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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.
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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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Введение. Сохранение здоровья детско-
го населения является важнейшей задачей 
в условиях постоянно нарастающего техноген-
ного изменения среды обитания. Мониторинг 
показателей функционирования иммунной 
системы позволяет адекватно и своевременно 
оценить адаптивный резерв и  устойчивость 
организма в  связи со  спецификой окружаю-
щего воздействия [1–5].

Цель работы – оценить иммунные маркер-
ные показатели и  апоптоз у  детского населе-
ния, проживающего в  условиях загрязнения 
питьевой воды хлороформом.

Были обследованы 89 детей в возрасте от 3 
до  7 лет, которые потребляют воду с  повы-
шенным содержанием хлороформа. В  группу 
сравнения вошли 46 детей с  благополучной 
по данному показателю территории.

Содержание хлороформа в воде и биосредах 
детей определяли с помощью газовой хромато-
графии. Концентрацию IgE общего и  фактора 
некроза опухоли (TNFальфа)  – иммунофер-
ментным анализом. Для определения специфи-
ческих антител IgG к  хлороформу применяли 
модифицированный метод аллергосорбентно-
го тестирования. Фенотипирование лимфоци-
тов, экспрессирующих молекулы, участвующие 
в  процессе апоптоза: рецептор к  TNFальфа 
(TNFRI+) и транскрипционный белок р53, осу-
ществляли с помощью проточной цитометрии 
методом мембранной иммунофлюоресцен-
ции с использованием меченых моноклональ-
ных антител, при этом суммарно регистрируя 
не менее 10000 событий. Интенсивность апоп-
тоза изучали по  экспрессии на  мембране кле-
ток фосфатидилсерина с  помощью меченого 

аннексина V (Annexin V-FITC) и  фрагменти-
рованной ДНК с  помощью красителя 7-AAD 
(7-amino-actinomycin D).

Статистическую обработку результатов 
проводили с  помощью описательной стати-
стики и t-критерия Стьюдента. Различия счи-
тались достоверными при р<0,05.

Результаты исследования. Анализ каче-
ственного состава воды источников хозяйст-
вен но-бытового водоснабжения на территории 
наблюдения выявил несоответствие установ-
ленным гигиеническим нормативам по  хло-
роформу (до 0,59 мг/дм 3 при ПДК 0,2 мг/ дм 3). 
Исследование образцов крови детей обсле-
дованной группы показало присутствие хло-
роформа, в  2 раза превышающее показате-
ли в  группе сравнения (0,0008±0,0002  мг/ см 3 
и 0,0004±0,0001 мг/см 3 соответственно).

При этом у 33,3% обследованных детей по-
казано значительное повышение уровня об-
щей сенсибилизации, кратность превышения 
составила в  2,5 раза относительно физиоло-
гической нормы (109,395±40,716 МЕ/дм 3 при 
норме <50,0 МЕ/дм 3, p<0,05) при отсутствии 
достоверных отклонений от  группы сравне-
ния. Одновременно в 41,8% случаев зафикси-
ровано превышение референтного интервала 
по  содержанию специфических IgG к  хлоро-
форму, в  среднем в  2,6 раза (0,125±0,038 у. е. 
при норме <0,06 у. е., p<0,05).

Параметры CD-иммунограммы (таблица) 
находились в пределах референтного диапазо-
на за исключением снижения активационного 
маркера CD95 у  63,3% обследованных детей, 
а  также CD25 у  26,7% группы наблюдения 
(p<0,05).

Таблица. Изменение маркеров апоптоза и иммунной регуляции у детей в условиях загрязнения питьевой воды 
хлороформом

Показатель Группа сравнения Группа наблюдения 
CD3+CD25+-лимфоциты, 109/дм 3 0,176±0,057 0,126±0,016*/**
CD3+CD25+-лимфоциты,% 6,857±1,559 4,933±0,459*
CD3+CD95+-лимфоциты, 109/дм 3 0,557±0,108 0,366±0,047*/**
CD3+CD95+-лимфоциты,% 16,714±1,295 14,4±0,54*
Annexin V-FITC+7AAD+,% 10,323±0,412 8,733±0,755**
Annexin V-FITC+7AAD–,% 2,073±0,517 1,949±0,307
TNFальфа, пг/см 3 1,417±1,757 2,179±0,195
TNFRI+,% 0,866±0,282 0,392±0,13*/**
p53,% 1,413±0,552 0,585±0,126*/**

Примечание: * – разница достоверна относительно референтного интервала (р<0,05); ** – разница достоверна от-
носительно группы сравнения (р<0,05).
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Достоверное уменьшение абсолютного ко-
личества CD95+- и  CD25+-лимфоцитов в  1,4 
и  1,2 раза соответственно также отмечено 
по отношению к группе сравнения.

Изучение особенностей регуляции апоп-
тоза у  обследованных детей показало нега-
тивные тенденции, связанные с  нарушением 
процесса его запуска как через Fas-рецептор 
(СD95), так и  рецептор TNFRI, достоверно 
сниженная экспрессия которого относительно 
референтного диапазона наблюдалась у 93,3% 
детей. Достоверные различия в продукции ли-
ганда TNFальфа отсутствовали. В то же время 
отмечено значительное уменьшение клеток, 
экспрессирующих маркер р53, обладающий 
проапоптотической активностью, в  среднем 
в 2,4 раза относительно показателей в группе 
сравнения (р<0,05).

Количество Annexin V-FITC+7AAD+ кле-
ток относительно контрольных параметров 
было снижено в  1,2 раза (р<0,05), влияние 
на Annexin V-FITC+7AAD– клетки проявилось 
только в виде тенденции.

Таким образом, анализ иммунологических 
показателей и  маркеров апоптоза у  детей, 
проживающих на территории с повышенным 
содержанием хлороформа в  питьевой воде, 
выявил увеличение уровня общей и специфи-
ческой к  хлороформу сенсибилизации орга-
низма, угнетение Т-клеточных рецепторов, 

а  также снижение интенсивности апоптоза, 
связанного с  нарушением процесса его запу-
ска и регуляции.
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PECULIARITIES OF IMMUNE CHENGES END MARCERS 

OF APOPTOSIS IN CHILDREN ANDER CHLOROPHORM 

CONTAMINATION OF DRINKING WATER

Dolgikh O. V., Starkova K. G., Dianova D. G., 

Vdovina N. A., Luchnikova V. A.

Features of immune changes and regulation of apoptosis in children under high concentrations of 
chloroform in drinking water are determined by increasing content of total IgE and IgG specifi c to chlo-
roform, reduced expression of CD25 and CD95 T-cell receptors, decrease in apoptosis intensity associated 
apparently with dysregulation of run process via TNFRI and Fas-receptor, as well as of controlling func-
tion of p53 protein.
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