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Проведен сиквенс кандидатных генов школьников, экспонированных стронцием, методом таргетного ресеквени-

рования. Показано, что в условиях повышенного поступления стронция с питьевой водой увеличивается количество 
полиморфно измененных участков кандидатных генов. По результатам таргетного ресеквенирования в условиях экс-
позиции стронцием установлены максимальные полиморфные модификации следующих генов: сульфотрансферазы 1А1 
(SULT1A1) и метилентетрагидрофолатредуктазы. Показано, что структура мутаций в условиях экспозиции строн-
цием характеризуется формированием дефектов в области картирования генов детоксикации (38,5 % от всех мута-
ций) и иммунорегуляции (22,5 %). Анализ причинно-следственных связей в системе «фактор–число мутаций» позволил 
установить, что кандидатными генами, отражающими условия экспозиции стронцием, содержащимся в питьевой 
воде на уровне 1,3 ПДК, являются гены: цитохрома р450, глутатион-трансаминазы (детоксикация); дофамина (ЦНС), 
интерлейкина-17 и главного комплекса гистосовместимости (иммунная система), метилентетрагидрофолатредук-
тазы (репродукция). 
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Генетическое тестирование методом ПЦР 
на индивидуальном уровне дает только качест-
венные результаты, требующие дополнитель-
ного тестирования функциональной активности 
исследованных генов [6, 15, 16]. Многосредо-
вая комбинированная экспозиция химическими 
мутагенами (бенз(а)пирен, бензол, формальде-
гид, хлороформ, фенолы, ванадий, стронций  
и др.) ведет к возникновению генетических и 
эпигенетических нарушений, которые для сво-
ей идентификации требуют более тонких и раз-
вернутых молекулярных исследований [2, 3, 4, 
7, 8, 10–14]. Стабильный стронций входит в 
перечень химических веществ, обладающих 
иммунотропной и мутагенной активностью 
(токсикологические профайлы Агентства по 
регистрации токсичных веществ и заболеваний 
США (ATSDR), 2004, 2008). Ионы стронция 
близки ионам кальция и могут замещать по-
следние в организме, что является основным 
типом действия соединений этого элемента  
[1, 13, 17, 18, 20, 21]. Для подтверждения реа-
лизации особенностей генетического полимор-
физма требуется количественное тестирование 
геномных или эпигеномных нарушений, что 
позволяет методология сиквенса гена или его 
участков (рисунок) или оценка экспрессии ге-
нов [19, 22–25]. 

Одной из сложных задач изучения генетиче-
ского полиморфизма является выявление числа 
замен в генах, отвечающих за механизмы воспри-
ятия сигналов в иммунной и эндокринной систе-
мах, так как для их изучения невозможно исполь-
зование рутинных методов генотипирования, 
применяемых для выявления единичных одно-
нуклеотидных замен (SNP) [5, 26, 27]. Одним из 
таких методов является метод таргетного секве-
нирования с использованием жидких биочипов. 

В то же время для обнаружения гетероген-
ности популяции и выявления направления изме-
нения генетического материала под воздействием 
естественных и антропогенных факторов среды 
обитания необходим маркер, имеющий помимо 
качественных характеристик количественное вы-
ражение [9]. Одним из таких маркеров является 
количество единичных однонуклеотидных замен 
(транзиций, трансверсий), для идентификации 
которых, особенно в условиях мутагенного воз-
действия факторов среды обитания, требуется 
использование высокоточного и современного 
оборудования для генотипирования. 

Материалы и методы. Впервые в Перм-
ском крае проведена расшифровка структуры 
27 генов человека с использованием метода 

таргетного ресеквенирования. Исследование 
включало расшифровку значимых полимор-
физмов экзонов и регуляторных областей. При 
выполнении генетического диагностического 
обследования проведено секвенирование ДНК 
6 детей в возрасте от 7 до 9 лет, постоянно 
проживающих в геохимической зоне, характе-
ризующейся повышенным содержанием строн-
ция в питьевой воде из подземных водоисточни-
ков. Метод секвенирования позволил одновре-
менно генотипировать ДНК по всем изучаемым 
генам. Библиотека зондов была подготовлена за-
ранее 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. 

Технология выполнения секвенирования 
включала в себя несколько этапов: выделение 
ДНК человека из биологического материала 
(кровь), создание библиотеки ДНК; этапы ам-
плификации библиотеки ДНК и гибридизован-
ной ДНК; проведение эмульсионной ПЦР; по-
становка секвенирования на приборе GS Junior 
(Швейцария) методом таргетного ресеквениро-
вания на жидких биочипах. 

Для выделения кандидатных генов осущест-
влен анализ и ранжирование полиморфности ге-
нов исходя из их функциональной принадлежно-
сти: гены иммунорегуляции, гены обмена веществ, 
гены детоксикации и соматические гены, пред-
ставляющие преимущественно медиаторы нерв-
ной системы. 

Результаты и их обсуждение. У шести 
исследованных пациентов с различным содер-
жанием в крови и моче стронция выявлены по-
лиморфизмы кандидатных генов методом тар-
гетного секвенирования (таблица). 

Максимальное число полиморфно изме-
ненных участков генов обнаружено в группе 
генов детоксикации, причем наибольший по-
лиморфизм свойственен сульфотрансферазе 
1А1 (SULT1A1) и метилентетрагидрофолатре-
дуктазе, а наиболее консервативными из этой 
функциональной системы оказались суперок-
сиддисмутаза (SOD) и копропорфириногенок-
сидаза (CPOX). 

Менее полиморфно изменены гены систем 
иммунной и нервной регуляции. При этом наи-
большему полиморфизму из этой системы под-
вержен HLADRB1, что объяснимо с позиций
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Результаты секвенирования по группам кандидатных генов 

Количество полиморфизмов в сравнении с референсной  
последовательностью 

Функциональные  
группы генов 

Ген  
1 п 2 п 3 п 4 п 5 п 6 п 

Стронций в моче, мг/дм3 – 4,549 0,978 1,068 1,739 1,494 2,993 
Стронций в крови, мг/ дм3 – 0,129 0,0574 0,0704 0,266 0,166 0,258 

MTHFR 13 13 13 14 23 23 
ZMPSTE24 4 3 3 4 1 4 

CPOX 1 8 7 8 8 10 
GSTA4 11 12 9 15 11 15 

SOD 4 0 6 2 0 6 
CYP1A2 5 3 3 4 3 4 

SULT1A1 41 33 37 10 39 37 

Гены детоксикации 

7 генов 79 72 78 57 85 99 
IL17B 0 2 0 2 1 1 
IL17C 3 3 2 3 4 2 
IL17D 3 1 2 1 1 1 
IL17F 0 0 0 0 0 1 

VEGFA 2 4 3 2 8 5 
HLADRB1 45 19 6 0 15 10 

TLR4 0 1 1 1 2 2 
FAS 0 4 8 5 7 9 
TP53 7 7 6 6 7 6 

FOXP3 3 3 4 0 2 2 

Гены иммунорегуляции 
и пролиферации 

10 генов 63 44 32 20 47 39 
ACE 4 28 24 22 21 25 

APOE 3 3 3 2 2 5 
SIRT3 9 12 8 12 8 1 

PPARD 4 6 4 5 5 1 
NOS3 19 14 12 14 12 14 
TERT 9 5 14 3 6 5 

Гены обмена веществ 

6 генов 48 68 65 58 54 51 
ACTA2 1 1 1 2 0 0 
CLCN6 0 1 0 0 1 1 

TH 17 16 15 8 16 18 
DRD2 19 12 16 14 19 20 

Соматические гены 

4 гена 37 30 32 24 36 39 

 
регуляции иммунного ответа, многие же гены 
иммунного ответа и онкогенеза достаточно 
консервативны. 

Структура мутаций в условиях экспозиции 
стронцием (1,3 ПДК) характеризуется формиро-
ванием дефектов в области картирования генов 
детоксикации (38,5 % от всех мутаций) и имму-
норегуляции (22,5 %). 

Отмечается достоверная зависимость чис-
ла полиморфно измененных участков генов от 
содержания в крови стронция (рисунок). 

Наблюдались сильные прямые достовер-
ные зависимости содержания стронция в крови 
и числа замен в генах MTHFR, GSTA4, 
HLADRB1, CYP1A2, DRD2, IL17D. 

Анализ общего количества точечных за-
мен позволил определить среднее количество 
мутаций на одного человека по 25 кандидатным 
генам, которое составило 210 замен. Тогда как 
среднее количество замен в экспонируемой груп- 

 
Рис. Зависимость числа полиморфно измененных 
участков генов от содержания стронция в крови 

пе составило 226, что на 7,1 % выше, чем в ана-
логичной популяции, проживающей вне строн-
циевой эндемии. 

Проведенный анализ ассоциаций в системе 
«ген–рецептор» с использованием метода тар-
гетного ресеквенирования, проточной цитомет-
рии и иммунофлюоресцентного анализа позво-
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лил оценить взаимосвязи между генами и коди-
руемыми ими белками. Зависимости строились 
между величинами точечных замен в конкрет-
ном гене и значением белка, кодируемого дан-
ным геном, установленного детекцией на 
флюоресцентном анализаторе. Выявлены силь-
ные достоверные зависимости в биологических 
логистических системах «ген дофамина–дофамин», 
«ген ИЛ17d–ИЛ-17», «ген FOXp3–CD127-», 
«ген p53–p53». Этот факт коррелирует с биоло-
гической необходимостью поддерживать адап-
тационную экспрессию данных генов и белков 
на достаточном гомеостатическом уровне в силу 
их огромной регуляторной значимости. Оказались 
разорванными логистические взаимосвязи в сис-
темах «ген GSTA4–GSTA», «ген SOD–SOD», 
«ген FAS–CD95+», «ген VEGF–VEGF», что 
указывает на физиологическую неприемле-
мость условий внешней среды, изменяющей 
адаптационные возможности процессов конъю-
гации, антиоксидантной защиты, контроля про-
цесса апоптоза и функции эндотелия. 

Выводы. Использование технологии рас-
шифровки последовательностей методом тар-
гетного ресеквенирования в условиях экспози-

ции стронцием позволило установить макси-
мальные полиморфные варианты для генов 
сульфотрансферазы 1А1 (SULT1A1) и мети-
лентетрагидрофолатредуктазы, а наиболее кон-
сервативными из этой функциональной систе-
мы оказались супероксиддисмутаза (SOD) и 
копропорфириногеноксидаза (CPOX). 

По результатам секвенирования и анализа 
причинно-следственных связей «фактор–число 
мутаций» установлено, что кандидатными  
генами, отражающими условия экспозиции 
стронцием, содержащимся в питьевой воде на 
уровне 1,3 ПДК, являются гены: цитохрома 
р450, глутатион-трансаминазы (детоксика-
ция); дофамина (ЦНС), интерлейкина-17 и глав-
ного комплекса гистосовместимости (иммун-
ная система), метилентетрагидрофолатредук-
тазы (репродукция). 

Фенотипирование генетически подтверж-
денных мутаций позволило установить, что  
условия экспозиции стронцием (1,3 ПДК) досто-
верно реализуют полиморфизмы генов: дофами-
на (медиатор ЦНС), интерлейкина-17 и регуля-
торных Т-лимфоцитов (иммунная система), 
транскрипционного фактора 53 (онкосупрессор). 
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POLYMORPHISM’S ASSESSMENT OF CHILDREN’S CANDIDATE GENES  
ASSOCIATED WITH LOW-LEVEL LONG-TERM EXPOSURE TO STRONTIUM  
IN DRINKING WATER 

N.V. Zaitseva1,2,3, O.V. Dolgilh1,2,3, A.V. Krivtsov1, K.G. Starkova1, V.A. Luchnikova1, 
O.A. Bubnov1,3, E.A. Otavina 1, N.V. Bezruchenko1.3, N.A. Vdovina1 
1 FBSI “Federal Scientific Center for Medical and Preventive Health Risk Management Technologies”, 
Russian Federation, Perm, 82 Monastyrskaya St., 614045 
2  FSBEI “Perm State National Research Polytechnical University”,  
Russian Federation, Perm, 29 Komsomolsky Prospect St., 614990  
3  MPE “Perm State National Research University”, Russian Federation, Perm, 15 Bukireva St., 614990 
 

 
A sequencing of the candidate genes of the pupils, exposed to strontium by the method of targeted resequencing has 

been performed. It is shown, that under conditions of increased revenues of strontium in drinking water the number of poly-
morphonuclear altered portions of candidate genes increases. As a result of the targeted resequencing in conditions of stron-
tium exposure, the maximum polymorph modifications of the following genes are defined: sulfotransferase 1A1 (SULT1A1) 
and methylenetetrahydrofolate. It was shown that the structure of the mutations in conditions of the strontium exposure was 
characterized by the formation of defects in the gene mapping detoxification (38.5 % of all mutations) and immunoregulation 
(22.5 %). Analysis of the cause-effect relationships in the system "factor - the number of mutations" revealed that candidate 
genes reflecting strontium exposure conditions (content of strontium in drinking water is 1.3 MAC), are genes: cytochrome 
P450, glutathione - transaminase (detoxification); dopamine (CNS), interleukin 17 and the major histocompatibility complex 
(immune system), methylene-tetra-hydro-folate-reductase (reproduction). 

Key words: sequencing, strontium, candidate genes, gene polymorphism, detoxification genes. 
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