апоВ гепатоцитами 
человека.

Материалы и методы

Исследование проводили на клетках ли-
нии гепатомы человека HepG2 (Российская 
коллекция клеточных культур Института ци-
тологии  РАН). Клетки культивировали на 
среде DMEM с  добавлением 4  мМ глутами-
на, 0,1  мг/мл гентамицина (все  — «Биолот», 
Россия), 10 % фетальной телячьей сыво-
ротки  (FCS) (Hyclone, США) в  атмосфере 
5 %  СО2 при температуре 37 °С. Клетки вы-
севали на 96-луночные культуральные план-
шеты (Sarstedt, Германия) с  плотностью 
1 ∙ 104  клеток/см2 и  выращивали на полной 
среде в  течение 2–3  дней до субконфлюэнт-
ности (~70–80 %). Далее культуральную сре-
ду заменяли на среду, не содержащую FCS, 
с  добавлением адипонектина (кат. номер 
RD172023100-C, Biovendor, Чехия) в  концен-
трациях 10 или 30  мкг/мл, либо 1  мМ AICAR 

(5-аминоимидазол-4-карбоксамид-1-β-D-рибо-
фуранозид) (Calbiochem, США), либо фосфат-
но-солевого буфера на 24  ч. В  ряде опытов на 
весь срок инкубации с указанными агентами до-
бавляли комплекс бычьего сывороточного аль-
бумина (BSA) с 290 μМ олеата (все — «Сигма», 
США) либо очищенный от жирных кислот BSA 
в  конечных концентрациях 5  г/л. После окон-
чания срока инкубации клетки собирали на 
выделение РНК («Евроген», Россия) либо на 
определение содержания внутриклеточного бел-
ка (BCA Protein Assay, ThermoScientific, США) 
и триглицеридов (ТГ) (энзиматические наборы 
Randox, Великобритания). Культуральные сре-
ды клеток HepG2 отбирали для определения 
концентрации апоВ с помощью иммунофер-
ментного анализа.

Трансфекцию клеток HepG2 миРНК прово-
дили с использованием реагента Липофектамин 
RNAiMAX (Invitrogen, США) в  соответствии 
с  инструкцией производителя. Клетки были 
трансфецированы в течение 72 ч и содержались 
на среде DMEM c 10 % FCS. Последние сутки 
трансфекции клетки инкубировали с 10 мкг/мл 
адипонектина, либо с  1  мМ AICAR, либо 
с  фосфатно-солевым буфером в  бессыворо-
точных условиях. Затем клетки лизировали на 
определение экспрессии генов при помощи по-
лимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией (ПЦР-ОТ). Эффективность транс-
фекции проверяли при помощи ПЦР-ОТ. Для 
трансфекции применяли миРНК к  AdipoR1, 
AdipoR2 [7], α1/2-субъединицам AMPK [8] 
(все  — «Синтол», Россия), PPARα (sc-36307), 
LXRα (печеночные рецепторы-Х) (sc-38828) 
и  неспецифическую миРНК (sc-37007) (все  — 
Santa Cruz, США).

Выделение РНК, обратную транскрипцию 
и ПЦР в режиме реального времени проводили 
как описано ранее [9, 10]. Относительное со-
держание мРНК искомых генов нормировали 
на уровни экспрессии генов «домашнего хозяй-
ства» (β-актина, рибосомального белка RPLP0 
и  циклофилина  А).

Синтез ТГ в  клетках оценивали по вклю-
чению в  ТГ 14С-ацетата. Для этого к  клеткам 
HepG2 на 5  ч добавляли 1 μCi 14С-ацета-
та натрия (удельная радиоактивность  — 
20 000  имп/мин/нмоль) в  присутствии 10 либо 
30  мкг/мл адипонектина или 10  мкг/мл BSA 
(отрицательный контроль) в  бессывороточных 
условиях. Затем из клеток экстрагировали ли-
пиды смесью гексан – изопропанол (3 : 2 по 
объему) и разделяли их методом тонкослойной 
хроматографии в  системе гептан  — изопропи-
ловый эфир  — уксусная кислота (15 : 10 : 1 по 
объему) на алюминиевых пластинах Kieselgel 60 
(Merck, Германия). После проявки йодом  (J2) 
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пятна, соответствующие фракции ТГ, выре-
зали, затем помещали в  виалы и  заливали 
сцинтилляционной жидкостью для подсчета 
радиоактивности (RakBeta, LKB, Швеция). 
Делипидированные клетки заливали 0,2  М 
NaOH для определения концентрации белка.

Результаты исследования представлены 
в виде средних значений ± стандартная ошибка 
среднего (mean ± SEM) 3–4  независимых экс-
периментов. Статистический анализ различий 
между контрольной и опытными группами вы-
полняли с  использованием критерия Даннета. 
Различия считали достоверными при p < 0,05. 
Статистический анализ осуществляли в  про-
грамме GraphPad Prism  v.6 (США).

Результаты и их обсуждение

Продукция гепатоцитами апоА-1 регулиру-
ется главным образом на транскрипционном 
уровне с  участием факторов транскрипции, 
которые взаимодействуют со специфически-
ми участками, локализованными в  5’-регуля-
торной области данного гена. Активаторами 
транскрипции гена apoA-1 являются PPARα 
и  HNF4α (ядерный фактор гепатоцитов 4α), 
в  то время как LXR подавляют экспрессию 

данного гена [9]. В  свою очередь активность 
в  гепатоцитах PPARα и  LXRα контролирует 
AMPK [11, 12].

С целью выяснения участия указанных сиг-
нальных молекул в адипонектин-зависимой ак-
тивации экспрессии гена apoA-1 в гепатоцитах 
мы применили метод РНК-интерференции. 
Выяснилось, что нокдаун генов, кодирующих 
AdipoRs, киназу AMPK, а также ядерные рецеп-
торы PPARα и  LXRα, приводил к  отмене вли-
яния адипонектина на экспрессию гена apoA-1 
на уровне мРНК (см.  таблицу). Как и  адипо-
нектин, активатор АМРК AICAR стимулировал 
экспрессию гена apoA-1 в  гепатоцитах, и  дан-
ный эффект также отменялся на фоне нокда-
уна генов, кодирующих AMPK и  оба ядерных 
рецептора (см.  таблицу). Полученные данные 
свидетельствуют об участии адипонектиновых 
рецепторов обоего типа, АМРК и  ядерных ре-
цепторов PPARα и LXRα в регуляции экспрес-
сии гена apoA-1 под действием адипонектина.

В отличие от апоА-1, продукция апоВ регу-
лируется в  основном на посттрансляционном 
уровне стабилизацией данного белка липид-
ным окружением [13]. В  связи с  этим наибо-
лее вероятно, что адипонектин воздействует на 
продукцию апоВ-содержащих липопротеинов, 

Таблица / Table

Влияние адипонектина (10 мкг/мл) на экспрессию гена apoA-1 в клетках гепатомы человека линии HepG2 на фоне 
нокдауна генов AdipoRs, AMPK, PPARα и LXRα

Effect of adiponectin (10 mkg/ml) on the expression of the apoA-1 gene in human hepatoma HepG2 cells upon 
the knockdown of the AdipoRs, AMPK, PPARα, and LXRα genes

Подавляемый ген Действующий агент мРНК апо А-1, доля (%) от контроля

– Контроль 100,0 ± 1,1

Адипонектин 150,5 ± 3,5*

AICAR 140,3 ± 3,3*

AdipoR1 Контроль 117,5 ± 11,2

Адипонектин 120,3 ± 12,8

AdipoR2 Контроль 138,0 ± 15,6

Адипонектин 131,6 ± 16,8

Субъединицы α1-AMPK 
и α2-AMPK

Контроль 44,3 ± 1,9*

Адипонектин 35,7 ± 1,3

AICAR 30,1 ± 2,1

PPARα Контроль 131,8 ± 4,0

Адипонектин 124,3 ± 2,5

AICAR 122,0 ± 2,1

LXRα Контроль 191,4 ± 7,0*

Адипонектин 186,9 ± 1,3

AICAR 148,5 ± 10,2

П р и м е ч а н и е. Представлены результаты ПЦР-ОТ в реальном времени относительного содержания мРНК 
апоА-1, средние ± SEM (n = 12–16). * p < 0,05 против контроля с неспецифической миРНК.
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Рисунок. Влияние адипонектина на синтез триглицеридов и  секрецию аполипопротеина  В клетками гепатомы 
человека линии HepG2: а — синтез триглицеридов оценивали по включению 14С-ацетата в триглицеридах; коли-
чество импульсов в минуту, нормированное на содержание клеточного белка, относительно среднего значения 
в  контроле, принятого за 100 %; b  — экспрессия генов липогенеза ACC-1 (ацетил-КоА-карбоксилазы) и  FASN 
(синтетазы жирных кислот), метод  — полимеразная цепная реакция с  обратной транскрипцией; ТО-901317  — 
акти ватор липогенеза, агонист LXR [12], положительный контроль; c  — содержание триглицеридов в  лизатах 
клеток (энзиматический метод), нормированное на уровень внутриклеточного белка; Н.  д.  — триглицериды 
указанным методом не детектировались; d  — концентрации аполипопротеина  В на культуральных средах гепа-
тоцитов (иммуноферментный анализ), нормированные на содержание внутриклеточного белка, относительно 
контроля, принятого за 100 % (абсолютные значения концентраций аполипопротеина В составляли ~5–50 нг/мкг 
клеточного белка); средние ± SEM (a – n = 8, b  –  d – n = 12–16). * p < 0,05, ** p < 0,005 против контроля, 
# p < 0,05 против контроля с  добавлением олеата. Адипо  — адипонектин, ТГ  — триглицериды, апоВ  — аполи-
попротеин  В

Figure. Effect of adiponectin on TG synthesis and apo B secretion in human hepatoma HepG2 cells. a  — synthesis of 
TG was evaluated by the inclusion of 14C-acetate into TG. The results are presented as counts per minutes, normalized 
for the content of cellular protein, relative to the average value in the control, taken as 100%. b  —  The  expression 
level of lipogenesis genes ACC-1 (acetyl-CoA-carboxylase) and FASN (fatty acid synthase), measured by the reverse 
transcription PCR assay. TO-901317  — LXR agonist, the activator of lipogenesis [12], positive control. c  — TG 
content in cell lysates (enzymatic method), normalized for the level of intracellular protein. N. d. — TG were not 
detected by this method. d  —  apo B concentrations in hepatocytes’ culture media (ELISA assay), normalized for 
the content of intracellular protein, relative to the control taken as 100% (absolute values of apo B concentrations 
were ~5-50  ng/mkg of cellular protein). Mean values ± SEM are given (a – n = 8, b  –  d – n = 12–16). * p < 0.05, 
** p < 0.005 versus the control, # p < 0.05 versus control with oleate treatment. Adipo  — adiponectin, TG  — 
triglycerides, apoB  — apolipoprotein B
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влияя на синтез ТГ. Адипонектин понижает 
активность липогенеза в  гепатоцитах крысы 
и  быка [14, 15], хотя эти данные не подтверж-
даются в  исследованиях, проведенных на ге-
патоцитах человека [6]. Указанные противоре-
чия могут быть обусловлены разной видовой 
принадлежностью гепатоцитов, а  также разли-
чиями в  активности липогенеза в  изучаемых 
клеточных моделях. Согласно нашим данным 
адипонектин не влияет на базальный липогенез 
в  клетках HepG2 (диаграммы рисунка a и  b), 
но при этом в концентрации 30 мкг/мл умень-
шает количество ТГ в клетках на фоне нагруз-
ки клеток олеатом (диаграмма  c). Описанные 
эффекты адипонектина на синтез в клетках ТГ 
сопровождались изменением секреции клетка-
ми апоВ (диаграмма  d). Полученные данные 
подтверждают гипотезу, что адипонектин вме-
шивается в продукцию гепатоцитами апоВ по-
средством влияния данного адипокина на ли-
погенез.

Подавление адипонектином синтеза ТГ 
может быть обусловлено, с  одной стороны, 
активацией АМРК с  дальнейшим снижением 
активности генов липогенеза на транскрипци-
онном и  посттрансляционном уровнях [3,  16], 
а  с  другой  — активацией PPARα и  коакти-
ватора транскрипции PGC1α, повышающих 
на транскрипционном уровне окисление ЖК 
[3,  17].

Заключение

Суммируя вышеизложенное, можно заклю-
чить, что адипонектин через сигнальные пути 
обоих адипонектиновых рецепторов, включаю-
щие активацию АМРК и изменение активности 
ядерных рецепторов PPARα и LXRα, влияет на 
продукцию аполипопротеинов в  гепатоцитах. 
Указанные воздействия, наряду с  активаци-
ей адипонектином окисления жирных кислот 
и  повышением чувствительности к  инсулину 
в  периферических тканях, могут обеспечивать 
благоприятные эффекты этого адипокина на 
уровень липопротеинов в  крови и  на форми-
рование дислипопротеинемии при метаболиче-
ском синдроме.
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