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СПОНТАННАЯ И ИНДУЦИРОВАННАЯ СТРОНЦИЕМ 
ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ДЕФЕНЗИНА

О.В. Долгих1, 2, 3, Н.В. Зайцева1, 2, 3, А.В. Кривцов1, О.А. Бубнова1, 2

1ФБУН «Федеральный научный центр медико-профилактических 

технологий управления рисками здоровью населения», г. Пермь, Россия
2ФГБОУ ВПО «Пермский государственный национальный 
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Проведены исследования по выявлению модифицированной стронцием экспрессии иммунотроп-
ного гена DEF (дефензина). Разработаны методические подходы к оценке индуцированной 
гаптенами экспрессии кандидатных иммунотропных генов, которая обеспечивает возмож-
ность идентификации генетических и прогнозирования иммунных нарушений, ассоциированных 
с воздействием средовых химических факторов. Разработанный методический алгоритм 
включает в себя: выделение специфических клеточных фенотипов, являющихся мишенью по-
ступающих в организм мутагенов (стронция); проведение оценки модифицирующего влияния 
стронция на процесс экспрессии иммунотропных генов как спонтанной, так и индуцированной 
искусственно вводимой разрешающей дозой токсиканта. Определен оптимальный диапазон 
величин индекса экспрессии гена дефензина в условиях экспозиции стронцием.
Ключевые слова: стронций, экспрессия генов, дефензин.

О.V. Dolgikh, N.V. Zaitseva, А.V. Krivtsov, О.А. Bubnova  SPONTANEOUS AND STRONTIUM 
INDUCED GENE DEFENSIN EXPRESSION  Federal Scientific Center for Medical and 

Preventive Health Risk Management Technologies, Perm, Russia; Perm State National Research 

University, Perm, Russia; Perm National Research Polytechnic University, Perm, Russia.

The researches on the detection of strontium modified immunotropic gene DEF (defensin) expression 
have been performed. The methodical approaches have been developed to evaluate hapten induced 
candidate immunotropic gene expression that provides identification of gene disorders and forecasting 
the immune disorders associated with the environmental chemicals. The developed methodical algorithm 
includes: the identification of specific cell phenotypes that are target for mutagens (strontium) entering into 
organism; the evaluation of the strontium modificative effect on immunotropic gene (defensin) expression 
as spontaneous and also artificially induced anaphylaxis-provoking dose of toxicant. The optimal index 
diapason for the gene (defensin) expression under the strontium exposition was defined.
Key words: strontium, gene expression, defensin.

На сегодняшний день отсутствуют методоло-
гии и способы оценки генетических и иммунных 
нарушений, ассоциированных со средовым воз-
действием токсикантов, когда в качестве маркеров 
чувствительности выступают показатели и со-
ответствующие им критерии, характеризующие 
модифицированную воздействием мутагена экс-
прессию патогномоничных генов. В связи с этим 
особую актуальность представляют исследования 
по изучению геномодифицирующего действия 
ксеногенных химических соединений транскрип-
том на процесс экспрессии кандидатных генов 
для задач установления причинно-следственных 
связей между факторами среды обитания и здо-
ровьем населения [1—7].

Цель исследования – разработка методоло-
гии и оценка спонтанной и индуцированной 
стронцием экспрессии иммунотропных генов 
на примере дефензина. 

Материалы и методы. Выполнено диагности-
ческое генетическое обследование двух групп 
взрослого населения (51 человек) на территории 
стронциевой геохимической провинции и вне ее, 
которые имели различную степень контаминации 

биосред стронцием. Группы были однородны по 
возрасту, соматической заболеваемости, этниче-
ской принадлежности.

Определение стронция в биосредах осущест-
вляли методом масс-спектрометрии с индуктивно 
связанной плазмой. 

Исследования по оценке специфической экс-
прессии генов проводили на основании методи-
ческих рекомендаций «Определение генетической 
экспрессии, отражающей воздействие химических 
факторов среды», разработанных Федеральным 
научным центром медико-профилактических тех-
нологий управления рисками здоровью населения 
и утвержденных Управлением Роспотребнадзора 
по Пермскому краю.

Анализируемым биосубстратом для гене-
тических исследований являлись лимфоциты. 
Методом иммуномагнитной сепарации на сортере 
autoMACS Pro выделялись (сепарировались) 
иммунокомпетентные клетки кластеров CD4+, 
CD8+, CD16+, экспрессирующие дефензин.

Выбор дефензина в качестве кандидатного 
гена основывался на его роли как регуляторного 
иммунотропного гена. Дефензин является не только 
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хемотаксическим фактором, но и связывающим 
пептидом для факторов главного комплекса ги-
стосовместимости. Минорность его экспрессии 
иммунокомптентными клетками делает использо-
вание дефензина оптимальным в идентификации 
особенностей транскриптомного процессинга. В 
качестве эндогенного внутреннего контроля, от-
носительно которого проводили нормализацию 
продуктов амплификации исследуемых генов, 
были выбраны гены GAPDH (глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназа) и бета-актин.

ПЦР с праймерами к генам дефензина (DEF), 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH), 
бета-актина проводили в реакционной смеси с 
конечным объемом 50 мкл. Для амплификации к 
ДНК использовали последовательности специфи-
ческих праймеров для бета-актина, GAPDH. 

Праймеры были подобраны на основе зон-
да TaqMan для мультиплексной ПЦР. Уровень 
флюоресценции оценивали в режиме реального 
времени на детектирующем амплификаторе CFX-
96. Расчет уровня относительной экспрессии 
проводили на программном обеспечении CFX 
Manager. 

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программ Statistica v7.1. Для обнару-
жения различий между группами применяли 
непараметрический критерий Манна-Уитни 
(U-тест). Для оценки связи между экспрессиями 
анализуруемого гена рассчитывали коэффициент 
ранговой корреляции Спирмана. Статистически 
достоверными различия принимали при уровне 
значимости p<0,05.

Результаты исследования. В результате про-
веденных исследований разработана методика 

изучения индуцированной экспрессии, вклю-
чающей в себя последовательность стандартных 
и дополнительных процедур. 

На первом этапе проводили сортировку (вы-
деление) из цельной крови субпопуляции клеток 
лимфоцитов с маркером-мишенью методом им-
муномагнитной сепарации на клеточном сортере 
и осуществляли их идентификацию методом 
проточной цитофлюориметрии на цитометре. 
Чистота выделенных клеток была подтверждена 
методом проточной цитофлюориметрии и соста-
вила более 90 %. Устанавливали и стандартизовали 
содержание клеток-мишеней в пробе крови.

На втором этапе осуществлялась индуциро-
ванная экспрессия кандидатного гена, которая 
вызывалась пороговой концентрацией токсиканта 
(10 мг/л). 

На третьем этапе проводили стандартные 
процедуры изучения экспрессии: выделение 
общей РНК; обратную транскрипцию мРНК в 
кДНК; амлификацию кДНК с подготовленными 
праймерами и зондами; расчет относительной 
экспрессии маркерного гена и ее статистический 
анализ. 

Состояние специфической индуцибельности 
гена оценивали по величине и направлению из-
менчивости экспрессии дефензина, вызванной 
экспозицией стронцием ex vivo, по отношению 
к спонтанной экспрессии с учетом его базовой 
экспозиции (содержание стронция в крови). 
Рассчитали индекс экспрессии, который ра-
вен отношению индуцированной экспрессии 
к спонтанной, по которому судили о наличии 
иммуногенетических нарушений у пациента, свя-
занных с воздействием мутагена (за спонтанную 

Таблица. Характеристика индекса экспрессии гена дефензина альфа 
у пациентов с уровнем содержания стронция в крови, превышающим 

региональный фоновый (0,024±0,007 мг/дм3) в 1,5 раза и более

Возраст 

пациента

Экспрессия

Содержание 

CD8
+

, %

Концентрация 

стронция в крови, 

мкг/мл
спонтанная

индуцированная 

стронцием

индекс 

экспрессии*

47 0,0093 0,422 45,4 40 0,121

45 0,0174 0,291 16,7 38 0,124

49 0,0622 0,2349 3,8 35 0,123

46 0,0104 0,007 0,67 17 0,0605

49 0,603 0,359 0,60 14 0,0862

41 0,1285 0,085 0,66 21 0,0553

Норма 0,7—3,0 28±4, 7 0,024±0,007

* Значения индексов экспрессии достоверно отличались от аналогичных данных в группе пациентов с уровнем содержания 

стронция в крови ниже фонового (р<0,05)
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А экспрессию принимают уровень, относящийся 
к контрольной пробе, а за индуцированную 
экспрессию – уровень, относящийся к пробе, в 
которую введен мутаген).

Данные, полученные в ходе испытаний, при-
ведены в таблице 1. 

В таблице приведены значения индекса экс-
прессии гена дефензина альфа для пациентов, 
проживающих на территории стронциевой гео-
химической провинции, в крови которых кон-
центрация стронция превышала региональный 
фоновый показатель более чем в 1,5 раза. Причем 
приведенные значения спонтанной и индуци-
рованной экспрессии и предлагаемого индекса 
достоверно отличались от аналогичных данных в 
группе пациентов, проживающих на территории 
вне экспозиции стронцием (р<0,05). 

Данные, полученные у пациентов с высоким 
уровнем стронция в крови в биопробах, пока-
зали либо повышение индекса экспрессии гена 
дефензина альфа после инкубации со стронцием 
более 3, либо его снижение в аналогичных био-
пробах менее 0,7. 

Кроме того, у пациентов с высоким уровнем 
стронция в крови и повышенным уровнем экс-
прессии дефензина альфа CD8+ клетками было 
повышено содержание CD8+ Т-лимфоцитов в 
крови, в то время как у пациентов с высоким 
уровнем стронция и сниженным уровнем экс-
прессии дефензима CD8+ клетками наблюдалось 
снижение содержания CD8+ Т-лимфоцитов в 
крови, что указывает на наличие и направленность 
иммунных нарушений у этих пациентов. 

Таким образом, при индексе меньше 0,7 у па-
циентов диагностировали угнетение экспрессии, 
а при индексе более 3 – увеличение экспрессии 
с развитием либо иммунодефицитного, либо 
иммуноагрессивного состояния при условии 
одновременного обнаружения превышения со-
держания стронция в крови более чем в 1,5 раза 
по сравнению с фоновым.

Выводы. Результаты исследования выяви-
ли, что чем выше обусловленное средовым (с 
питьевой водой) поступлением содержание 
мутагена над референтной концентрацией, тем 
значительнее его модифицирующее действие 
на процесс экспрессии защитных белков. 

Таким образом, внесение фиксированной 
пороговой концентрации токсиканта ex vivo 
позволяет выявить модифицирующее влияние 
адресной индукции стронцием на генетический 
аппарат клетки. То есть имеющаяся хроническая 
экспозиция токсиканта формирует мутагенный 

(эпигеномный) эффект, который реализуется в 
условиях поступления разрешающего количества 
негативного фактора. 

Разработанные методические подходы предна-
значены для ранней диагностики формирования 
генетически опосредованных нарушений здоровья 
у лиц, проживающих в условиях воздействия 
стронция.
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