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Эпоксиэйкозатриеновые кислоты (EETs) являются регуляторами артериального давления и почечной
гемодинамики, действуя как вазодилататоры и модулируя работу ионных каналов. Ген Ephx2 кодирует
эпоксидгидролазу=2 – ключевой фермент в метаболизме EETs. В работе исследовали содержание мРНК
гена Ephx2 в корковом и мозговом веществе почки в покое и после воздействия эмоционального стресса
у крыс линии НИСАГ (с наследуемой артериальной гипертензией, индуцируемой стрессом) и у нормо=
тензивной линии WAG. Уровень экспрессии мРНК этого гена в покое и после воздействия эмоциональ=
ного стресса достоверно выше у крыс гипертензивной линии НИСАГ, чем у крыс нормотензивной линии
WAG, по данным измерений как на микрочипах, так и методом ПЦР в реальном времени. Результаты
позволяют предположить, что ген Ephx2 принимает участие в механизмах контроля и модулирования
тонуса сосудов в почках гипертензивных крыс линии НИСАГ и нормотензивных крыс линии WAG.

Ключевые слова: мРНК гена Ephx2, эмоциональный стресс, артериальная гипертензия, почка, крысы
линии НИСАГ. 

ENHANCED EXPRESSION OF EPHX2 GENE IN THE KIDNEY OF THE HYPERTENSIVE ISIAH
RATS, by T. O. Abramova1*, O. E. Redina1, 2, S. E. Smolenskaya1, A. L. Markel1, 2, 3 (1Institute of Cytology
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activate ion channels. Ephx2 is coding for the soluble epoxide hydrolase (sEH) which catalyze the degradation
of EETs. Renal cortex and renal medulla were tested for Ephx2 mRNA level in hypertensive ISIAH and normo=
tensive WAG rats at rest and emotional stress conditions. The microarray analysis and real=time PCR were used
to assess the transcriptional activity of Ephx2. Enhanced transcriptional activity of Ephx2 in both renal struc=
tures of ISIAH rats was found at rest and stress conditions. The emotional stress caused elevation of Ephx2
mRNA level in renal medulla of ISIAH rats and opposite response – a decrease in Ephx2 expression in the renal
medulla and cortex of WAG rats.The results suggest Ephx2 participation in the control of the vascular tone
changes in kidney promoting the hypertensive state in the ISIAH rats. 
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Гипертоническая болезнь – широко распростра�
ненное и, в подавляющем большинстве случаев, по�
лигенное заболевание. Возникновение гипертен�
зивного состояния может провоцироваться стрес�
совыми ситуациями [1]. В последнее время активно
ведутся поиски генетической составляющей риска
развития гипертонической болезни [2, 3].

Эпоксиэйкозатриеновые кислоты (EETs) – это
продукты метаболизма арахидоновой кислоты,
обладающие различными функциями. Они ока�
зывают противовоспалительное действие [4], ре�
гулируют тонус сосудов, стимулируют пролифе�
рацию клеток и ангиогенез [5]. EETs являются ре�
гуляторами артериального давления и почечной
гемодинамики, действуя как эндотелий�зависи�
мый гиперполяризационный фактор в каналь�
цах почки и способствуя вазорелаксации путем
активации Ca2+�зависимых K+�каналов в глад�
ких мышцах сосудов [6, 7].

Ген Ephx2 кодирует фермент – растворимую
эпоксидгидролазу (sEH). В почках высокий уро�
вень ее экспрессии наблюдается в проксималь�
ных и дистальных канальцах [8]. При гидролизе
EETs с помощью sEH образуются неактивные про�
изводные – дигидроксиэйкозатриеновые кислоты
(DHETs) [9, 10]. Специфические ингибиторы sEH
снижают уровень артериального давления (АД)
[11], а также уменьшают повреждения органов�ми�
шеней, а именно, почек, сердца и сосудов у мышей
и крыс, моделирующих гипертензивные состояния
[12–16]. У мышей, нокаутированных по гену
Ephx2, сердечная недостаточность и аритмии не
развиваются [17], а у гипертензивных крыс, нокау�
тированных по этому гену, понижается уровень
АД, уменьшается интенсивность воспалительно�
го процесса и степень повреждения гломеруляр�
ного аппарата почек [7]. Эти данные позволили
считать sEH мишенью для фармацевтического
воздействия при лечении гипертонии [18, 19]. 

Линия крыс НИСАГ, характеризующаяся
стресс�чувствительной артериальной гипертен�
зией, получена путем селекции в Институте ци�
тологии и генетики СО РАН и используется для
изучения механизмов развития артериальной
гипертензии, которая провоцируется эмоцио�
нальным стрессом [20, 21]. Крысы линии НИ�
САГ характеризуются умеренным повышением
АД в покое, с последующим значительным его
увеличением (до 200 мм рт. ст.) в условиях мягкого
эмоционального стресса, вызванного, например,
ограничением движения животного в тесной
клетке. Ранее показана взаимосвязь между
стресс�зависимой артериальной гипертонией у
крыс линии НИСАГ и функцией симпатоадрена�
ловой и гипоталамо�гипофизарно�адренокорти�
кальной систем [20–23]. Хорошо известно, что в
развитие стойкой артериальной гипертензии во�
влекается почка, как важнейшее звено в системе

регуляции АД и водно�солевого гомеостаза [24]. У
крыс линии НИСАГ вес почек значительно уве�
личен по сравнению с нормотензивными крыса�
ми линии WAG [25], наблюдаются специфиче�
ские для гипертонической болезни морфологиче�
ские изменения органов, в том числе, почек [26]. 

Цель настоящей работы – исследовать, участву�
ет ли ген Ephx2 в процессе развития стресс�зависи�
мой гипертензии. Для этого сравнивали уровень
экспрессии мРНК гена Ephx2 в почках гипертен�
зивных крыс линии НИСАГ, характеризующихся
чувствительной к стрессу артериальной гипертен�
зией, и нормотензивных крыс линии WAG (кон�
троль) в покое и при действии эмоционального
стресса. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные. В работе использовали крыс гипер�
тензивной линии НИСАГ (с наследуемой инду�
цируемой стрессом артериальной гипертензией;
на английском – ISIAH, от Inherited Stress In�
duced Arterial Hypertension) и нормотензивной
линии WAG (Wistar Albino Glaxo). АД измеряли
непрямым методом на хвосте (“tail cuff method”)
с использованием стандартного оборудования
(“BioPac”, США). Базальное АД (уровень “по�
коя”) измеряли у наркотизированных эфиром
крыс (“рауш�наркоз”), для того чтобы избежать
влияния на показатели АД психологического
стресса, связанного с процедурой измерения.
Исследовали самцов в возрасте 6–7 мес., находя�
щихся в покое и после воздействия эмоциональ�
ного стресса, который провоцировали путем по�
мещения крысы в тесный проволочный домик на
2.5 ч. Крыс содержали в стандартных условиях ви�
вария ИЦиГ СО РАН (г. Новосибирск), вода и
сбалансированный корм – без ограничения. Ра�
бота выполнена в соответствии с Международны�
ми правилами исследований на эксперименталь�
ных животных. 

Анализ микрочипов. Экспрессию мРНК гена
Ephx2 определяли раздельно в корковом и мозго�
вом отделах почки. Крыс декапитировали, быст�
ро извлекали почку, делали поперечный срез и
выделяли корковое и мозговое вещество. Образ�
цы тканей (50 мг) сразу после выделения гомоге�
низировали в 1 мл тризола (TRIzol reagent, “Invit�
rogen”, США) и хранили при –70°C до выделения
РНК. В каждой группе было по 3 крысы.

Сравнительный анализ транскрипционной
активности 22 тыс. генов проводили на микрочи�
пах RatRef�12 Expression BeadChip (“Illumina”,
США). Выделение РНК, гибридизацию и ком�
пьютерную обработку первичных результатов вы�
полняли в фирме ЗАО “Геноаналитика” (Россия).
Гибридизацию каждой ткани проводили на одном
стекле, содержащем 12 образцов: линии НИСАГ в
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покое и при стрессе, линии WAG в покое и при
стрессе (по 3 образца в каждом). Результаты гибри�
дизации дифференциально экспрессирующихся
генов в почках крыс обеих линий анализировали,
применяя программу BeadStudio, с использовани�
ем следующих условий: gene expression module и
rank invariant normalization, при уровне достоверно�
сти p = 0.01. Межлинейные различия определяли
по отношению величин экспрессии (НИСАГ в по�
кое)/(WAG в покое) и (НИСАГ после стрес�
са)/(WAG после стресса).

Анализ экспрессии мРНК гена Ephx2 методом
ПЦР в реальном времени в корковом и мозговом
отделах почки проводили раздельно. В каждой
группе было по 5 крыс. Для получения образцов
тканей крыс декапитировали, быстро извлекали
почку, делали поперечный срез и выделяли кор�
ковое и мозговое вещество. Образцы заморажи�
вали в жидком азоте и хранили при –70°C. Сум�
марную РНК выделяли и обрабатывали ДНКазой
при помощи набора SV Total RNA Isolation system
(“Promega”, США) согласно рекомендациям про�
изводителя. В качестве гена сравнения выбран
ген циклофилина, Ppia (peptidylprolyl isomerase
A), экспрессия которого, при использовании ме�
тода микрочипов, между линиями в покое и при
стрессе, как в корковом, так и в мозговом веще�
стве почек не различается (табл. 1). Праймеры,
использованные в работе, приведены в табл. 2. 

Реакцию обратной транскрипции проводили,
используя смесь специфических обратных прай�
меров, по 75 нг каждого, и транскриптазу M�MLV
(“Promega”) согласно рекомендациям производи�
теля. Реакцию ПЦР в реальном времени (ПЦР�
РВ) проводили, как описано ранее [27], на ампли�

фикаторе ABI PRISM 7000 Sequence Detector Sys�
tem (“Applied Biosystems”, США), использовали
набор реагентов для ПЦР�РВ с Taq�ДНК�полиме�
разой и ингибирующими активность фермента ан�
тителами, содержащий краситель SYBR GreenI и
референтный краситель ROX (“Синтол”, Москва).
Анализ проводили на 96�луночных планшетах
(“Axygen”, США) в объеме 25 мкл с использовани�
ем буфера ПЦР, по 250 мкМ каждого из четырех
dNTP, 200 нМ каждого праймера и 1.2 ед. активно�
сти фермента Taq�ДНК�полимеразы. Разведение
кДНК подбирали в предварительном опыте. Ам�
плификация – по стандартной схеме, при тем�
пературе отжига 62°C, сигнал детектировали
при 81°C в течение 40 с. В каждом опыте на один
планшет помещали образцы исследуемых кДНК
с праймерами на целевой ген (по четыре повтора
каждого образца кДНК) и аналогичные образцы с
праймерами на ген сравнения (также по четыре
повтора). Каждый образец кДНК анализировали
на двух планшетах. Относительный уровень экс�
прессии генов определяли методом ΔΔСt [28]. В
качестве образца�калибратора рассматривали ре�
зультаты измерения, полученные на крысах нор�
мотензивной линии WAG в покое. Для контроля
специфичности реакции снимали кривые плав�
ления. Данные РВ�ПЦР в реальном времени об�
рабатывали с помощью программы 7000 System
SDS Software RQ Study Application (“Applied Bio�
Systems”) в автоматическом режиме. Достовер�
ность различий в экспрессии мРНК исследуемых
генов оценивали с помощью непараметрического
парного критерия Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Значения АД в покое и при стрессе у крыс двух
линий – НИСАГ и WAG – приведены в табл. 3. У
крыс линии НИСАГ величина систолического
АД как в покое, так и после воздействия стресса
существенно больше, чем у крыс линии WAG.
Прирост уровня АД при стрессе у крыс линии
НИСАГ значительно больше прироста у крыс
WAG (32 и 10 мм рт. ст. соответственно). 

Данные по микрочипам хорошо совпадают с
данными ПЦР�РВ. Результаты анализа экспрес�
сии мРНК гена Ephx2 на микрочипах Illumina
(табл. 4) и уровня экспрессии мРНК гена Ephx2

Таблица 1. Соотношение уровня экспрессии мРНК
гена Ppia у крыс разных линий в покое и при стрессе

Соотношение уровня экспрес�
сии мРНК гена Ppia

Корковое 
вещество 

почки

Мозговое 
вещество

 почки

НИСАГ в покое/WAG в покое 0.995 0.946

НИСАГ при стрессе/WAG 
в покое

0.883 1.037

WAG при стрессе/WAG в покое 1.019 1.027

Таблица 2. Праймеры для амплификации генов, использованные в работе

Ген
Праймеры Длина ПЦР фрагмента, 

пар основанийпрямой обратный

Ephx2 5'�TATGTGACAGTGAAG↓CCAGG�3' 5'�GAAGATGAGTCTCCATAGCC�3' 192

Ppia 5'�ACCGTGTTCTTCGACATCAC�3' 5'�GAACCCTTATAGCCAAATCCT�3' 140

Вертикальной стрелкой (↓) обозначено положение интрона в геномной ДНК.
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методом ПЦР�РВ (рисунок) показывают, что и в
корковом, и в мозговом веществе почек крыс ли�
ний НИСАГ и WAG проявляются достоверные
межлинейные различия в уровне экспрессии
мРНК гена Ephx2 в покое и после воздействия
эмоционального стресса. У крыс линии НИСАГ
уровень транскрипции гена Ephx2 значительно
превосходит уровень, наблюдаемый у крыс линии
WAG и в покое, и после воздействия стресса. 

Изменения в уровне экспрессии мРНК гена
Ephx2 в результате воздействия эмоционального
стресса у крыс НИСАГ были зарегистрированы
только в мозговом веществе почки, где уровень
транскрипции достоверно увеличивается. В отли�
чие от гипертензивных крыс линии НИСАГ, у
крыс линии WAG при воздействии стресса экс�
прессия мРНК гена Ephx2 достоверно снижается
и в корковом, и в мозговом веществе почки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работах по изучению действия специфиче�
ских ингибиторов sEH показано, что они способ�
ствуют понижению АД [11] и уменьшают повре�
ждения органов�мишеней – почек, сердца и сосу�
дов. Это показано на примерах мышей и крыс при
гипертонии, индуцированной ангиотензином II
[12–14, 29], а также у крыс, страдающих ожире�
нием [15], у крыс со спонтанной гипертензией и
склонностью к инсультам (линия SHRSP), с ги�
пертонией, индуцированной повышенным по�
треблением соли [16] и с гипертонией и диабетом
2�ого типа [30]. 

Данные по изучению нокаутированных по ге�
ну Ephx2 мышей свидетельствуют о том, что вы�
ключение данного гена приводит к снижению
уровня АД, к уменьшению интенсивности воспа�
лительных процессов и повреждений гломеру�

лярного аппарата почек, а также к улучшению ра�
боты сердечно�сосудистой системы [7, 17]. 

Тем не менее, наши результаты по измерению
уровня мРНК гена Ephx2 лишь частично согласу�
ются с результатами, полученными при изучении
других линий крыс, моделирующих гипертонию.
Так, в почках крыс линии SHR со спонтанной ги�
пертензией разными авторами наблюдалось как
увеличение, так и уменьшение экспрессии мРНК
гена Ephx2 [31–33]. Разные варианты полимор�
физма гена Ephx2 связаны с различиями в уровне
активности белка, но не ассоциируются с АД при
анализе крыс гибридов F2 (SHR × WKY) [31]. По�
скольку ген Ephx2 не был обнаружен в известных
локусах количественных признаков (QTL), свя�

Таблица 3. Уровень артериального давления у крыс
линий НИСАГ и WAG в покое и при стрессе

Признак НИСАГ, N = 10 WAG, n = 10

АД в покое 175.2 ± 1.64*** 123.3 ± 1.88

АД при стрессе 207.0 ± 2.93*** ### 133.0 ± 1.53##

Различия оценивали по t*критерию Стьюдента. 
***p < 0.001 – Межлинейные различия; ##p < 0.01; ###p <
< 0.001 – реакция на стресс.

Таблица 4. Результаты анализа экспрессии мРНК гена
Ephx2 на микрочипах “Illumina”

Соотношение уровня экспрес�
сии мРНК гена Ephx2

Корковое 
вещество 

почки

Мозговое 
вещество 

почки

НИСАГ в покое/WAG в покое 16.68 20.63

НИСАГ при стрессе/WAG при 
стрессе

14.62 14.40
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Относительный уровень экспрессии мРНК гена Ephx2 в корковом (a) и мозговом (б) веществе почки крыс линий НИСАГ
и WAG в покое и при действии эмоционального стресса (среднее значение ± доверительный интервал). ## p < 0.01 –
Межлинейные различия; ** p < 0.01 – реакция на стресс.
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занных с АД у крыс линии SHR, некоторые авто�
ры уже не рассматривают его как ген�кандидат
гипертонии [34], хотя ген Ephx2 аннотирован в
базе данных Rat Genome Database (RGD, ht�
tp://rgd.mcw.edu/) как ген, контролирующий раз�
витие артериальной гипертензии, а sEH считается
перспективной мишенью для фармацевтического
воздействия при лечении гипертонии [18, 19]. 

Ген Ephx2 расположен на хромосоме 15 крысы
(45.5 Mb). Согласно результатам проведенного
нами ранее QTL�анализа на самцах гибридах F2

(НИСАГхWAG), данный ген также не ассоцииро�
ван с уровнем АД [35], однако было показано, что
тесно сцепленный с геном Ephx2 маркер D15Rat112
(49.9 Mb) ассоциирован с уровнем основного гор�
мона стресса кортикостерона (LOD score 2.18) [36].
Следовательно, ген Ephx2 можно рассматривать как
ген�кандидат для дальнейшего изучения ассоциа�
ции уровня его экспрессии с уровнем кортикосте�
рона у крыс линии НИСАГ.

Известно, что EETs синтезируются в почках и
участвуют в контроле почечного кровотока. Пред�
полагается, что их вазодилатирующий эффект, на�
правленный на мелкие артерии почек, осуществ�
ляется через активацию кальций�зависимых К+�
каналов [37, 38]. У крыс линии НИСАГ (по сравне�
нию с крысами линии WAG) наблюдается повы�
шение секреции кортикостерона и содержания
альдостерона в надпочечниках при стрессе [39, 40],
а также увеличение концентрации натрия в соеди�
нительной ткани и в плазме крови [41]. В почках
крыс НИСАГ обнаружены некоторые ультраструк�
турные особенности почечных телец, которые сви�
детельствуют о нарушении гемоциркуляции в клу�
бочках капилляров и о повышении функциональ�
ного напряжения подоцитов, компенсирующих
эти микроциркуляторные нарушения [26]. Тот
факт, что уровень экспрессии мРНК гена Ephx2 у
крыс линии НИСАГ – по сравнению с крысами
линии WAG – повышен, позволяет предположить,
что данный ген участвует в процессе регуляции по�
чечного кровотока, и это предположение коррели�
рует с описанными выше особенностями морфо�
функциональных характеристик почек крыс линии
НИСАГ.

После воздействия эмоционального стресса
различия в уровне мРНК гена Ephx2 в почках крыс
линий НИСАГ и WAG остаются высокодостовер�
ными. Согласно результатам ПЦР�РВ, транскрип�
ционная активность гена Ephx2 у крыс линии
НИСАГсохраняется на высоком уровне в корко�
вом веществе почек, а в мозговом веществе даже
увеличивается. У крыс линии WAG, напротив, уро�
вень экспрессии мРНК гена Ephx2 при воздей�
ствии стресса снижается, что можно рассматри�
вать как реакцию, направленную на удержание АД
от чрезмерного повышения. У крыс линии НИСАГ
такой реакции при стрессе не наблюдается. 

Известно, что активация PPARγ (Peroxisome
Proliferator�Activated Receptor gamma) оказывает
протективное воздействие при индуцированной
ангиотензином гипертрофии сердца, что, частич�
но, осуществляется путем подавления синтеза
sEH [42]. Ген Ephx2 является одним из генов, вхо�
дящих в схему регуляции другим геном – HNF4
alpha (Cell�specific transcription factor Hepatocyte
Nuclear Factor 4 alpha) – пролиферации клеток
при развитии рака почек [43]. По данным, полу�
ченным нами на микрочипах, экспрессия генов
PPARγ и HNF4 alpha у крыс линии НИСАГ не на�
рушается. У нас пока нет предположений о том,
какие из генов, дифференциально экспрессирую�
щихся в почках крыс линий НИСАГ и WAG, мог�
ли бы быть вовлечены в регуляцию уровня тран�
скрипции гена Ephx2. 

Различная реакция на экспрессию гена Ephx2
при стрессе у гипертензивных и нормотензивных
крыс, вероятно, отражает различия в изначальном
функциональном состоянии физиологических си�
стем почки, участвующих в ответе на стрессорные
воздействия. Показано, что активность белка sEH
тесно связана также с состоянием ренин�ангио�
тензиновой системы. Ангиотензин II (AT�II) мо�
жет увеличивать экспрессию мРНК гена Ephx2
[44], количество sEH и уровень его активности в
корковом веществе почек крыс [12]. В условиях
эмоционального стресса может активироваться
внутрипочечная ренин�ангиотензиновая систе�
ма [45]. Образующийся при этом AT�II, возмож�
но, повышает уровень транскрипции мРНК гена
Ephx2, что могло бы приводить к повышению
уровня АД у гипертензивных крыс линии
НИСАГ. У нормотензивных крыс WAG ответ на
эмоциональный стресс ориентирован противо�
положно, что можно считать адекватной реакци�
ей организма, направленной на снижение АД в
процессе адаптации к условиям предложенного
эмоционального стресса. 

Ранее мы определяли более высокий уровень
экспрессии мРНК в почках крыс линии НИСАГ
(по сравнению с линией WAG) и при изучении ге�
на рецептора эпидермального фактора роста
(Egfr) [27], участвуя в регуляции которого EETs
стимулируют клеточную пролиферацию [46]. Так
же, как и в случае с геном Ephx2, при воздействии
стресса транскрипционная активность гена Egfr у
крыс линии НИСАГ не изменяется, но достовер�
но увеличивается в мозговом веществе почки у
крыс линии WAG. Опираясь на полученные нами
данные, можно предположить, что у гипертен�
зивных крыс линии НИСАГ некоторые системы,
связанные, вероятно, с их гипертензивным стату�
сом, находятся в состоянии хронического напря�
жения. Они либо не реагируют вследствие повы�
шенного исходного напряжения на предложенный
им дополнительный стимул – эмоциональный
стресс, либо их реакция качественно отличается от
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реакции на стресс нормотензивных животных. На
основании наших исследований можно предпо�
ложить, что у крыс линии НИСАГ к таким систе�
мам относится система контроля и модулирова�
ния тонуса почечных сосудов.

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(110400210) и программы Президиума РАН “Мо�
лекулярная и клеточная биология”. 
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