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До настоящего времени молекулярные собы�
тия в ткани желудка человека изучали преимуще�
ственно на опухолевом материале, например на
образцах рака желудка. Однако за последние годы

опубликовано много работ, убедительно указыва�
ющих на физиологическое значение изменений
паттерна генной экспрессии для развития неопу�
холевых патологий желудка. 
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Количественная ПЦР в реальном времени – стандартный метод измерения изменений экспрессии генов
относительно друг друга при изучении многофакторных заболеваний человека, в том числе ожирения и
гастрита. Однако различия в количестве исходного материала, активности фермента и концентрациях
ингибиторов амплификации часто приводят к ошибочной оценке уровня экспрессии гена, поэтому успех
исследования зависит от правильного нормирования данных. Среди известных стратегий нормирования
наиболее распространено использование в качестве внутреннего контроля стабильно экспрессируюH
щихся генов (референсных, или контрольных генов). В случае тканей желудка человека такие гены изуH
чены недостаточно. В представленной работе стабильность экспрессии референсных генов изучали с
использованием трех популярных алгоритмов – geNorm, NormFinder и BestKeeper. Показано, что для
определения уровней экспрессии генов методом количественной ПЦР в реальном времени в неопухолеH
вых тканях желудка наилучшей является пара генов HPRT1 и GAPDH. 

Kлючевые слова: количественная ПЦР в реальном времени, гены домашнего хозяйства клетки, внутH
ренний контроль, желудок, ожирение.
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profiling experiments involving nonHmalignant gastric tissue samples. 
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Два наиболее важных заболевания человека,
при которых возникают изменения в тканях же�
лудка – гастрит и ожирение. Более того, ожирение
приводит к развитию многочисленных заболева�
ний, таких как сахарный диабет типа 2, атероскле�
роз, инсулинорезистентность, неалкогольное ожи�
рение печени (NAFLD) и синдром поликистоза
яичников [1]. Недавно убедительно показали важ�
ность гормонов и рецепторов ткани желудка в ре�
гуляции чувства сытости [1–5]. Установлено, что
в желудке экспрессируются многие индуцируе�
мые гены, в том числе гены лептина [6], грелина
[3], пептида YY, глюкагона, глюкагоноподобных
пептидов�1 и �2 (GLP�1 и �2), оксинтомодулина
[2] и других паракринных гормонов, которые
влияют на уровень глюкозы в крови, экзокрин�
ную секрецию, функции адипоцитов, мышечную
активность желудка и другие физиологические
реакции [2]. Изучение роли ткани желудка в
энергетическом гомеостазе, в патогенезе ожире�
ния и сопутствующих заболеваний важно и пото�
му, что за последние 5 лет резко возросло число
бариатрических хирургических вмешательств.
Только в США количество таких процедур дости�
гает 220000 в год [7]. В дальнейшем число бариат�
рических процедур будет увеличиваться, по�
скольку получены доказательства их положитель�
ного влияния на общее состояние организма, в
том числе при сахарном диабете типа 2 [8, 9] и
сердечно�сосудистой системы [10]. В обоих слу�
чаях изменения экспрессии генов в ткани желуд�
ка, вызванные хирургическим вмешательством,
требуют дальнейшего изучения. 

Острый и хронический гастрит считаются наи�
более важными последствиями инфицирования
желудка Helicobacter pylori, которое встречается у
7–87% лиц с желудочно�кишечной патологией в
зависимости от выборки [11]. Оставляя в стороне
значительное прямое влияние этой инфекции на
заболеваемость, а в случае пептической язвы и на
смертность, хроническую инфекцию слизистой
оболочки желудка H. pylori можно рассматривать
как важный фактор риска рака желудка [12]. По�
казана также связь хеликобактерного гастрита с
хронической изжогой (кислотным рефлюксом)
[13], хронической крапивницей, тромбоцитопе�
нической пурпурой [14] и другими заболевания�
ми. Очевидно, что H. pylori способствует разви�
тию всех этих состояний, нарушая нормальное
функционирование слизистой оболочки желудка
и влияя на экспрессию генов в тканях желудка.
Простого контакта живых бактерий H. pylori с
клетками человека достаточно, чтобы вызвать в
них экспрессию гастрина, важного регулятора
секреции желудочного сока и клеточного роста
[15]. В слизистой желудка при инфицировании
H. рylori повышается секреция интерлейкинов �8,
�17A и �17F [16]. Продукт гена А, ассоциирован�
ного с цитотоксином H. pylori (CagA), индуцирует

транскрипционную активность β�катенина в кле�
точном ядре [17]. 

Изучение таких распространенных патологий,
как гастрит и ожирение, требует определения, ча�
сто одновременного, профиля экспрессии мно�
гих генов [18]. Высокая чувствительность и спе�
цифичность ПЦР в реальном времени, а также
широкий диапазон измерений позволили этому
методу стать наиболее популярным для определе�
ния профилей генной экспрессии [18, 19]. Одна�
ко количественное определение РНК с помощью
количественной ПЦР в реальном времени часто
затруднено из�за вариаций в количестве исходно�
го материала, относительной эффективности по�
лимеразы и присутствия различных ингибиторов
[20]. Эти проблемы можно преодолеть при помо�
щи точного нормирования данных [21]. 

Среди многих стратегий нормирования дан�
ных [22] наиболее распространено использование
стабильно экспрессируемых (референсных) ге�
нов в качестве внутреннего контроля [19]. Рефе�
ренсными генами при изучении тканей человека
часто служат гены 18S рРНК (18S), глицеральде�
гид�3�фосфат–дегидрогеназы (GAPDH), β2�мик�
роглобулина (B2M), РНК�полимеразы II (RPII,
или POLR2A), тирозин�3�монооксигеназы/трип�
тофан�5�монооксигеназу�активирующего белка,
полипептида ζ (YWHAZ), убиквитина C (UBC) и ги�
поксантин�фосфорибозилтрансферазы 1 (HPRT1)
[19, 23, 24]. 

В качестве референсных стараются выбирать
такие гены, экспрессия которых остается ста�
бильной во всех изучаемых выборках [25]. Тем не
менее, экспрессия часто используемых контроль�
ных генов варьирует в зависимости от типа ткани
и ее физиологического состояния [20, 24]. Если
ген, служащий внутренним контролем, не опти�
мален для данной выборки и уровень его экспрес�
сии варьирует, то результаты могут серьезно иска�
жаться [26]. Таким образом, пригодность данного
гена зависит от типа ткани или клеточной систе�
мы [24, 25, 27]. Это делает очевидной необходи�
мость проверки приемлемости генов, используе�
мых в качестве референсных, для каждого изуча�
емого типа ткани. Предложено несколько
математических алгоритмов определения ста�
бильности экспрессии референсных генов [28].

Следует отметить, что стабильность экспрес�
сии референсных генов в ткани желудка человека
изучена совершенно недостаточно. До настояще�
го времени проведено только одно систематиче�
ское исследование такого типа [29], в котором
определен профиль экспрессии шести референс�
ных генов в шести клеточных линиях рака желуд�
ка и в 20 парных образцах (норма/опухоль) ткани
желудка. Несмотря на важность этой работы для
понимания проблемы в целом, применимость ее
результатов ограничена, поскольку в выборку во�
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шли только образцы озлокачествленных тканей
или тканей, окружающих опухоль, и, возможно,
подвергшихся аберрантному метилированию
ДНК. Как показано ранее, нарушение метилиро�
вания ДНК часто обнаруживается в тканях, окру�
жающих раковую опухоль желудка, и считается
эпигенетической предпосылкой злокачественно�
го перерождения [30]. 

В представленной работе пригодность рефе�
ренсных генов для оценки уровня экспрессии ге�
нов в тканях желудка определяли в образцах тка�
ней, полученных во время бариатрических опера�
ций у больных ожирением и сопутствующими
неопухолевыми заболеваниями желудка. Наибо�
лее стабильно экспрессируемые контрольные ге�
ны выявляли с использованием программ geNorm
[21], NormFinder [31] и BestKeeper [32]. Референс�
ные гены, признанные наилучшими всеми тремя
программами, могут быть рекомендованы для ис�
пользования в качестве внутреннего контроля
при определении профиля экспрессии генов в не�
раковых тканях желудка человека методом коли�
чественной ПЦР в реальном времени. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выборки. Образцы тканей дна желудка получе�
ны от 22 человек с ожирением и диагнозом га�
стрит (n = 10) и без этого диагноза (n = 12) во вре�
мя бариатрических или иных операций, погруже�
ны в жидкий азот и хранились при –80°C.
Образцы получены от лиц в возрасте 43.8 ± 9.9 лет
(среднее ± SD) c индексом массы тела 47.0 ± 7.9
(среднее ± SD), из которых 73% женщины. У 35%
больных диагностирован гастрит не�H. pylori, у
9% – гастрит с H. pylori. У 57% больных гастрит
отсутствовал. Сахарный диабет типа 2 диагности�
рован у 26% больных, а неалкогольный стеатоз –
у 70%. Образцы деидентифицированы в соответ�

ствии с правилами HIPAA. Исследование одобре�
но Независимым Экспертным Советом (IRB)
Госпиталя Инова.

Выбор референсных генов. В качестве референс�
ных выбраны следующие гены, ранее описанные
как гены домашнего хозяйства: 18S (18S рРНК),
GAPDH (глицеральдегид�3�фосфат–дегидрогена�
за), HPRT1 (гипоксантин�гуанин�фосфорибозил�
трансфераза1), YWHAZ (тирозин�3�монооксигеназа/
триптофан�5�монооксигеназу�активирующий бе�
лок, полипептид ζ), UBC (убиквитин C) и RPII,
или POLR2A (РНК�полимераза II). 

Праймеры для генов GAPDH и HPRT1 получе�
ны от Real Time Primers (“Real Time Primers”,
США). Праймеры к 18S синтезированы как опи�
сано ранее [33]. Праймеры для остальных трех ге�
нов, RPII, YWHAZ и UBC, подобраны с помощью
программы Oligo Perfect Designer (“Invitrogen”)
таким образом, чтобы перекрыть хотя бы одну
интрон�экзонную границу, и синтезированы
коммерчески (“Invitrogen”). Специфичность всех
праймеров подтверждена с помощью NCBI Blast
против всех доступных нуклеотидных последова�
тельностей мРНК человека. Номера генов и
структура праймеров приведены в табл. 1.

Выделение РНК и обратная транскрипция. Сум�
марную РНК выделяли из тканей дна желудка
(n = 22) с помощью набора Qiagen RNeasy kit
(“Qiagen”) согласно протоколу производителя.
Чистоту РНК определяли, измеряя соотношение
поглощения раствора РНК при 260/280 нм с ожи�
даемыми значениями в интервале 1.8–2.00, с по�
мощью спектрофотометра GeneQuant1300 (“GE
Healthcare”, США). Целостность РНК подтвер�
ждали электрофорезом в 1%�ном агарозном геле с
бромистым этидием. Обратную транскрипцию
проводили с помощью набора “RT2 first strand”
(“SABiosciences”, США), используя 112 нг сум�

Таблица 1. Праймеры для амплификации шести использованных референсных генов 

Ген Номер гена Tпл, °C Праймер

GAPDH NM_002046.2 55 F�5'ACAGTCAGCCGCATCTTCTT

R�5'GACAAGCTTCCCGTTCTCAG

HPRT1 NM_000194.1 55 F�5'AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA

R�5'AAGCAGATGGCCACAGAACT

YWHAZ NM_001135702.1 55 F�5'ACTTTTGGTACATTGTGGC

R�5'CCGCCAGGAAAAACCAGT

18S NR_003286.2 60 F�5'AGGAATTCCCAGTAAGTGCG 

R�5'GCCTCACTAAACCATCCAA

RPII NM_000937.3 60 F�5'CTTCACGGTGCTGGGCATT

R�5'GTGCGGCTGCTTCCATAA

UBC XM_002344708.1 60 F�5'CCTGGTGCTCCGTCTTAGAG

R�5'TTTCCCAGCAAAGATCAACC
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марной РНК в каждой реакции. Согласно прото�
колу производителя суммарную РНК обрабаты�
вали ДНКазой для удаления геномной ДНК. В
качестве затравки для обратной транскрипции
использовали случайные гексамеры и олиго�dT�
праймеры.

Количественную ПЦР в реальном времени вы�
полняли на приборе Bio�rad CFX96 Real Time Sys�
tem (“BioRad Laboratories”, США) в 96�луночном
формате. Смесь для ПЦР состояла из 5 мкл
кДНК, что соответствует приблизительно 600 нг
суммарной РНК, 0.1 мкM праймеров от Real�
TimePCRPrimers.com или 0.2 нM праймеров Invit�
rogen и 1X Sso Fast Evagreen Supermix (“BioRad”) в
конечном объеме 15 мкл. Для выявления возмож�
ной контаминации реагентов и/или присутствия
геномной ДНК в каждом опыте добавляли кон�
трольные лунки без матрицы и/или полимеразы.
Температурный профиль реакции, повторенной в
течение 50 циклов, был следующим: 1) 95°C в те�
чение 10 мин; 2) денатурация – 10 с при 95°C; от�
жиг – 40 с при 55°C для Real Time�праймеров и
60°C для праймеров Invitrogen (данные амплифи�
кации обрабатывали в конце каждого шага);
3) кривая диссоциации – инкубация в течение 10 с
при 95°C и 5 с при 65°C с последующим подъемом
температуры до 95°C (“BioRad CFX96 Real Time
System”). Специфичность продуктов определяли
с использованием кривых плавления. Все образ�
цы, составившие выборку, по крайней мере три�
жды амплифицировали на матрице одного и того
же препарата суммарной РНК. Для дальнейшего
анализа брали средние значения. 

Определение стабильности экспрессии рефеH
ренсных генов. Стабильность экспрессии рефе�
ренсных генов в образцах оценивали с использо�
ванием трех различных статистических алгорит�
мов – geNorm, v3.4, NormFinder v0.953 и BestKeeper
v1, описанных ранее [21, 31, 34]. Программу
geNorm использовали для вычисления уровня ста�
бильности (M) референсных генов с помощью ис�
ходных ненормированных значений. В терминах
стандартного отклонения (Vjk) для каждой пары
генов geNorm вычисляет попарную вариацию ло�
гарифмически трансформированного отношения
уровней экспрессии данного гена (aij) в каждом
образце ткани (m), при любой комбинации генов
внутреннего контроля (j или k) [21]:
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Меру стабильности экспрессии (Mj) вычисля�
ли как среднюю попарную вариацию экспрессии
данного гена по сравнению со всеми другими ге�
нами [21]: 

Гены с наименее стабильной экспрессией (т.е.
с наибольшими значениями Mj) последовательно
удаляли при каждой итерации исключения. Эту
процедуру повторяли до тех пор, пока не остались
только гены с наименьшими значениями Mj и са�
мой стабильной экспрессией. Фактор нормиро�
вания вычисляли на основании среднего геомет�
рического для конечного оптимального набора
референсных генов. 

Для оценки общей изменчивости экспрессии
генов�кандидатов и межгрупповой вариации в
выборочных подгруппах использовали модуль
NormFinder для программы Excel с применением
следующей модели [31]: 

Эта модель включает в себя три следующих
компонента: общий уровень экспрессии i�го ге�
на�кандидата внутри группы g (aig), количество
образцов мРНК в выборке j (bgj) и случайную ва�
риацию, вызванную биологическими и экспери�
ментальными факторами (eigj). Цель состоит в на�
хождении двух генов с наименьшими уровнями
внутри� и межгрупповой дисперсии экспрессии.
Доверительный интервал для межгрупповой дис�
персии определен как средняя от внутригруппо�
вых дисперсий и представлен как величина ошиб�
ки межгрупповой дисперсии. Алгоритм програм�
мы сочетает внутригрупповую (s2

ig) и межгрупповую
(zig – qg, g = 1, …, G) дисперсию и выражает уровень
стабильности (rig) каждого исследованного гена, где
g2 – вариация уровней экспрессии (aig) [31]: 

Это выражение учитывает множественные ис�
точники вариации экспрессии и отражает общую
систематическую ошибку в пересчете на один ген.
Таким образом, гены, имеющие наивысший ранг
(т.е. наименьший уровень стабильности, следова�
тельно, наименьшую общую дисперсию), это
наиболее стабильно экспрессируемые в данной
выборке референсные гены�кандидаты. Однако
поскольку уровень системной ошибки (rig) вычис�
лен в соответствии с нуль�гипотезой о независи�
мости уровня экспрессии каждого гена друг от
друга, проведена дальнейшая оценка внутри� и
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межгрупповой изменчивости. Как можно видеть
из математического описания модели, увеличе�
ние числа образцов приводит к увеличению
устойчивости результатов. 

Алгоритм BestKeeper был использован для не�
зависимого подтверждения результатов, полу�
ченных с помощью алгоритмов geNorm и Norm�
Finder. Этот алгоритм вычисляет вариацию экс�
прессии каждого из контрольных генов на
основании точки перекреста (CP), которая опре�
деляется как число циклов, необходимых для до�
стижения выбранного порога флуоресценции
[34]. Начальный анализ исходных значений CP
включает определение стандартного отклонения
(SD ± CP) и коэффициента вариации CV (% CP)
каждого из референсных генов. Далее эти величи�
ны используют для ранжирования референсных
генов, отличающихся наиболее стабильной экс�
прессией: от обнаруживающих самую низкую из�
менчивость до наименее стабильных с самой высо�
кой изменчивостью. Все стабильно экспрессирую�
щиеся референсные гены объединяются в индекс
BestKeeper, рассчитываемый для выборки образцов
с использованием среднего геометрического значе�
ний CP для каждого гена�кандидата [32]: 

BestKeeper оценивает межгенные взаимодей�
ствия каждого референсного гена�кандидата, от�
ражая величину вклада каждого референсного ге�
на в общий индекс. Поскольку наличие в выборке
выбивающихся значений может понизить точ�
ность анализа, BestKeeper определяет целостность
выборки (InVar) для различий в относительных

индекс  BestKeeper CP1 CP2 CP3 …××× CPz×z .=

значениях CP (n) и средних значений CP каждого
референсного гена (m) [32]:

BestKeeper также определяет параметр целост�
ности выборки для каждого референсного гена с
помощью следующего анализа [32]:

В программе BestKeeper приемлемыми призна�
ются только выборки со скорректированной по
выходу внутренней дисперсией в пределах трех�
кратного повышения или понижения экспрес�
сии. Следовательно, выпадающие значения эли�
минируются, что увеличивает надежность индек�
са BestKeeper. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В нашей работе определен профиль экспрес�
сии шести референсных генов, наиболее часто
используемых при изучении тканей человека ме�
тодом количественной ПЦР в реальном времени
[33, 34], в том числе генов 18S, ACTB (β�актин),
GAPDH, B2M, HPRT1, YWHAZ, UBC и RPII, или
POLR2A. Стабильность экспрессии этих генов
анализировали в 22 образцах тканей дна желудка
человека с помощью трех популярных алгорит�
мов: geNorm v3.4 [21], NormFinder [31] и BestKeeper
[32]. Стабильность экспрессии каждого гена в
каждом образце ткани оценивали с использова�
нием среднего из трех измеренных значений Ct.
Входные данные для алгоритмов geNorm и Norm�
Finder из исходных значений Ct переводили в от�
носительные количества РНК при помощи мето�
да сравнения Ct, тогда как в алгоритме BestKeeper
в качестве входных данных использовали исход�
ные значения Ct [28]. 

Алгоритм geNorm 

Программа geNorm, которая ранжирует рефе�
ренсные гены�кандидаты в соответствии с отно�
сительным уровнем их экспрессии, разработана
Vandesompele et al [21]. Эта программа позволяет
ранжировать гены по стабильности их экспрес�
сии – от наименее стабильного к наиболее ста�
бильному. С помощью этой программы получено
следующее ранжирование: 18S → UBC → RPII →
→ YWHAZ → GAPDH и HPRT1. Значения M, опре�
деленные для этих генов в тканях желудка, соста�
вили 4.90, 4.60, 4.30, 4.09 и 3.9 соответственно
(рис. 1). С помощью последовательной элимина�
ции наименее стабильных генов на основе их зна�
чений М гены HPRT1 и GAPDH посчитали самы�
ми стабильными референсными генами. Основы�
ваясь на попарной вариации, вычисленной для
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Рис. 1. Стабильность экспрессии генов (M) референс�
ных генов�кандидатов в ткани желудка, вычисленная
программой geNorm. Программа последовательно ис�
ключает гены с относительно высокой вариабельно�
стью экспрессии между образцами. М представляет
собой среднее от уровней стабильности остающихся
генов: чем ниже величина M, тем стабильнее гены в
подгруппе. 
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двух последовательных факторов нормирования
(NFn и NFn + 1), geNorm определил, что при изуче�
нии ткани желудка для надежного контроля до�
статочно двух референсных генов, используемых
одновременно (рис. 2). 

Алгоритм NormFinder 

В отличие от geNorm программа NormFinder
оценивает стабильность экспрессии на основа�
нии математической модели [31]. Эта программа
располагает гены�кандидаты по их минимальной
меж� и внутригрупповой вариации. Другими сло�
вами, в дополнение к стабильности генов внутри
выборок эта программа оценивает стабильность
генов в разных выборках и подвыборках. В нашей
работе выборка образцов (n = 22) была разделена
на две – с гастритом (n = 10) и без гастрита (n = 12).
При этом GAPDH и HPRT1 со значениями ста�
бильности 0.356 считали наиболее высокоранго�
выми на основе комбинации наименьшей меж� и
внутригрупповой дисперсии (табл. 2). Дальней�
шее экспертное изучение генов с наименьшими
значениями меж� и внутригрупповой вариации
показало, что стабильность гена 18S, имевшего
второй снизу уровень межгрупповой вариации
после GAPDH, характеризуется наиболее высо�
ким уровнем внутригрупповой вариации. Следо�
вательно, стабильность гена 18S невелика (0.868).
С другой стороны, ген HPRT1 показал больший,
чем у 18S, уровень межгрупповой вариации, но
самый низкий уровень внутригрупповой вариа�
ции. Следовательно, алгоритмом NormFinder ген
HPRT1 был отобран как стабильный. Таким обра�
зом, результаты, полученные с помощью алго�
ритма NormFinder, хорошо согласуются с оценкой
программы geNorm. 

Алгоритм BestKeeper 

Алгоритм BestKeeper был выбран в качестве не�
зависимого метода ранжирования, позволяюще�

го осуществлять непрямое сравнение результа�
тов, полученных с помощью программ geNorm и
NormFinder [32]. В отличие от geNorm и NormFinder
в качестве входных данных BestKeeper использует
исходные значения Ct для каждого гена. Согласно
этому алгоритму, стабильные референсные гены
выбирали с помощью двух главных критериев:
низкой дисперсии (SD) и высокой корреляции
(значения r и p) в образцах [32]. 

Анализ вычисленной дисперсии (SD (± Ct) и
коэффициента вариации CV (%Ct)) для всех рефе�
ренсных генов�кандидатов во всех 22 образцах
позволил провести ранжирование относительной
стабильности генной экспрессии. Из шести потен�
циальных референсных генов наибольшую вариа�
бельность экспрессии проявили 18S (CV = 22.73) и
UBC (CV = 8.42), поэтому они были исключены.
На следующем этапе с использованием коэффи�
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Рис. 2. Определение оптимального количества рефе�
ренсных генов для нормирования с помощью анализа
попарной вариации программой geNorm. Высота
столбцов выражает уровень изменения фактора нор�
мирования после включения дополнительного рефе�
ренсного гена. Большая вариабельность отражает
большой эффект добавленного гена и означает, что
данный ген должен быть включен в вычисление фак�
тора нормирования. Авторы программы geNorm пред�
лагают рассматривать значение V > 0.15 как пороговое
для включения в анализ дополнительного рефе�
ренсного гена. 

Таблица 2. Сравнение списков генов с наивысшим рангом, полученных тремя различными алгоритмами

Ген BestKeeper, коэффициент 
корреляции R 

geNorm, стабильность
 экспрессии, M

NormFinder, уровень 
стабильности, pig

GAPDH 0.045 3.90 0.513

HPRT1 0.112 3.90 0.490

RPII 4.30 0.666

YWHAZ 4.09 0.543

UBC 4.60 0.738

18S 4.90 0.868
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циента корреляции Пирсона (r) и уровня значи�
мости (p) оценили межгенные взаимодействия
всех возможных пар референсных генов. Из
оставшихся четырех генов высокую корреляцию
(0.506 < r < 0.807) с индексом BestKeeper с высоким
уровнем значимости (p < 0.02) обнаружили уров�
ни экспрессии HPRT1 и GAPDH (табл. 2). Индекс
BestKeeper используется для описания связи меж�
ду каждым входящим в него референсным геном�
кандидатом и индексом, основанном на коэффи�
циенте корреляции Пирсона (r), коэффициенте
детерминации (r2), и уровнем значимости (p). 

Таким образом, результаты, полученные с по�
мощью всех трех алгоритмов, оказались сходны�
ми. В тканях желудка больных ожирением наибо�
лее стабильными референсными генами были
HPRT1 и GAPDH, а наименее стабильным – ген
18S (табл. 3). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Разница в уровнях экспрессии генов, измеряе�
мая методом количественной ПЦР в реальном
времени, представляет собой комбинацию ис�
тинных биологических различий между образца�
ми и различий, обусловленных несовершенством
экспериментального метода, например, связан�
ных с разным количеством исходного материала
и присутствием ингибиторов, влияющих на эф�
фективность ферментов [28]. Для учета влияния
этих небиологических факторов на результаты
опыта данные, полученные с помощью количе�
ственной ПЦР, необходимо нормировать по
внешнему или внутреннему контролю. В настоя�
щее время наиболее предпочтительным считается
нормирование с использованием референсных
генов [28]. К недостаткам этого подхода относит�
ся потребность в контрольном гене, стабильно
экспрессирующемся в каждых эксперименталь�
ных условиях. Сам по себе такой подход превра�
щает проблему в заколдованный круг, поскольку
не существует никакого внешнего стандарта, поз�
воляющего оценить стабильность экспрессии ре�
ференсных генов [28].

Чтобы найти выход из этой ситуации разрабо�
таны три алгоритма – geNorm, NormFinder и Best�
Keeper [28], в каждом из которых используется
свой метод нахождения идеального референсного
гена или комбинации таких генов [28]. 

Первый из алгоритмов, применяемый в про�
грамме geNorm [21], количественно оценивает
стабильность экспрессии референсных генов с
использованием двух параметров: средней ста�
бильности экспрессии (M) и попарной вариации
(V). При низком значении M экспрессия более
стабильная и пригодность этого гена как рефе�
ренсного возрастает. В этом алгоритме величина
M определяется из попарных сравнений одного
гена�кандидата со всеми остальными без учета
уровня генной экспрессии в каждом образце. Ко�
гда два референсных гена обнаруживают иден�
тичное отношение экспрессии, делается вывод об
относительной стабильности экспрессии. Таким
образом, анализ с помощью программы geNorm
не зависит от вариаций в количестве исходного
материала между выборками и не требует нор�
мального распределения данных. Результаты
применения алгоритма geNorm в минимальной
степени подвержены влиянию интенсивности
экспрессии генов�кандидатов, что составляет
еще одно преимущество данной программы. К
тому же, поскольку этот подход основан на мно�
жественных попарных сравнениях, уменьшается
необходимость в использовании выборки боль�
шого размера [34, 35]. Однако на результаты ана�
лиза с помощью geNorm влияет корегуляция ге�
нов�кандидатов; чтобы преодолеть это ограниче�
ние следует использовать референсные гены с
разной физиологической функцией. 

Анализ шести референсных генов с помощью
алгоритма geNorm выявил GAPDH и HPRT1 как
наилучшую комбинацию референсных генов для
неопухолевых образцов тканей желудка (рис. 1), в
то время как 18S и UBC описаны как наименее
стабильные. С целью определения идеального ко�
личества референсных генов вычисляли попар�
ную вариацию (V) двух последовательных факто�
ров нормирования (NFn и NFn + 1). Показано, что
добавление большего числа референсных генов
не ведет к значимому увеличению попарной ва�
риации (V3 = 1.05), а использования двух рефе�
ренсных генов достаточно для достоверного нор�
мирования экспрессии генов в данной ткани
(рис. 2). 

Алгоритм NormFinder работает с корегулируе�
мыми референсными генами, преодолевая, таким
образом, ограничения, присущие программе
geNorm. Программа NormFinder использует под�
ход, основанный на математической модели, ран�
жирующий гены по уровню внутри� и межгруп�
повой дисперсии. Действительно, NormFinder
учитывает гетерогенность выборок, но подчерки�

Таблица 3. Результаты анализа корреляции с помощью
BestKeeper

Ген Коэффициент 
корреляции, r

Уровень 
значимости, p

YWHAZ 0.785 <0.001

RPII 0.557 <0.001

HPRT1 0.112 <0.001 

GAPDH 0.045 <0.001 
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вает важность общей интенсивности экспрессии
каждого гена, преувеличивая вклад генов со сход�
ными уровнями общей экспрессии (в терминах
Ct). Следовательно, надежность этого метода и
размер выборки оказываются взаимосвязанными. 

В случае алгоритма NormFinder идеальный ре�
ференсный ген (гены) имеет наиболее близкую к
нулю внутри� и межгрупповую дисперсию. Когда
гены ранжируются только по уровню их стабиль�
ности, комбинация GAPDH и HPRT1 оказывается
наилучшей для использования в качестве внут�
реннего контроля (табл. 2). Интересно, что в на�
шей работе ген 18S характеризовался наименьшей
межгрупповой изменчивостью после GAPDH;
HPRT1 следовал за ним (рис. 3) и был более стаби�
лен. Этот вывод принимает во внимание низкую
внутригрупповую изменчивость HPRT1, в то вре�
мя как внутригрупповая изменчивость 18S была
наивысшей (рис. 3). Таким образом, 18S оценен
как наименее стабильный и, следовательно, уда�
лен из дальнейшего рассмотрения. Заметим, что
оба алгоритма выделяют ген 18S как один из наи�
менее стабильных. Этот результат не был неожи�
данным, поскольку ранее уже приводились аргу�
менты против использования генов рРНК в каче�
стве референсных, в том числе из�за затруднений
при вычитании весьма высокого уровня экспрес�
сии 18S из базового уровня экспрессии [21].

Важно отметить, что одна и та же пара генов,
HPRT1 и GAPDH, признана наиболее стабильной
как программой geNorm, так и NormFinder. Для
независимого сравнения результатов, получен�
ных с помощью geNorm и NormFinder, данные ко�
личественной ПЦР проанализировали с помо�
щью еще одного алгоритма – BestKeeper [32]. Этот
алгоритм определяет стабильность экспрессии ре�
ференсных генов на основании как общей ста�
бильности экспрессии, так и собственного индек�
са, вычисляемого программой BestKeeper (значе�
ния r и p). На основании низкого коэффициента
вариации CV и высокого коэффициента корреля�
ции (r) с индексом BestKeeper, GAPDH и HPRT1 по�
считали наиболее стабильными (табл. 2). Как и ра�
нее, 18S посчитали наименее стабильным и ис�
ключили его из дальнейшего рассмотрения.

В нашей работе результаты, полученные тремя
алгоритмами, соответствовали друг другу. Недав�
но на смешанной выборке из раковых и прилега�
ющих к опухоли нормальных тканей референс�
ными признаны существенно различные наборы
генов [29]. Так, с помощью geNorm пару генов
HPRT1 и RPL29 оценили как наиболее стабиль�
ную, в то время как 18S и GAPDH были наименее
стабильными. С другой стороны, программа
NormFinder самой стабильной посчитала комбина�
цию генов B2M и RPL29. Разница в стабильности
экспрессии GAPDH, отмеченная нами и в работе
[36], может определяться опухолеспецифичным

увеличением экспрессии GAPDH. Экспрессия
GAPDH, как показано ранее для других опухоле�
вых тканей, может возрастать до таких значений,
что этот ген предлагали использовать в качестве
биомаркера определенных типов рака [37]. С дру�
гой стороны, подтверждена надежность GAPDH
как референсного гена для неопухолевых клеток
и тканей человека [38], что позволяет считать раз�
личия в результатах изучения двух выборок тка�
ней желудка не артефактом, а отражением приро�
ды этих выборок.

Однако насколько обнаруженные различия в
стабильности экспрессии генов определяются на�
бором использованных генов или же особенно�
стями опухолевых и неопухолевых образцов тка�
ней желудка, с полной определенностью сказать
невозможно. В представленной работе использо�
ваны неопухолевые ткани желудка, поэтому сде�
ланные нами выводы о стабильности экспрессии
контрольных генов относятся только к образцам
этого типа. Важно, что три различных алгоритма
признали наиболее стабильно экспрессирующим�
ся один и тот же набор референсных генов. Это
позволяет нам рекомендовать пару HPRT1/GAPDH
как наилучшую комбинацию референсных генов
для изучения неопухолевых заболеваний желудка
методом количественной ПЦР в реальном време�
ни. Не исключено, что в случае опухолевых и не�
опухолевых тканей желудка необходимо исполь�
зовать разные наборы референсных генов. 

Мы рекомендуем использовать пару генов
GAPDH и HPRT1 в качестве стабильных референс�
ных генов, наиболее подходящих для изучения
экспрессии генов в неопухолевых тканях желудка
человека. Использование этих генов как рефе�
ренсной пары поможет в дальнейшем увеличить
надежность количественной ПЦР в реальном
времени в данной модельной системе.

18S UBCRPII YWHAZHPRT1GAPDH

9

6

3

–3

–6

–9

0

Рис. 3. Определение наиболее стабильного рефе�
ренсного гена с помощью программы NormFinder. Две
рассмотренных группы представляли собой образцы
тканей больных ожирением с гастритом/без гастрита
(n = 22). Прямоугольники – межгрупповая диспер�
сия, линии ошибок представляют среднюю внутриг�
рупповую дисперсию. Идеальный референсный ген
имеет наиболее близкую к нулю межгрупповую дис�
персию и наименьшую из возможных линию ошибок.
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