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Использование современных диагностических иммунологических и молекуляр-
но-генетических технологий, в частности ПЦР, позволяет провести объективную и дос-
товерную оценку иммунного ответа и полиморфизма генов у населения в условиях по-
вышенной внешнесредовой химической нагрузки. Нарушения здоровья, обусловлен-
ные факторами водной среды, измененной продуктами хлорирования, диктуют целесо-
образность научно-исследовательских работ по определению индивидуальной чувстви-
тельности организма к действию хлорорганических соединений и функционального 
состояния систем генетической и иммунной регуляции гомеостаза.  

Цель работы – анализ изменения иммунологических и генетических марке-
ров у детского населения в условиях контаминации водной среды хлороформом 
(на примере Пермского края). 

Материалы и методы. Выполнено комплексное обследование 89 детей 
в возрасте от 3 до 7 лет, которые постоянно проживают и посещают детские сады 
на территории Пермского края, где отмечается повышенное содержание хлорофор-
ма в питьевой воде. Группу сравнения составили 46 детей, проживающие на эколо-
гически благополучной территории. Группы были сопоставимы по соматической 
заболеваемости и этнической принадлежности. 

Исследования биосред (кровь) на содержание хлорорганических углеводоро-
дов (хлороформ) выполнялось методом анализа равновесной паровой фазы на газо-
вом хроматографе «Кристалл-5000» с капиллярной колонкой DB-624 и селектив-
ным детектором электронного захвата (ДЭЗ) в соответствии с методическими ука-
заниями МУК 4.1.2115-06. Фенотипирование лимфоцитов проводили на проточном 
цитометре FACSCalibur фирмы «Becton Dickinson» с использованием универсаль-
ной программы CellQuestPrO. Определение популяций и субпопуляций лимфоцитов 
(CD3+, CD4+, CD25+, CD95+) осуществляли методом мембранной иммунофлюо-
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ресценции с использованием панели меченых моноклональных антител к мембран-
ным CD-рецепторам («Becton Dickinson», USA), при этом регистрировали суммарно 
не менее 10 000 событий.  

Маркеры пролиферативных реакций (СА 72-4, СА 19-9) определялись с по-
мощью иммуноферментного анализа на анализаторе «Elx808IU».  

Cпецифические к хлороформу IgG определяли методом модифицированного 
конкурентного иммуноферментного анализа на анализаторе «Elx808IU» (США) 
согласно МР 111-14/55-04-02 [3]. 

Материал для ПЦР получали с помощью взятия мазков со слизистой оболочки 
ротоглотки. Для определения генотипов использовали вариант ПЦР в режиме реально-
го времени и метод аллельной дискриминации, когда различия между гетерозиготами, 
гомозиготами дикого и минорного вариантов устанавливали по различиям в протека-
нии реакций амплификации соответствующих праймеров. Проведено изучение поли-
морфизма генов детоксикации: CYP1A1 (цитохром), GSTA4 (глутатионтрансфераза), 
SOD2 (супероксиддисмутаза), ZMPSTE24 (цинк-металлопептидаза), TERT (теломера-
за), ММР9 (металлопротеиназа). 

Статистический анализ осуществлялся с использованием пакета программ 
Microsoft Office и дополнительной программы Statistica 6.0. Достоверность разли-
чий между группами считали значимыми при р < 0,05. 

Обработка данных по генотипированию проводилась с использованием уни-
фицированной программы «Ген Эксперт». Данная программа служит для расчета 
статистических параметров для исследований «случай–контроль», использующих 
SNP (диагностику однонуклеотидных полиморфизмов). Применялись статистиче-
ские методы для описания равновесия частот генотипов и аллелей генов по равно-
весию Харди–Вайнберга. 

Результаты и их обсуждение. Средние концентрации хлороформа в пробах 
воды исследуемой территории превосходили примерно в 2,5 раза аналогичные в про-
бах воды территории сравнения (p < 0,05). Проведенное химико-аналитическое ис-
следование выявило повышенные уровни хлороформа в биосредах обследуемых де-
тей – в 2,0 раза выше, чем в крови детей территории сравнения. 

Установлен достоверно повышенный относительно референтных значений 
уровень специфической сенсибилизации к хлороформу по критерию IgG у 41,8 % 
детей, с достоверным различием от нормальных значений. 

Анализ отношения шансов изменения маркеров специфической сенсибилизации 
при возрастании концентрации контаминантов в биологических средах позволил уста-
новить достоверное (p < 0,05) повышение концентрации IgG к хлороформу при увели-
чении концентрации четыреххлористого углерода в крови (R2 = 0,50 при p < 0,05). 

Повышенный уровень фетальных белков зафиксирован в сыворотке крови 2,2 % 
детей – СА 199 и у 3,2 % детей – СА 724, проживающих на территории наблюдения. 
Причем отклонения показателей СА 199 по отношению к группе сравнения были дос-
товерными (p < 0,05).  

Наблюдаются достоверные отклонения показателей CD-иммунограммы 
в сравнении с референтным уровнем – снижение активационного маркера CD25+, 
а также CD95+ (у 26,7 – 63,3 % детей). Результаты моделирования отношения шансов 
изменения иммунологических тестов при возрастании концентрации контаминантов 
в биологических средах позволило установить достоверное (p < 0,05) понижение 
CD4+, CD25+, CD95+ при увеличении концентрации хлороформа (R2 = 0,68–0,87 
при p < 0,05). 
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В процессе генетического анализа исследовали полиморфизм генов ферментов 
1-й и 2-й фазы детоксикации ксенобиотиков – как одних из важнейших маркеров в из-
мененных условиях среды обитания (таблица). Ген цитохрома Р-450 CYP1A1 обеспе-
чивает метаболизм 1-й фазы детоксикации и промежуточный обмен многих эндоген-
ных метаболитов; ген GSTA4 играет ключевую роль в обезвреживании продуктов пе-
рекисного окисления липидов. В результате была выявлена достоверно повышенная 
(p < 0,05) в 3,0 раза распространенность патологического аллеля гена цитохрома, а так-
же в 4,0 раза – гетерозиготного генотипа гена глутатион-S-трансферазы у обследуемых 
детей относительно группы сравнения. Аллельный полиморфизм гена металлопротеи-
назы (ММР9) характеризуется наличием достоверных различий группы наблюдения 
с группой сравнения (повышение распространенности мутантного аллеля ММР9  
в 2,5 раза). Повышены распространенность вариантного гомозиготного генотипа гена 
SOD2 и гетерозиготного варианта гена теломеразы TERT по отношению к группе срав-
нения. Причем наблюдается достоверная взаимосвязь содержания ключевых фермен-
тов и ответственных за них кандидатных генов (p < 0,05). 

Особенности генетического полиморфизма у детей,  
потребляющих воду с повышенным содержанием хлороформа (%) 

Ген Генотип 
Группа сравнения 

(n = 46) 
Группа наблюдения 

(n = 89) 
АА 96 88 
GА 4 12 
GG 0 0 
A 98 94 

CYP1A1 

G 2 6 
CC 72 44 
GC 28 47 
GG 0 9 
С 86 67 

MMP9 

G 14 33 
CC 48 3 
CG 28 97 
GG 24 0 
C 62 52 

TERT 

G 38 48 
TT 88 78 
TC 4 16 
CC 8 6 
T 90 86 

GSTA4 

C 10 14 
CC 52 47 
CA 28 28 
AA 20 25 
C 66 61 

SOD2 

A 34 39 
TT 84 81 
TC 16 13 
CC 0 6 
T 92 88 

ZMPSTE 

C 8 12 



Р А З Д Е Л  VI.  СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ НАРУШЕНИЙ ЗДОРОВЬЯ 

 

 500 

Выводы. Проведенное обследование детского контингента, проживающего 
в условиях контаминации питьевой воды хлороформом, выявило повышение экс-
прессии онкопролиферативных белков (СА 72-4, СА 19-9) и специфической чувст-
вительности к компонентам факторной нагрузки (повышение содержания IgG к 
хлороформу), а также генетические нарушения детоксикации контаминантов, ассо-
циированные с полиморфизмом генов детоксикации и оксигенации CYP1A1 (цито-
хром), GSTA4 (глутатионтрансфераза), SOD2 (супероксиддисмутаза), ZMPSTE24 
(цинк-металлопептидаза), TERT (теломераза), ММР9 (металлопротеиназа), харак-
теризующих специфические различия между анализируемыми группами.  
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