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Резюме

Цель исследования – изучить уровень в сыворотке крови молекул, вовлеченных в аутофагию и апоптоз: белка, 
ассоциированного с микротрубочками LC3alpha (MAP1LC3alpha), беклина-1 (BECN-1), Bcl-2 (BCL-2), каспа-
зы-3 (CASP3) и белка, связанного с аутофагией-5 (ATG-5), и определить его ассоциацию с фиброзом печени у 
больных сахарным диабетом 2 типа (СД2) с неалкогольной жировой болезнью печени (НАЖБП). Материал и 
методы. Выполнено одноцентровое поперечное наблюдательное исследование. Включено 74 пациента с СД2 
и НАЖБП, 23 мужчины и 51 женщина, в возрасте от 18 до 74 лет. Для диагностики фиброза печени приме-
няли фиброэластометрию, его выраженность оценивали по шкале Metavir. Рассчитывали непрямые индексы 
фиброза печени APRI и FIB-4. Концентрацию MAP1LC3alpha, BECN-1, BCL-2, CASP3 и ATG-5 в сыворотке 
крови определяли с помощью ИФА. Для оценки ценности данных показателей для диагностики фиброза печени 
применяли ROC-анализ. Результаты. Фиброз печени 1-й стадии диагностирован у 16 человек, 2-й стадии – у 
12, 3-й стадии – у 7, 4-й стадии – у 19 человек. У пациентов с выраженным фиброзом печени (стадии 3–4) по 
сравнению с лицами без выраженного фиброза (стадии 0–2) наблюдалась более высокая концентрация MA-
P1LC3alpha (p = 0,01) и BECN-1 (p = 0,01), значимых различий по содержанию BCL-2, ATG-5, CASP3 не вы-
явлено. В ROC-анализе MAP1LC3alpha и BECN-1 показали значимость для диагностики выраженного фиброза 
печени, которая, однако, не превышала таковую у индекса APRI. Заключение. У больных СД2 и НАЖБП уро-
вень MAP1LC3alpha и BECN-1 в сыворотке крови ассоциирован с выраженным фиброзом печени (3–4-я стадия 
по Metavir). 

Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа, неалкогольная жировая болезнь печени, фиброз печени, биомар-
кер, апоптоз, аутофагия, фиброэластометрия печени.
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Abstract

Aim of the study was to estimate the blood serum level of microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha (MA-
P1LC3alpha), beclin-1 (BECN-1), Bcl-2 (BCL-2), caspase-3 (CASP3) and autophagy related 5 (ATG-5) protein as 
potential markers of liver fibrosis in type 2 diabetes (T2D) patients with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). 
Material and methods. A single center cross-sectional observational study was performed. Seventy four patients with 
T2D and NAFLD were included, 23 men and 51 women, aged 18 to 74 years. Transient elastography was used for the 
assessment of liver fibrosis. The severity of fibrosis was estimated using the Metavir sсore. In addition, indirect liver 
fibrosis indices APRI and FIB-4 were calculated. Serum concentration of MAP1LC3alpha, BECN-1, BCL-2, CASP and 
ATG-5 was measured by ELISA. We applied ROC analysis to assess the value of studied indicators in diagnosis of liver 
fibrosis. Results. Liver fibrosis stage F1 was verified in 16 subjects, stage F2 in 12, stage F3 in 7, and stage F4 in 19 
individuals. Patients with advanced liver fibrosis (stage 3-4) when compared to those without fibrosis (stage 0–2) had 
higher content of MAP1LC3alpha (p = 0.01) and BECN-1 (p = 0.01). There were no significant differences in the level 
of BCL-2, CASP3 and ATG-5 between patients with different severity of fibrosis. In the ROC analysis, MAP1LC3alpha 
and BECN-1 showed significance for the diagnosis of severe liver fibrosis, which, however, did not exceed that of the 
APRI index. Conclusions. In patients with T2D and NAFLD, serum levels of MAP1LC3alpha and BECN-1 are asso-
ciated with severe liver fibrosis.

Key words: diabetes mellitus type 2, non-alcoholic fatty liver disease, liver fibrosis, biomarker, apoptosis, autoph-
agy, transient liver elastograрhy.
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Введение 
Неалкогольная жировая болезнь печени 

(НАЖБП) является одним из наиболее распро-
страненных заболеваний печени. В настоящее 
время продолжается поиск информативных диа-
гностических маркеров, позволяющих выявлять 
фиброз печени при НАЖБП на ранних стадиях, 
и активное изучение патогенеза НАЖБП. В по-
следние годы в механизмах развития данного за-
болевания большую роль отводят процессам ау-
тофагии и апоптоза.

Аутофагия – важный процесс, поддерживаю-
щий клеточный гомеостаз. Ее суть заключается в 
разрушении поврежденных органелл с последу-
ющим повторным использованием высвободив-
шегося пластического материала. Проводится 
изучение роли молекул, вовлеченных в процессы 
аутофагии, в развитии заболеваний печени. Опи-
саны противоположные эффекты данного про-
цесса в отношении фиброгенеза и развития вос-
паления в ткани печени [1]. Существуют работы, 
демонстрирующие протективную роль процессов 
аутофагии в отношении формирования стеатоге-
патита и фиброза печени при НАЖБП [2], однако 
есть сведения и об обратном [3]. Также имеются 
данные о том, что активность процессов ауто-
фагии может меняться в зависимости от стадии 
заболевания печени, в частности НАЖБП [4]. В 

связи с этим молекулы, участвующие в процессе 
аутофагии, рассматриваются как потенциальные 
терапевтические цели, а также диагностические 
маркеры процессов фиброза и воспаления в пе-
чени.

Ряд работ последних лет был посвящен из-
учению роли белка, связанного с аутофагией-5 
(ATG-5), в развитии фиброза печени. Данная мо-
лекула играет важную роль в процессе аутофагии, 
поскольку участвует в формировании аутофаго-
сом. Существуют сведения о возможности приме-
нения ATG-5 в качестве терапевтической цели при 
лечении и профилактике развития фиброза пече-
ни, однако данные исследования проводились на 
мышах или на клеточных культурах [5, 6]. Еще 
одной молекулой, участвующей в формировании 
аутофагосом, является белок, ассоциированный с 
микротрубочками (MAP1LC3alpha) [7]. У мышей 
с индуцированным стеатозом печени наблюдает-
ся снижение экспрессии MAP1LC3alpha [8], од-
нако клиническое значение этого белка остается 
неясным.

Беклин (BECN-1) также играет важную роль в 
регуляции аутофагии, а также координации про-
цессов аутофагии и апоптоза, что достигается 
взаимодействием между BECN-1 и ингибитором 
апоптоза Bcl-2 (BCL-2). Роль обеих молекул в 
развитии заболеваний печени активно изучается 
[9, 10], показана перспективность применения 
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BECN-1 как маркера прогноза возможных исхо-
дов заболеваний печени. Существует ряд работ, 
демонстрирующих значение разных уровней 
экспрессии BECN-1 в тканях печени в развитии 
гепатоцеллюлярной карциномы, в том числе у 
больных циррозом печени [11, 12]. 

Каспаза-3 (CASP3), как и многие другие пред-
ставители данного семейства протеолитических 
ферментов, участвует в процессах апоптоза и 
относится к группе эффекторных каспаз [13]. 
Имеются сведения о том, что CASP3 играет су-
щественную роль в активации фиброгенеза и в 
целом обладает провоспалительным потенциа-
лом при неалкогольном стеатогепатите [14].

Целью работы стало изучение клиническо-
го значения определения уровня белков, во-
влеченных в процессы аутофагии и апопто-
за (MAP1LC3alpha, BECN-1, BCL-2, CASP3 и 
ATG-5), в сыворотке крови у больных сахарным 
диабетом 2 типа (СД2) с НАЖБП. 

Материал и методы 
Исследование являлось одноцентровым, од-

номоментным, поперечным. Включались пациен-
ты с СД2, проходившие лечение в эндокриноло-
гическом отделении клиники НИИ клинической 
и экспериментальной лимфологии – филиала 
ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН 
(НИИКЭЛ – филиал ИЦиГ СО РАН) в 2022–
2023 гг. Критерии включения: возраст от 18 лет, 
диагноз СД2, диагноз НАЖБП, наличие пись-
менного информированного согласия на участие 
в исследовании; критерии исключения: иные диа-
гностированные заболевания печени, в том числе 
вирусные гепатиты В и С, алкогольная болезнь 
печени, гемохроматоз, аутоиммунный гепатит, 
болезнь Вильсона–Коновалова, дефицит альфа-1-
антитрипсина, беременность, терминальная ста-
дия хронической болезни почек, злокачествен-
ные новообразования.

Участникам исследования проводилось 
клиническое обследование, лабораторные, ин-
струментальные исследования в соответствии 
с алгоритмами оказания специализированной 
медицинской помощи больным СД [15]. Оценка 
употребления алкоголя выполнялась при помощи 
опросника AUDIT [16].

Диагноз НАЖБП устанавливался по данным 
УЗИ печени в соответствии с киническими реко-
мендациями Росcийской гастроэнтерологической 
ассоциации [17]. В качестве референсного мето-
да оценки стадии фиброза печени применялась 
фиброэластометрия. Исследование выполня-
лось на аппарате FibroScan 502 Touch (Echosens, 
Франция) в ФГБНУ НИИ нейронаук и медицины 
(г. Новосибирск). Данные фиброэластометрии 

интерпретировались в соответствии со степенью 
фиброза по Metavir с применением референсных 
значений L. Castera [18]. Клинические данные 
не были доступны операторам, выполнявшим 
фиброэластометрию и ИФА уровня маркеров 
фиброза. Исследование одобрено Этическим 
комитетом НИИКЭЛ – филиала ИЦиГ СО РАН 
(протокол № 172 от 28.04.2022).

Биохимические исследования, такие как 
определение активности АлАТ и АсАТ, щелоч-
ной фосфатазы (ЩФ), гамма-глутамилтранспеп-
тидазы (ГГТП), содержания гликированного 
гемоглобина А1с (HbA1c), компонентов липид-
ного спектра, проводили на анализаторе AU-480 
(Beckman-Coulter, Япония) с использованием 
тест-систем компании-производителя. Образцы 
крови для определения биомаркеров брали из 
локтевой вены натощак, полученную сыворотку 
замораживали и хранили при –30 °С до проведе-
ния исследования. Концентрацию CASP-3, MA-
P1LC3alpha, BECN-1, BCL-2 и ATG-5 определяли 
методом ИФА на 8-канальном микропланшетном 
фотометре «Реал Р» («Вектор-Бест-Балтика», 
Россия) с помощью тест-систем фирмы Cloud 
Clone Corp. (Китай) в соответствии с инструкци-
ями фирмы-производителя тест-систем. 

Рассчитывали неинвазивные индексы фибро-
за печени APRI и FIB-4 в соответствии со следу-
ющими формулами [19, 20]:

                                                                            ;

                                                                               .

При изучении литературы не удалось найти 
достаточного объема предварительных данных 
по исследуемой проблеме. В связи с этим ми-
нимальный объем выборки рассчитывался в со-
ответствии с методом К.А. Отдельновой [21]. В 
качестве критического уровня статистической 
значимости было выбрано значение p < 0,05, для 
которого при проведении пилотных исследова-
ний минимальный объем выборки n = 44. 

При проведении статистического анализа 
данных распределение значений количествен-
ных показателей оценивалось на нормальность. 
При характере распределения, отличном от нор-
мального, количественные параметры пред-
ставлены в виде Me [Q1–Q3], где Mе – медиана, 
Q1–Q3 – межквартильный размах; для их срав-
нения в разных группах больных применялся 
критерий Манна–Уитни. Различия считали ста-
тистически значимыми при р < 0,05. Для оценки 
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FIB4 =
Возраст (лет) × активность АсАТ (МЕ/л)

Количество 
тромбоцитов (109/л) × Активность

АлАТ (МЕ/л)
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APRI =
(Верхняя граница нормы АсАТ)

Количество тромбоцитов (109 /л)
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связи количественных показателей применялся 
корреляционный анализ Спирмена. Ассоциация 
двух качественных показателей оценивалась при 
помощи четырехпольных таблиц сопряженности 
с подсчетом отношения шансов (OR) и 95%-го 
доверительного интервала (95 % CI), а также кри-
терия Пирсона. Для оценки чувствительности и 
специфичности сывороточных маркеров в отно-
шении диагностики фиброза печени строились 
ROC-кривые с определением площади под кри-
вой (AUC).

Результаты и их обсуждение
В исследование включено 74 пациента с СД2, 

23 мужчины и 51 женщина, от 18 до 74 лет (меди-
ана – 56 лет). Длительность течения СД с момен-
та постановки диагноза составляла от 1 до 41 года 
(Me 11 лет). Все больные на момент включения в 
исследование получали сахароснижающую тера-
пию: 12 человек – только инсулин, 28 – инсулин и 
пероральные сахароснижающие препараты, 34 – 
только пероральные сахароснижающие препара-
ты. Терапию метформином получали 64 пациента, 
препаратами сульфонилмочевины – 20, ингиби-
торами натрий-глюкозного котраспортера-2 – 18, 
ингибиторами дипептидилпептидазы – 7, анало-

гами глюкагоноподобного пептида-1 – 3. Уровень 
HbA1c варьировал от 5,4 до 13,6 % (Me 8,3 %).

У 7 больных отмечалось избыточная масса 
тела, у остальных – ожирение (n = 67). Спектр 
осложнений и ассоциированных состояний 
включал диабетическую ретинопатию (n = 18), 
хроническую болезнь почек (n = 44), диабетиче-
скую нейропатию (n = 54), артериальную гипер-
тензию (n = 67), ишемическую болезнь сердца 
(n = 17), атеросклероз сосудов нижних конечно-
стей (n = 11), дислипидемию (n = 73).

У 20 больных, включенных в исследование, 
не выявлено признаков фиброза печени по дан-
ным фиброэластометрии. Фиброз 1-й стадии ве-
рифицирован у 16 человек, фиброз 2-й стадии – у 
12, фиброз 3-й стадии – у 7, фиброз 4-й стадии 
– у 19. Между группами больных без выраженно-
го фиброза печени (0-й, 1-й и 2-й стадии) и с вы-
раженным фиброзом (3-й и 4-й стадии) не выяв-
лено достоверных различий по возрасту, индексу 
массы тела (ИМТ), соотношению окружности та-
лии к окружности бедер (ОТ/ОБ), длительности 
СД, уровню HbA1c, липидов и мочевой кислоты 
(табл. 1). Активность АлАТ, АсАТ, ЩФ, ГГПТ, а 
также значения индексов APRI и FIB4 были до-
стоверно больше у больных с фиброзом.

Таблица 1. Клиническая характеристика больных СД2 и НАЖБП с различной выраженностью фиброза 
печени

Table 1. Clinical characteristics of patients with type 2 diabetes and non-alcoholic fatty liver disease depending 
on liver fibrosis

Параметр Больные с выраженным 
фиброзом (n = 26)

Больные без выражен-
ного фиброза (n = 48) р

Возраст, лет 53 [44; 61] 57 [52; 63] 0,12
ИМТ, кг/м2 39,4 [33,8; 49,1] 37,1 [31,9; 44,23] 0,18
ОТ/ОБ 0,9 [0,9; 0,98] 0,98 [0,9; 1,04] 0,26
Длительность СД, годы 8,5 [2,0; 15,0] 12,5 [6,0; 16,0] 0,28
Содержание HbA1c, % 7,9 [7,2; 9,4] 8,3 [6,5; 10,0] 0,76
Содержание общего холестерина, ммоль/л 4,8 [4,15; 5,69] 4,9 [3,8; 6,0] 0,44
Содержание холестерина ЛПНП, ммоль/л 3,1 [2,7; 4,1] 3,3 [2,5; 4,0] 0,8
Содержание холестерина ЛПВП, ммоль/л 1,11 [0,88; 1,36] 1,1 [0,96; 1,31] 0,6
Содержание триглицеридов, ммоль/л 2,4 [1,8; 3,4] 1,8 [1,2; 3,2] 0,17
Содержание мочевой кислоты, мкмоль/л 389 [246; 442] 336 [286; 426] 0,8
рСКФ, мл/мин/1,73 м2 86 [61; 97] 72 [58; 91] 0,24
Активность АлАТ, ЕД/л 52 [24; 102] 27 [17; 45] 0,006
Активность АсАТ АСТ, ЕД/л 45 [27; 97] 25 [19; 36] 0,0002
Активность ЩФ, ЕД/л 90 [75; 144] 72 [62; 91] 0,003
Активность ГГТП, ЕД/л 60 [49; 112] 33 [19; 47] 0,0001
Содержание общего билирубина, мкмоль/л 13,7 [11,0; 21,5] 12,3 [10,2; 18,6] 0,14
APRI 0,53 [0,31; 1,41] 0,23 [0,17; 0,40] 0,0007
FIB4 1,80 [1,03; 3,80] 1,13 [0,84; 1,51] 0,004

Примечание: ЛПНП – липопротеины низкой плотности; ЛПВП – липопротеины высокой плотности; рСКФ – расчетная 
скорость клубочковой фильтрации (по CKD-EPI).
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В сыворотке больных НАЖБП с выражен-
ным фиброзом печени (стадия 3–4) по сравнению 
с больными без выраженного фиброза (стадия 
0–2) было больше содержание MAP1LC3alpha и 
BECN1, а также прослеживалась тенденция к бо-
лее высокому уровню CASP3 (табл. 2). Статисти-
чески значимых различий в концентрации BCL-2 
и ATG-5 не наблюдалось.

При корреляционном анализе наблюдалась 
положительная связь между уровнем BCL-2 и 
BECN-1 (r = 0,55, p < 0,0001). Концентрация MA-
P1LC3alpha и BCL-2 положительно коррелиро-
вала с содержанием ЛПВП (r = 0,36, p = 0,002 и 
r = 0,26, p = 0,003 соответственно) и отрицатель-
но – с уровнем триглицеридов (r = –0,30, p = 0,009 
и r = –0,31, p = 0,007 соответственно). Также от-
мечалась отрицательная зависимость между 
концентрацией MAP1LC3alpha и соотношением 
ОТ/ОБ (r = –0,51, p < 0,0001). Не выявлено кор-
реляций между содержанием исследованных мо-
лекул и возрастом пациентов, ИМТ и уровнем 
HbA1с. 

Анализ ROC-кривых (рисунок, табл. 3) ожи-
даемо продемонстрировал более высокую диа-
гностическую чувствительность традиционно 
применяемых неинвазивных индексов фиброза 
FIB-4 и APRI по сравнению с уровнем исследу-
емых молекул в отношении диагностики выра-
женного фиброза печени. При этом индекс APRI 
превосходил данные молекулы и по специфично-

сти. Определенную диагностическую ценность в 
отношении диагностики выраженного фиброза 
печени продемонстрировали MAP1LC3alpha и 
BECN-1. 

Наше исследование имеет ряд ограничений. 
Его одномоментный дизайн не позволяет одно-
значно судить о причинно-следственных связях 
между признаками. Исследование биомаркеров 
проведено в гетерогенной по клиническим при-
знакам (включая тяжесть и длительность течения 
сочетанных заболеваний, качество гликемичес-
кого контроля) выборке пациентов. Данная раз-
нородность могла оказать определенное влияние 
на уровень исследованных биомаркеров. Относи-
тельно небольшой объем выборки не позволяет 
исключить вероятность того, что некоторые раз-
личия между группами остались невыявленны-
ми. 

Вместе с тем в данной работе впервые про-
ведено сопоставление уровня в сыворотке кро-
ви молекул, вовлеченных в процессы апоптоза и 
аутофагии, с инструментальными и лабораторны-
ми индикаторами фиброза печени у больных СД2 
и НАЖБП. Результаты указывают на ассоциацию 
уровня BECN-1 и MAP1LC3alpha и, возможно 
CASP-3, с выраженностью фиброза печени. Роль 
данных молекул в патогенезе НАЖБП и их воз-
можное прогностическое значение нуждаются в 
дальнейших исследованиях. 

Таблица 2. Уровень молекул, ассоциированных с 
аутофагией и апоптозом, в сыворотке крови у 

больных СД2 и НАЖБП в зависимости от выра-
женности фиброза печени

Table 2. Serum level of molecules associated with au-
tophagy and apoptosis in patients with type 2 diabetes 

and non-alcoholic fatty liver disease depending on 
liver fibrosis

Молекула, 
содержание

Больные с 
выражен-

ным фибро-
зом 

(n = 26)

Больные 
без вы-

раженного 
фиброза 
(n = 48)

р

MAP1LC3alpha, 
нг/мл

3,86 
[3,48; 4,18]

3,48 
[3,33; 3,79] 0,01

BECN-1, нг/мл 4,62 
[4,33; 5,08]

4,37 
[4; 4,46] 0,01

CASP3, нг/мл 8,2 
[11,6; 22,1]

7,5 
[6,36; 9,75] 0,1

BCL-2, нг/мл 3,3 
[2,93; 3,83]

3,6 
[3,15; 3,83] 0,21

ATG-5, нг/мл 14,8 
[11,7; 19,0]

14,8 [11,6; 
22,1] 0,48

ROC-анализ непрямых сывороточных маркеров фи-
броза и молекул, ассоциированных с аутофагией и 
апоптозом, в диагностике выраженного фиброза пе-
чени у больных СД2 и НАЖБП
ROC-analysis of indirect serum markers of fibrosis and 
molecules associated with autophagy and apoptosis in 
patients with type 2 diabetes and non-alcoholic fatty liver 
disease
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Заключение
У больных СД2 с НАЖБП уровень в сыво-

ротке крови молекул, вовлеченных в процес-
сы аутофагии и апоптоза – MAP1LC3alpha и 
BECN-1 – значимо ассоциирован с выраженным 
фиброзом печени (3–4-я стадия по шкале Metavir). 
Диагностическая ценность MAP1LC3alpha и 
BECN-1 в диагностике фиброза печени, однако, 
уступает таковой у традиционно используемых 
непрямых индексов фиброза (APRI, FIB4). Сы-
вороточная концентрация BCL-2 и ATG-5 не по-
казала статистически значимых ассоциаций с вы-
раженностью фиброза печени.
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Фактор Значение Se Sp AUC ± SE 95% CI
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BCL-2 3,26 нг/мл 0,65 0,38 0,570 ± 0,072 0,429 – 0,711
CASP3 8,1 нг/мл 0,60 0,64 0,630 ± 0,071 0,492 – 0,768
ATG-5 16,2 нг/мл 0,52 0,65 0,520 ± 0,078 0,368 - 0,673
APRI 0,38 0,73 0,68 0,782 ± 0,061 0,663 - 0,902
FIB4 1,21 0,73 0,56 0,715 ± 0,068 0,582 – 0,847

Примечание. Представлены результаты ROC-анализа. Se – чувствительность, Sp – специфичность, SE – стандартная 
ошибка среднего.
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