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Введение. Иммунная система является клю-
чевым компонентом обеспечения адаптивно-
сти организма в  измененных условиях среды 
обитания, при этом генетические особенности 
приоритетных иммунорегуляторных белков, 
могут служить важным показателем идентифи-
кации и  прогнозирования состояния иммун-
ной реактивности. Использование инноваци-
онных подходов в генотипировании, таких как 
секвенирование, обеспечивает высокий мето-
дический уровень и корректность полученных 
результатов [1-5].

Цель работы  – дать оценку особенностям 
генетического полиморфизма методом тар-
гетного секвенирования на жидкостных био-
чипах в условиях экспозиции стронцием.

Материалы и методы. Обследовано детское 
население (50 детей в возрасте от 3 до 11 лет) 
и  взрослое население (36 человек), средний 
возраст 35,9±6,6, постоянно потребляющие 
питьевую воду несоответствующего качества 
по  содержанию стронция. Группу сравнения 
составили 53 ребенка и 38 человек взрослого 
населения из «условно чистого» района. Груп-
пы были сопоставимы по  возрасту, полу, со-
матической заболеваемости и этносу.

ДНК человека выделяли из  крови с  помо-
щью сорбентной технологии. Для исследования 
полиморфных вариантов в изучаемых генах ис-
пользовали методику секвенирования (секвена-
тор Roche (454) Genome Sequencer, Швейцария) 
и ПЦР (термоциклер CFX96 «Биорад», США), 
в  основе которой лежит реакция амплифика-
ции и детекция продуктов этой реакции в ре-
жиме реального времени с помощью флюорес-
центных меток. Секвенирование проводилось 
методом таргетного ресеквенирования на жид-
костных биочипах с  отбором генов на  этапе 
LM-ПЦР, когда в исходной библиотеке ампли-
фицируются определенные последователь-
ности. Библиотека зондов была подготовлена 
заранее по 27 интересующим нас генам и вклю-
чала в  себе около 2 млн. олигонуклеотидных 
зондов, комплементарных интересующим нас 
областям. Проведено изучение полиморфизма 
генов CYP1A2, IL17F, IL17D, IL17C, IL17B, TLR4, 
TERT, FAS, FOXP3, TP53, HLADRB1, MTHFR, 
GSTA, SULT1A1, NR3C1, VEGF, ZMPSTE, ESR1, 
ANKK1. Обработка данных по  генотипирова-
нию проводилась с использованием унифици-
рованной программы «Ген Эксперт». Данная 
программа служит для расчета статистических 
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параметров исследований “случай-контроль”, 
использующих SNP (однонуклеотидные по-
лиморфизмы). Для выбора критериев оценки 
значимости межгрупповых различий исполь-
зовали непараметрический U-кри терий Ман на-
Уитни. Зависимости между признаками оцени-
вали методом кор реляционно-регрессион ного 
анализа. Достоверными считались различия 
между группами при р<0,05. Определение ме-
таллов в биосредах детей исследовали методом 
масс-спектрометрии с  индуктивно связанной 
плазмой.

Результаты исследования. При исследова-
нии качества воды хозяйственно-питьевого 
водоснабжения на  обследуемой территории 
показано превышение установленных норма-
тивов по стронцию на уровне 1,3 ПДК, а отно-
сительно показателей территории сравнения 
в 6 раз. В крови взрослых и детей обнаружено 
превышение концентрации стронция в  3,5-
4,0 раза соответственно относительно группы 
сравнения.

Оценка вариабельности генов с  использо-
ванием результатов сиквенса выявила разли-
чия в полиморфизмах по более чем двумстам 
точкам у  каждого отдельного индивидуума. 
Оказалось, что значительный уровень поли-
морфизма выявлен в системе генов детоксика-
ции и иммунорегуляции, причем наибольший 
полиморфизм свойственен генам сульфо-
трансферазе 1А1 (SULT1A1), HLADRB1, FAS, 
FOXP3. При этом выявлена достоверная зави-
симость количества мутаций от концентрации 
стронция в  крови (R2=0,59; p=0,00016), кото-
рое возрастало в среднем с 210 нуклеотидных 
замен в группе сравнения до 226 в группе на-
блюдения. По  результатам секвенирования 

проведенного на  ограниченном контингенте 
(10 человек) выполнен анализ на  полиморф-
ность кандидатных генов методом ПЦР для 
всей выборки (таблица).

Результаты генетического анализа поли-
морфизма генов выявили следующие нару-
шения: у  детей-дошкольников по  критерию 
распространенности минорного аллеля генов 
сульфтрансаминазы SULT1A1 и  метиленте-
трагидрофолатредуктазы MTHFR, васкуляр-
ного эндотелиального фактора роста (VEGF), 
гена дофаминового рецептора ANKK1, супе-
роксиддисмутазы SOD2, ген фактора некро-
за опухоли (ТNF); у  школьников критерию 
распространенности минорного аллеля генов 
глюкокортикоидного рецептора NR3C1, ре-
цептора FOXP3, отвечающего за адекватность 
иммунных реакций, васкулярного эндотели-
ального фактора роста (VEGF); у  взрослых 
по критерию распространенности минорного 
аллеля генов эстрогенового рецептора ESR1 
и цинкметаллопептидазы ZMPSTE, васкуляр-
ного эндотелиального фактора роста (VEGF), 
гена дофаминового рецептора ANKK1, гена 
толл-подобного рецептора (TLR4) и  гена 
транскрипционного фактора FOXP3.

Таким образом, полученные данные по-
зволяют рекомендовать использовать осо-
бенности методологии генотипирования 
нуклеотидных замен, заключающиеся в алго-
ритмической последовательности проведения 
сиквенса и  ПЦР-типирования кандидатных 
генов. Результаты анализа полиморфизма 
генов в  условиях повышенной экспозиции 
стронцием указывают на  избыточную вариа-
бельность генов CYP1A2, TLR4, FAS, FOXP3, 
TP53, HLADRB1, MTHFR, GSTA, SULT1A1, от-

Таблица. Изменение распространенности вариантных аллелей генов у  населения в  условиях воздействия 
стронция (%)

Ген (ОНП) Генотип/аллель Группа наблюдения Группа сравнения

FAS 

CC 53 58
TC 40 42
TT 7* 0
C 73 79
T 27 21

FoxP3

TT 74 80 
TC 11 20
CC 15* 0
T 79 90
C 21* 10

Примечание: * – разница достоверна относительно группы сравнения (р<0,05)
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вечающих за  особенности иммунорегуляции 
и детоксикации.
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PECULIARITIS OF THE DETECTION OF GENETIC POLIMORPHISM 

BY MEANS OF TARGET SEQUENCING ON LIQUID BIOCHIPS 

UNDER CONDITIONS OF STRONCIUM EXPOSURE

Dolgikh O. V., Zaitseva N. V., Krivtsov A. V., Bubnova O. A.

27 human genes were studied and their structure was decoded by means of target sequencing method. 
Th e special liquid biochip was developed which allows to unify the studies and to compare the received 
data to the reference sequence and individuals’ data to each other. Diff erences in polymorphisms were 
found in over two hundred points in every single individual. Th e assessment of genes’ variability using 
the sequence results and PCR allowed detecting the predominant polymorphism of the following genes: 
CYP1A2, TLR4, FAS, FOXP3, TP53, HLADRB1, MTHFR, GSTA, SULT1A1 which are responsible for the 
peculiarities of immunoregulation and detoxication.

Key words: immunoregulation genes, sequencing, strontium

ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ ИММУННЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
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ХЛОРОФОРМОМ
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Особенности изменения иммунных показателей и регуляции апоптоза у детей в усло-
виях повышенной концентрации в питьевой воде хлороформа определяются увеличением 
содержания IgЕ общего и специфического IgG к хлороформу, угнетением экспрессии CD25 
и CD95 Т-клеточных рецепторов, снижением интенсивности процесса апоптоза, ассоции-
рованного с нарушением процессов его запуска через TNFRI и Fas-рецептор, а также кон-
тролирующей функции белка р53.
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