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Резюме

Цель исследования — оценить уровень транскрипционной активности генов Gstt1 и Gstm1 в печени крыс при длитель-
ном воздействии акриламида на фоне профилактической коррекции комплексными соединениями оксиметилурацила.

Материалы и методы. Эксперимент проводили на аутбредных крысах мужского пола при пероральном введении 
акриламида в дозе 5 мг/кг и комплексных соединений оксиметилурацила с аскорбиновой кислотой, с сукцинатом натрия 
и с ацетилцистеином в профилактическом режиме в течение трех месяцев. Исследование транскрипции генов в пробах 
ткани печени проводили методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени с применением олиго-
нуклеотидных специфичных праймеров и интеркалирующего красителя SYBR Green. В роли референтного применяли 
ген Gapdh. При статистическом анализе результатов использовали пакет прикладных программ «IBM SPSS Statistics 21».

Результаты. В нашем исследовании экспрессия генов Gstm1 и Gstt1 через 1,5 месяца под воздействием акриламида 
в образцах ткани печени животных снизилась. Введение профилактических препаратов способствовало повышению 
ее уровня: в большей степени комплексное соединение ОМУ с сукцинатом натрия, что было статистически значимо, 
и в меньшей степени комплексные соединения ОМУ с аскорбиновой кислотой и с ацетилцистеином.

Через 3 месяца различия между группами были менее заметными по данным генам.

Заключение. При длительном воздействии акриламида наиболее существенные изменения в экспрессии генов 
в ткани печени крыс наблюдались на сроке 1,5 месяца, по сравнению с данными в конце эксперимента. На этом же 
сроке исследования комплексные соединения окиметилурацила оказывают определенное корректирующее действие 
на транскрипционную активность как гена Gstt1, так и гена Gstm1. Для окончательного суждения о защитных свой ствах 
изучаемых комплексных соединений необходимы дальнейшие исследования с анализом изменений других показателей 
состояния здоровья лабораторных животных.

Ключевые слова: акриламид, хроническое воздействие, коррекция, комплексные соединения оксиметилурацила, 
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Summary

The purpose of the study was to assess the level of transcriptional activity of the Gstt1 and Gstm1 genes in the liver of rats 
under long-term exposure to acrylamide against the background of preventive correction with hydroxymethyluracil complex 
compounds.

Materials and methods. The experiment was carried out on outbred male rats with oral administration of acrylamide at 
a dose of 5 mg/kg and complex compounds of hydroxymethyluracil with ascorbic acid, sodium succinate and acetylcysteine 
in a prophylactic regimen for three months. The study of gene transcription in liver tissue samples was carried out using 
real-time polymerase chain reaction using oligonucleotide specifi c primers and the intercalating dye SYBR Green. The Gapdh 
gene was used as a reference gene. For statistical analysis of the results, the IBM SPSS Statistics 21 application package was used.

Results. In our study, the expression of the Gstm1 and Gstt1 genes decreased after 1.5 months of exposure to acrylamide in 
animal liver tissue samples. The introduction of prophylactic drugs contributed to an increase in its level: to a greater extent, 
a complex compound of WMU with sodium succinate, which was statistically signifi cant, and to a lesser extent, complex 
compounds of WMU with ascorbic acid and acetylcysteine.

After 3 months, diff erences between groups were less noticeable for these genes.

Conclusion. With long-term exposure to acrylamide, the most signifi cant changes in gene expression in rat liver tissue were 
observed at 1.5 months, compared with data at the end of the experiment. At the same period of the study, complex com-
pounds of oxymethyluracil have a certain corrective eff ect on the transcriptional activity of both the Gstt1 gene and the Gstm1 
gene. To make a fi nal judgment about the protective properties of the complex compounds being studied, further research 
is needed to analyze changes in other indicators of the health status of laboratory animals.

Keywords: acrylamide, chronic exposure, correction, hydroxymethyluracil complex compounds, expression, Gstt1 gene, Gstm1 
gene, liver, experiment
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Введение

В настоящее время акриламид признан во всем 
мире одним из значимым загрязнителем окружаю-
щей среды. В качестве мономера он широко исполь-
зуется в производстве пластмасс, бумаги, красите-
лей, клейких лент, упаковки пищевых продуктов, 
а также при очистке сточных вод, в лабораторных 
целях и т. д. [1]. Помимо этого, акриламид является 
пищевым загрязнителем и образуется в продуктах, 
богатых углеводами, при их термической обработке 
свыше 120 °C [2]. Он был обнаружен в сигаретном 
дыме [3] и различных часто употребляемых про-
дуктах и напитках, особенно в хлебе, картофель-
ных чипсах, кофе и др. [4–7].

Многочисленные исследования доказали, что 
акриламид вызывает генотоксические, нейроток-
сические, гепатотоксические, нефротоксические 
эффекты наряду с канцерогенной токсичностью 
и влиянием на репродуктивную систему и пост-
натальное развитие у грызунов [8–18].

Попав в  организм через пищеварительный 
тракт, дыхательную систему или кожу, акрила-
мид трансформируется ферментативной реакцией 
с участием цитохрома P450 2E1 в более токсичный 
метаболит – глицидамид [19, 20], который широко 
распределяется в тканях [21–24]. Вовлекаясь в ре-
акцию сцепления с восстановленным глутатионом, 
оба токсиканта образуют конъюгаты глутатиона, 
которые выводятся с мочой [25].

Печень является важным звеном в процессе де-
токсикации ксенобиотиков, загрязнителей окру-
жающей среды и химических веществ, обладая 
при этом, повышенной чувствительностью к ним 
[26, 27, 28].

Таким образом, воздействие акриламида на ор-
ганизм неизбежно и необходимо определение его 
токсического действия, механизмов и связанные 
с ними последствий, а также поиск терапевтиче-
ских агентов, которые могут защитить от токсич-
ности акриламида.

Группа пиримидинов, в частности оксимети-
лурацил (ОМУ), проявляет защитные свой ства, 
сдерживая негативное влияние свободных ради-
калов и защищая биологические мембраны. Тем 
не менее, известно, что гипоксия сопровождает 
повреждения организма, включая те, которые 
возникают в результате воздействия химических 
веществ. Совместное использование ОМУ и его 
производных с антигипоксантами и антидотными 
средствами показывает наилучший терапевтиче-
ский эффект [29].

Исходя из выше сказанного, целью данного ис-
следования было оценить уровень тр анскрипци-
онной активности гена Gstt1 и гена Gstm1 в печени 
крыс при длительном воздействии акриламида на 
фоне профилактической коррекции комплексными 
соединениями оксиметилурацила.

Материалы и методы

Исследования проводили на белых аутбредных 
крысах мужского пола с массой тела в начале экспе-
римента 190–192 г, которых содержали в групповых 
клетках при стандартных условиях вивария на сба-
лансированном пищевом рационе, при свободном 
доступе к воде. Все манипуляции с животными 
осуществлялись с соблюдением установленных 
норм и правил проведения экспериментов с ис-
пользованием животных [30]. Методом случайной 
выборки было сформировано 5 групп.

Первая группа крыс служила контролем и по-
лучала дистиллированную воду; второй, третьей, 
четвертой и пятой группам вводили водный рас-
твор акриламида в дозе 5 мг на 1 кг массы тела 
животного. Кроме того, за 1 час до токсиканта 
крысы 3-ей группы принимали водный раствор 
комплексного соединения ОМУ с аскорбиновой 
кислотой (МГ1) в дозе 0,05 г на 1 кг массы тела, жи-
вотные 4-й группы – водный раствор комплексного 
соединения ОМУ с сукцинатом натрия (МГ2) в дозе 
0,05 г на 1 кг массы тела и 5-й группы – водный 
раствор комплексного соединения ОМУ с ацетил-
цистеином (МГ10) в дозе 0,5 г на 1 кг массы тела. 
По вышеописанной схеме экспозицию проводили 
в течение 3 месяцев.

Комплексные препараты ОМУ были синтезиро-
ваны в Уфимском Институте химии Российской 
академии наук. Их дозы выбраны по результатам 
ранее выполненных исследований [31, 32, 33].

Все растворы соединений вводили животным 
внутрижелудочно с помощью специальной метал-
лической иглы с атравматическим наконечником.

Изучение транскрипционной активности генов 
проводили через 1,5 месяца эксперимента и по его 
окончанию. У эвтаназированных животных извле-
кали печень. После выделения РНК из образцов 
ткани указанного органа в регенте ExtractRNA 
(ЗАО «Евроген») в соответствии с инструкция-
ми производителя осуществляли синтез кДНК 
с использованием набора реактивов MMLV RT 
kit и праймеров олиго(dT)15 («Евроген», Россия). 
Исследование транскрипции генов в пробах прово-
дили методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени, в реализации которого 
использовали олигонуклеотидные специфичные 
праймеры и интеркалирующий краситель SYBR 
Green. В роли референтного применяли ген Gapdh.

При статистическом анализе результатов иссле-
дования применяли пакет прикладных программ 
«IBM SPSS Statistics 21». Результаты представили 
в виде среднего значения ± стандартная ошибка. 
Проверку на нормальность проводили с помощью 
критерия Колмогорова – Смирнова. Различия 
между группами оценивали односторонним 
дисперсионным анализом (ANOVA) с последую-
щим методом множественного сравнения Тьюки 
и Тамхейна. Значение р<0,05 считали показателем 
значимости.
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Результаты

Уровни транскрипционной активности генов Gstt1 
и Gstm1 по результатам молекулярно- генетического 
исследования образцов ткани печени эксперимен-
тальных животных через 1,5 и 3 месяца воздействия 
акриламида на фоне коррекционного введения ком-
плексных соединений ОМУ отражены на рис. 1–4.

Проведенный анализ активности гена Gstt1 через 
1,5 месяца от начала эксперимента выявил некото-
рые различия между группами, но эти изменения 
не достигли статистической значимости (F=2,363; 
р = 0,083) (рис. 1).

Под действием акриламида во второй группе 
крыс экспрессия гена Gstt1 снизилась до уров-
ня –0,053±0,219 по сравнению с контрольной груп-
пой (0,138±0,298). Поступление в организм живот-
ных комплексных соединений оксиметилурацила 
способствовало ее повышению: до 0,261±0,141 – при 
введении соединения ОМУ с аскорбиновой кис-
лотой (группа 3); до 0,787±0,198 – соединения ОМУ 
с сукцинатом натрия (группа 4) и до 0,402±0,081 – 
соединения ОМУ с ацетилцистеином (5-я группа).

По окончании эксперимента колебания по-
казателя между группами также не были стати-
стически значимы (F=0,451; р = 0,770) и соста-
вили –0,081±0,221; –0,352±0,391; –0,304±0,182; 
0,069±0,302; –0,102±0,119, соответственно с 1 по 5 
группу (рис. 2).

Уровень экспрессии гена Gstm1 через 1,5 месяца 
воздействия акриламида во второй группе жи-
вотных, которые получали токсикант, был также 
немного ниже (–0,039±0,199) по сравнению с кон-
тролем (0,135±0,253) (рис. 3). Под влиянием всех 
трех комплексных соединений его активность воз-
росла и составила в 3-ей группе – 0,738±0,114; в 4-й – 
0,780±0,201 и в 5-й – 0,284±0,125. Однако значимые 
различия при парном сравнении наблюдались 
только между 2-й группой, в которой животным 
вводили акриламид, и 4-й группой, получавшей 
профилактически препарат ОМУ с сукцинатом 
натрия (F=3,392; р = 0,025).

Изменения экспрессии гена Gstm1 через 3 месяца 
от начала эксперимента представлены на рис. 4. Она 
несколько понизилась в группе крыс с введением 
акриламида (–0,136±0,209) по сравнению с кон-
трольной группой (0,093±0,185).

В группах животных, которые профилактически 
получали комплексные препараты ОМУ с аскор-
биновой кислотой и ацетилцистеином, данный 
показатель повысился до значений 0,538±0,101 
и 0,212±0,248, соответственно. А введение препа-
рата ОМУ с сукцинатом натрия, наоборот, привело 
к снижению транскрипционной активности гена 
(–1,014±0,998). Однако, перечисленные изменения 
не были статистически значимы (F=1,266; р = 0,313).
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Экспрессия гена Gstt1 в ткани печени крыс через 3 месяца 
воздействия акриламида на фоне коррекции комплексны-
ми соединениями оксиметилурацила

Expression of the Gstt1 gene in rat liver tissue after 3 months 
of exposure to acrylamide against the background of correc-
tion with hydroxymethyluracil complex compounds
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Обсуждение

В ходе биотрансформации ксенобиотиков в ор-
ганизме происходят метаболические реакции 
с образованием реактивных продуктов, которые 
нейтрализуются неферментативно с помощью 
глутатиона, или ферментативно при участии глу-
татион-S-трансферазы. Последняя способствует 
окончательному выведению потенциальных токси-
нов и играет значительную роль в снижении окис-
лительного стресса [34, 35, 36]. К числу ферментов 
детоксикации и относятся гены Gstm1 и Gstt1 [37].

Окислительный стресс, развитие воспалитель-
ных процессов и угнетение системы антиоксидант-
ной защиты являются основными механизмами, 
объясняющими гепатотоксичность акриламида 
[38–41].

В нашем исследовании представленность транс-
криптов генов Gstm1 и Gstt1 через 1,5 месяца под 
воздействием акриламида в образцах печени жи-
вотных 2-й группы снизилась. Введение профи-
лактических препаратов способствовало повы-
шению ее уровня: в большей степени комплексное 
соединение ОМУ с сукцинатом натрия, что было 
статистически значимо, и  в  меньшей степени 

комплексные соединения ОМУ с аскорбиновой 
кислотой и с  ацетилцистеином. Цитозольные 
глутатион- S-трансферазы катализируют реакции, 
включающие конъюгирование восстановленного 
глутатиона с электрофильными субстратами, спо-
собствуя выведению токсинов из организма [34]. 
Исследования показали, что акриламид истощает 
содержание глутатиона и ингибирует активность 
глутатион- S-трансферазы [42]. Следовательно, по-
вышение экспрессии генов Gstt1, Gstm1 следует 
считать положительным явлением в плане деток-
сикации организма. Полученные нами результа-
ты по изменению экспрессии генов Gstm1 и Gstt1 
подтверждают этот факт. Через 3 месяца различия 
между группами были менее заметными по иссле-
дуемым генам.

Ограничения исследования. Ограничения ис-
следования заключаются в том, что оценка уровня 
экспрессии генов Gstt1 и Gstm1 проведена только 
на одном поле лабораторных животных. Для даль-
нейшего изучения данного вопроса также необхо-
димо рассмотреть вариант с другими дозировками 
гепатотоксикантов.
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Заключение

При длительном воздействии акриламида наибо-
лее существенные изменения в экспрессии генов 
Gstt1 и Gstm1 в ткани печени крыс наблюдались на 
сроке 1,5 месяца, по сравнению с данными в кон-
це эксперимента. На этом же сроке исследования 
комплексные соединения окcиметилурацила ока-
зывают определенное корректирующее действие 

на транскрипционную активность исследуемых 
генов. Для окончательного суждения о защитных 
свой ствах изучаемых комплексных соединений 
необходимы дальнейшие исследования с анализом 
изменений других показателей состояния здоровья 
лабораторных животных.
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