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РЕФЕРАТ 

С. 39 Рис.15 Табл.3 

В работе было изучено влияние долговременной работы на предприятиях, 

обеспечивающих хранение и утилизацию фосфорорганических соединений, 

на активность фермента параоксоназы 1 и развитие заболеваний 

пищеварительной системы в зависимости от генотипа по гену PON1. 

Методом полимеразной цепной реакции и рестрикционного анализа был 

определен генотип по вариантам L54M, Q191R, C(-108)T гена PON1, 

измерена активность фермента параоксоназы 1 у работников предприятий, 

обеспечивающих хранение и утилизацию фосфорорганических соединений и 

в контрольной группе. Все полученные результаты были сведены в таблицы 

или графики и статистически обработаны. Наше исследование показало, что 

в целом активность PON1 была выше у работников предприятия по 

утилизации ФОС, чем в контрольной группе. В зависимости от генотипа 

L54M, у работников-носителей генотипа LL активность PON1 была выше, 

чем у представителей контрольной группы, являющихся носителями данного 

генотипа. В зависимости от генотипа C(-108)T, у работников-носителей 

аллеля С активность PON1 была выше, чем у представителей контрольной 

группы, являющихся носителями данного аллеля. Среди работников 

предприятий по утилизации ФОС, являющихся носителями аллеля 191R, 

более высокая активность параоксоназы 1 была характерна для лиц с 

жировым гепатозом. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ФОС – фосфорорганические соединения 

ХЭ - холинэстераза 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

кДНК – комплементарная дезоксирибонуклеиновая кислота 

ЛПВП – липопротеины высокой плотности 

ЛПНП – липопротеины низкой плотности 

ПОЛ – перекисное окисление липидов 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ЭГДС – эзофагогастродуоденоскопия  

УЗИ – ультразвуковое исследование 

ПААГ – полиакриламидный гель 

PON1 – параоксоназа 1 
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ВВЕДЕНИЕ 

В связи с широким распространением ФОС в повседневной жизни 

актуальным является исследование воздействия данных соединений на 

организм человека при их производстве, хранении и утилизации, а также 

поиск новых методов идентификации воздействия ФОС на организм 

человека и его количественная оценка. Известно, что у лиц, имеющих 

длительный контакт с ФОС, может происходить увеличение частоты 

развития различных патологий. Так, среди лиц, имеющий длительный 

контакт с ФОС, отмечалось повышение частоты патологий пищеварительной 

системы [1]. 

 В организме человека существует ряд ферментов, защищающих 

организм от токсичного действия ФОС. Ключевую роль в детоксикации ФОС 

играет фермент печени параоксоназа 1 (PON1), которая обладает 

способностью гидролизовать большинство фосфорорганических соединений 

[2,3]. Способность фермента к обезвреживанию ФОС напрямую связана с 

активностью параоксоназы 1 и её концентрацией в сыворотке крови. 

Известно, что на активность данного фермента влияют полиморфные 

варианты L54M, Q191R, C(-108)T, тогда как влияние долговременной работы 

на предприятиях по утилизации ФОС в настоящее время мало изучено.  

В связи с этим целью работы являлось изучение влияния 

долговременной работы на предприятии, обеспечивающем хранение и 

утилизацию ФОС, на активность PON1 в зависимости от вариантов гена 

PON1, а также вклада генетических вариантов PON1 в риск развития 

заболеваний органов пищеварительной системы при длительном контакте с 

ФОС. В задачи исследования входило: 

1. Создать банки ДНК и сыворотки крови лиц, работающих на 

предприятии, обеспечивающем хранение и утилизацию ФОС, и 

контрольной группы. 



7 
 

2. Определить генотипы PON1 (Q191R, L54M, C(-108)T) у работников, 

более трех лет проработавших на  предприятии, обеспечивающем 

хранение и утилизацию ФОС и представителей контрольной группы, 

не контактировавших с ФОС. 

3. Измерить ферментативную активность параоксоназы 1 в сыворотке 

крови у представителей исследуемых групп. 

4. Провести сравнительный анализ активности PON1 в зависимости от 

полиморфных вариантов гена PON1 в исследуемых группах 

5. Оценить вклад генотипов и активности PON1 в развитие патологий 

органов пищеварительной системы при длительном контакте с ФОС.  
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Фосфорорганические соединения 

Фосфорорганические соединения (ФОС) – вещества, в молекулах 

которых имеется фосфор-углеродная связь, то есть атом фосфора 

непосредственно связывается с атомом углерода. ФОС являются составной 

частью мембраны клетки (нуклеиновые кислоты, фосфолипиды, 

фосфопротеиды) [4]. Впервые синтез ФОС был осуществлен при помощи 

реакции этерификации спиртов фосфорными кислотами в 1820 г. [5]. 

Наибольшее применение органические соединения фосфора различной 

структуры находят в сельском хозяйстве в качестве инсектицидов, 

акарицидов, фунгицидов и регуляторов роста растений [6]. Кроме того, к 

ФОС относятся боевые отравляющие вещества, такие как зарин, зоман, VX-

газы [4]. По своей химической структуре все ФОС – эфиры фосфорной 

кислоты (Рис. 1).  

 

Рисунок 1. Общая формула ФОС 

Радикалы R1 и R2 могут  быть различными или одинаковыми алкилами, 

алкоксилами, алкаламинами;  

х – остаток органической или неорганической кислоты.  

По химическому строению ФОС относятся к следующим группам [5]: 

 Эфиры тиофосфорной кислоты – метафос (диметилпаратион), 

метилэтилтиофос, метилнитрофос, трихлорметафос. 

 Эфиры дитиофосфорной кислоты – карбофос, малатион, 

фосфамид, фозалон. 
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 Амиды пирофосфорной кислоты – оксаметиламид и др. 

 Эфиры фосфорной кислоты – хлорофос, дифлорвинилфосфон. 

ФОС в большинстве своем липофильные вещества, что обеспечивает их 

лёгкое проникновение через целостную кожу, различные биологические 

мембраны, гистогематические барьеры. При попадании ФОС в кровоток они 

распределяются равномерно по всем органам и тканям. Однако из-за 

особенностей строения печени и легких в них могут детерминироваться 

повышенные концентрации вредных веществ фосфорорганической природы 

[7]. Этими фактами обусловлено столь сильное влияние токсических ФОС на 

развитие заболеваний дыхательной, пищеварительной и нервной систем. 

1.2. Воздействия ФОС на организм человека 

Фосфорорганические соединения могут поступать в организм через 

кожу, рот, дыхательные пути. При пероральном поступление всасывание 

начинается уже в полости рта и заканчивается только в тонкой кишке. За это 

время вещества быстро проникают в кровоток, через гистогематические 

барьеры – во все органы и ткани, в особенности в печень и кишечник [7]. В 

зависимости от времени воздействия и концентрации токсичных веществ 

отравления ФОС делятся на две большие группы: острые и хронические 

отравления.  

Острым профессиональным отравлением называется заболевание, 

возникшее после однократного воздействия вредного вещества на 

работающего. Острые отравления могут иметь место в случае аварий, 

значительных нарушений технологического режима, правил техники 

безопасности и промышленной санитарии, когда содержание вредного 

вещества значительно, в десятки и сотни раз, превышает предельно 

допустимую концентрацию.  

Хроническим отравлением называется заболевание, развивающееся 

после систематического длительного воздействия малых концентраций или 

доз вредного вещества. Имеются в виду дозы, которые при однократном 
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поступлении в организм не вызывают симптомов отравления [8]. При 

воздействии высоких концентраций ФОС на организм человека возникает 

острое отравление, которое сильно действует на нервную систему человека. 

Это объясняется тем, что фосфорорганические соединения являются 

ингибиторами холинэстераз, а также действуют на холинореактивные 

системы (холинорецепторы). Под холинорецепторами подразумевают то 

определенное звено биохимических процессов, через которое ацетилхолин, 

выделившийся на нервных окончаниях, воздействует на исполнительный 

орган или другой нейрон (Рис.2).  

 

Рисунок 2. Строение синапса 

Ацетилхолин – нейромедиатор, осуществляющий нервно-мышечную 

передачу (участвует в работе синапса). Является основным медиатором в 

парасимпатической нервной системе. Ацетилхолин, выделяемый 

окончаниями холинэргических нейронов, гидролизуется до холина и ацетата 

определенной холинэстеразой (ацетилхолинэстеразой). Эти вещества не 

оказывают действия на постсинаптическую мембрану. Образующийся холин, 

взаимодейсвуя с ацетилкоферментом А, образует новую молекулу 

ацетилхолина [9]. 

При ингибирование холинэстеразы (ХЭ) фосфорорганическими 

соединениями происходит накопление ацетилхолина в синапсах. При этом 

происходит нарушение реполяризации постсинаптической мембраны и 

инактивации холинорецепторов вследствие чего нарушается деятельность 
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нервно-мышечных синапсов, сопровождаемая ухудшением работы нервной 

системы [10]. Поскольку ФОС избирательно блокируют ХЭ во всех 

холинергических структурах (М- и Н-холинорецептивные системы), в 

патологический процесс могут вовлекаться практически все 

физиологические системы и органы [11].  

При хронической интоксикации ФОС, в первую очередь, страдает 

пищеварительная система. В частности, у лиц, контактирующих с ФОС, 

развиваются  патологии желудка и двенадцатиперстной кишки [1]. К таким 

патологиям относят хронический гастрит, одной из причин которого является 

воздействие химических агентов, к которым относятся ФОС,  и токсические 

язвы, развивающиеся вследствие эндогенных интоксикаций [12]. В  

исследовании Голофеевского с соавт. Было показано,  что для персонала 

объектов хранения и уничтожения ФОС характерны более выраженные 

воспалительные изменения слизистой оболочки желудка и 

двенадцатиперстной кишки, чем в группе контроля. Некоторые ФОС, в 

особенности инсектициды, обладают структурным сродством к липидам и в 

связи с этим накапливаются в паренхиматозных органах [13].  

Печень – главный орган, обеспечивающий защиту от  потенциально 

опасных ксенобиотиков, и, следовательно, она является органом-мишенью, 

страдающим от химических веществ и загрязнителей окружающей среды 

[14]. В самом деле, больше третий распространенных химических веществ 

связаны с гепатотоксичностью. [15]. Патологические повреждения печени, 

связанные с токсическими веществами варьируются от гепатита и цирроза до 

рака печени [16]. Однако наиболее распространенным заболеванием печени, 

развивающимся под действием химических веществ, является стеатоз 

(жировой гепатоз) [17]. Токсичность ФОС очень высока, и, соответственно, в 

организме должен синтезироваться фермент, который будет уменьшать 

вредное действие ФОС на органы и системы. Таким ферментом в 

человеческом организме является параоксоназа 1.  
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1.3. Параоксоназа 1 

Первым исследователем, обнаружившим в тканях животных фермент 

параоксоназа 1, способный гидролизовать фосфорорганические соединения, 

был Abraham Mazur [2]. Своё название параоксоназа 1 получила благодаря 

способности к гидролизу фосфорорганического соединения параоксон, 

являющегося токсическим метаболитом паратиона. PON1 также гидролизует 

циклические карбаматы, ароматические эфиры, глюкорониды [18]. 

1.3.1. Семейство параоксоназы 

PON1 принадлежит к семейству белков, включающих PON2 и PON3, 

гены которых расположены на длинном плече седьмой хромосомы (Рис. 3). 

 

Рисунок 3.  Положение семейства PON на хромосоме 

Гены PON1, PON2,PON3 экспрессируются в печени, кроме того,  гены 

PON2 обнаружены в легких, сердце, головном мозге [19, 20]. PON1, PON3 - 

ферменты плазмы, ассоциированные с частицами ЛПВП, тогда как PON2 –

внутриклеточный фермент [3]. Все параоксоназы относятся к 3 классу 

ферментов, облают широкой субстратной специфичностью, однако только 

PON1 является активной по отношению к фосфорорганическим соединениям 

[21]. 

1.3.2. Функции параоксоназы 1 

Параоксоназа 1 обладает способностью к  гидролизу 

фосфорорганических соединений, к которым относится большинство 

инсектицидов, пестицидов, а также нервнопаралитических агентов (зарин, 
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зоман) [22, 23] Также параоксоназа 1 играет важную роль в защите 

липопротеинов низкой плотности (ЛПНП) от перекисного окисления 

липидов (ПОЛ), что делает её основным ферментом, обеспечивающим 

защиту организма от атеросклероза [24]. 

1.3.3. Структура белка-фермента параоксоназы 1 

Параоксоназа 1 (арилдиалкилфосфатаза, ЕС 3.1.8.1.) – сложный белок с 

молекулярной массой 43 кDа, состоящий из 354 аминокислотных остатков 

[25]. Данный фермент представляет собой Ca
2+

-зависимый гликопротеин, что 

приводит к способности параоксоназы гидролизовать органофосфаты. 

Благодаря рентгено-структурному анализу, в начале 21 века была открыта 

кристаллическая структура рекомбинантной параоксоназы 1, что позволило 

определить трехмерную пространственную структуру её белковой молекулы 

(Рис.4) [26]. PON1 представляет собой шестилопастный бета пропеллер, 

каждая лопасть которого состоит из четырех бета-листиков (Рис.4) 

 

Рисунок 4.  Трехмерная структура белковой молекулы параоксоназы 1.  А. Вид 

сверху. N- и С-терминальные концы; 1-6 : бета-лопасти; A-D: бета-листки; зеленый и 

красный шары – два иона кальция. В. Вид сбоку. H1-H3: альфа-спирали. 

Структура параоксоназы 1 содержит два иона кальция (Са
2+

), один из 

которых является активным сайтом для присоединения фосфатной группы, а 

другой обеспечивает стабильность фермента [26, 27]. Синтез PON1 

происходит преимущественно в печени, после чего она секретируется в 

кровоток, где ассоциируется с фракцией липопротеинов высокой плотности 

(ЛПВП)  [28]. Созревший белок сохраняет лидерный гидрофобный N-конец, 
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от которого отщепляется только метионин. Сигнальный пептид необходим 

для связывания параоксоназы с ЛПВП [29]. 

1.3.4. Субстраты параоксоназы 1 

Несмотря на то, что в исследованиях Khersonsky и Tawfik было 

показано, что природным субстратом параоксоназы 1 являются лактоны – 

циклические эфиры [30], PON 1 обладает способностью осуществлять 

гидролиз фосфорорганических соединений (параоксон, дизаоксон), которые 

нашли широкое применение в сельском хозяйстве в качестве инсектицидов и 

пестицидов [31]. Кроме того, известна способность данного фермента 

гидролизовать неврнопаралитические агенты (зарин, зоман, VX), а также 

ароматические эфиры, например фенилацетат [22]. Субстратом, 

относительно которого чаще всего измеряется активность параоксоназы 1, 

является параоксон – токсический метаболит паратиона [32].  

1.3.5. Концентрация и активность параоксоназы 1. 

Значение концентрации и активности PON1 в плазме крови для каждого 

индивидуума различные и варьируются в широких пределах, в особенности, 

относительно субстрата параоксон, различия достигают 40 раз. На 

вышеперечисленные параметры могут влиять различные заболевания, 

факторы окружающей среды, особенности питания. Исследования 

показывают, что активность параоксоназы 1 снижена при сахарном диабете I 

типа, сердечно-сосудистых заболеваниях, заболеваниях почек и печени, 

таких как алкогольная болезнь печени и гепатит В [32, 32, 34]. У коров с 

жировым гепатозом также наблюдается снижение активности PON1 [35]. 

Активность параоксоназы в плазме крови не зависит от возраста, но зависит 

от ряда внешних факторов, таких как курение и употребление спиртных 

продуктов. Курение ассоциируется со снижением активности фермента, 

тогда как умеренное употребление алкоголя, в частности красного вина, с 

увеличением активности PON1 [36, 37, 38]. У женщин активность данного 

фермента снижается во время беременности и в период менопаузы [39]. При 
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взаимодействии с фосфорорганическими соединениями, при остром 

отравлении, активность параоксоназы уменьшается [23]. Но главными 

факторами, влияющими на активность параоксоназы 1, являются  

полиморфные варианты по гену PON1. 

1.3.6. Ген PON1 и его полиморфные варианты 

В 1991 году была определена нуклеотидная последовательность гена 

параоксоназы кролика, и, затем, используя кДНК кролика в качестве зонда, 

из библиотеки кДНК печени человека был выделен клон, содержащий кДНК 

PON1 человека [29]. В 1993 году в кодирующей области гена PON1 было 

выявлено два полиморфных варианта, приводящих к изменению 

аминокислотной последовательности белка параоксоназы 1: замена 

глутамина (Q аллель) на аргинин (R аллель) в позиции 191 (Q191R, 

rs662A>G) и лейцина (L аллель) на метионин (M аллель) в позиции 54 (L54M, 

rs854560 T> A).  Соответственно, в зависимости от аминокислотного состава 

белка-фермента изменяется его активность. Показано, что наибольшим 

влиянием на активность параоксоназы 1 в кодирующей области оказывает 

полиморфный вариант Q191R, при этом одинаковые генотипы данного 

варианта гена PON1, в зависимости от субстрата, определяют разную 

активность параоксоназы 1. Некоторые субстраты, в частности параоксон, 

гидролизуются эффективнее и быстрее R-изоформой. Q-изоформа более 

активна относительно других субстратов фосфорорганической природы – 

дизаксона, зарина, зомана  [40]. Кроме того, замена глутамина на аргинин в 

положении 191 ведет к снижению сродства ЛПВП и параоксоназы 1, так как 

происходит изменение H2 альфа-спирали , которая участвует в связывании 

фермента с ЛПВП. То есть при наличии R изоформы параоксоназа 1 

находится в сыворотке в свободном состоянии, поэтому ее активность 

снижается [28]. В отношении защиты ЛПНП от ПОЛ более эффективным 

является генотип QQ, тогда как аллель R снижает антиоксилительную 

параоксоназную активность [41, 24].  Существует другой полиморфный 

вариант гена PON1 в кодирующей области, оказывающий влияние на 
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концентрацию и активность параоксоназы 1 независимо от варианта Q191R – 

L54M [24]. Аллель L сопровождается высоким уровнем мРНК и 

концентрации белка-фермента в плазме крови, а значит более высокой 

активностью по сравнению с аллелем М [42]. Таким образом, лица с 

генотипами RR191/LL54 имеют самую высокую активность фермента 

относительно субстрата параоксон [24]. В промоторной области гена PON1 

выделяют важную однонуклеотидную замену С(-108)Т, которая также 

оказывает влияние на ферментативные свойства параоксоназы 1.Так, аллель -

108Т ассоциирован с понижением транскрипции, в результате чего 

происходит снижение активности PON1 [42, 43]. Полиморфные варианты 

гена PON1 представлены на рисунке 5. 

 

 

 

 

 

 

  

Рисунок 5. Расположение полиморфных вариантов гена PON1 
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Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Характеристика обследуемых групп 

Исследование проводилось на двух группах пациентов. В первую группу 

вошли 69 мужчин, более трёх лет проработавших на предприятии, 

обеспечивающем хранение и утилизацию фосфорорганических соединений 

(38±5лет). Обследование проводили в клинике военно-полевой терапии 

Военно-медицинской академии им. С.М. Кирова в режиме стационарной 

военно-врачебной экспертизы в период 2009-2014. Во вторую группу вошли 

38 мужчин (38±7 лет), проходивших плановое обследование в клинике, то 

есть «химически интактных», и сопоставимых по соматическому и общему 

клиническому статусу с пациентами первой (контрольная группа). Помимо 

общего клинического обследования всем пациентам проводили 

ультразвуковое исследование (УЗИ) печени, а также 

эзофагогастродуоденоскопию (ЭГДС) с биопсией слизистой оболочки тела и 

антрального отдела желудка и луковицы двенадцатиперстной кишки. В 

таблице 1 представлены частоты встречаемости заболеваний органов 

пищеварительной системы в исследуемых группах.  

 

Таблица № 1 

Частотная характеристика диагностированных заболеваний органов 

пищеварительной системы в группе работников 

Группа Гастрит, n (%) Язва, n (%) Жировой гепатоз, n (%) 

Работники предприятий, по 

утилизации ФОС, N=68 

35 (51,5) 22 (32,4) 19 (27,9) 

 

2.2 Выделение геномной ДНК из лейкоцитов периферической крови 

человека 

Кровь собирали в пробирку, содержащую в качестве антикоагулянта 0,5 

М раствор ЭДТА рН 8,0 (из расчета 1 мг ЭДТА на 1 мл крови). Собранная 

таким образом кровь замораживалась и хранилась при -20°С. 
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К 500 мкл крови добавляли 500 мкл раствора Канкеля для лизиса 

эритроцитов (29 мM Tris-HCl pH 7.4, 10 мM NaCl, 3 мM MgCl2, 5% сахароза, 

1% тритон X100), инкубировали в течение 5 мин., осторожно перемешивая, и 

центрифугировали 10 мин. при скорости  5000 об./мин. Супернатант сливали 

и к осадку лейкоцитов добавляли 500 мкл раствора Канкеля. Осадок 

разбивали на вортексе. Смесь центрифугировали при тех же условиях, 

супернатант сливали.  К осадку добавляли 300 мкл раствора TNE для 

протеинкиназы К (0.01MTris-HCl, 0.01MNaCl, 0.01M ЭДТА рН8.0), 30мкл 

30% SDS и протеинкиназу К до конечной концентрации 100 мкг/мл. Смесь 

инкубировали в течение 2-3 часов при +50°С для протеолиза. 

Получившийся в результате протеолиза гомогенный раствор 

последовательно обрабатывали 300 мкл фенола, 300 мкл смеси фенол-

хлороформ в соотношении 1/1, 300 мкл хлороформа. После каждой 

экстракции в течение 10 мин. при аккуратном перемешивании смесь 

центрифугировали 10 мин. при скорости 5000 об./мин. и отбирали водную 

фазу (верхний слой). 

По окончании экстракции к водной фазе добавляли 1/10 объема 3М 

ацетата натрия и 2 объема 96% этанола. Осадок ДНК центрифугировали при 

скорости 10000 об./мин. в течение 10 мин. Затем осадок дважды промывали 

70% этанолом при тех же условиях центрифугирования, высушивали на 

воздухе и растворяли в 100 деионизированной воды. Выход ДНК в 

результате такой очистки составлял 50-100 мкг ДНК из 500 мкл цельной 

крови.  

2.3 Полимеразная цепная реакция (ПЦР) и рестрикционный анализ 

Для идентификации полиморфных аллелей в гене PON1 C(-108)T, 

Q191R, L54M использовали амплификацию соответствующих участков генов 

методом ПЦР с последующим рестрикционным анализом. Продукты ПЦР и 

рестрикционного анализа подвергали электрофоретическому разделению при 

30мА (150В) в полиакриламидном геле (ПААГ) соответствующей 

концентрации в трис-боратном буфере (0.9MTris-OH, 0.9M борная кислота, 
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20мM ЭДТА), продолжительность электрофореза определяли по движению в 

ПААГ красителей ксилен-цианола и бромфенолового синего, входящих в 

состав буфера для нанесения проб (водный раствор 0.25% ксилен-цианола, 

0.25% бромфенолового синего, 30% глицерина), результаты визуализировали 

в ультрафиолете после окрашивания бромистым этидием [44]. 

Амплификацию проводили на амплификаторе «Терцик» (термостат 

программируемый четырехканальный для проведения ПЦР анализа ТП4-

ПЦР-01 – «Терцик» при помощи термостабильных Taq-полимеразы (Силекс, 

Россия) и Taq-M-полимеразы (Алкор-Био, Россия).  

2.3.1 Идентификация аллельных вариантовC(-108)T гена PON1 

Для идентификации аллельных вариантов С(-108)T в промоторной 

области гена PON1 использовали метод, описанный ранее [45]. Для 

амплификации необходимого фрагмента были синтезированы два праймера 

(Синтол, Россия): 

5’-CGCCTTCTGTGCACCTGGTCGGCCC-3’ – верхний праймер 

5’-GGCAGCGCCGATTGGCCCGCCGC-3’ – нижний праймер 

ПЦР проводили с 0,5-1 мкг геномной ДНК в объеме 15 мкл. 

Амплификационная смесь состояла из 16,6 мМ (NH4)2SO4; 67 мМTris-HCl, 

pH 8,8; 1,5 мМ MgCl2; 0,01% Tween 20; 0,2 мМ каждого dNTP; 1,5 мкМ 

каждого праймера и 1 ед. Taq-полимеразы фирмы Sileks (Россия). Сверху 

наносили 25 мкл вазелинового масла для предотвращения испарения 

раствора. 

После первоначальной денатурации при 95
о
С в течение 15 мин. (hot 

start) 35 циклов амплификации проводили в следующем температурно-

временном режиме: плавление 92
о
С– 1мин., отжиг 67

о
С – 1мин., синтез 72

о
С 

– 1мин. После завершения 35 циклов амплификации проводили 

заключительный синтез при 72
о
С в течение 7мин. В результате 

амплификации получали ПЦР продукт размером 77 п.н.  
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Для проведения рестрикционного анализа ПЦР продукт, инкубировали с 

1 ед. эндонуклеазы Hin6I (фирма «Fermentas», Литва) в буфере Tango (yellow) 

(фирма «Fermentas», Литва), содержащем: 33 mMTris-ацетат (pH 7.9 при 

37°C); 10 mM магний-ацетат; 66 mM калий-ацетат; 1 mg/mlBSA, при +37˚С в 

течение ночи. В результате рестрикционного анализа в случае аллеля(-108)С 

получали фрагменты ДНК длиной 53 н.п. и 24 н.п. В случае аллеля (-108)Т 

сайт узнавания для эндонуклеазы Hin6I отсутствует, поэтому получали один 

фрагмент длиной 77 п.н. Фрагменты ДНК подвергали электрофоретическому 

разделению в 12% ПААГ с последующей окраской этидием бромидом и 

визуализацией в ультрафиолете (Рис. 5). 

 

Рис.6. 1) маркер молекулярного веса pВR/BsuRI, 2) нерезанныйамплификат, 3) 

гомозигота (-108)ТТ, 4) гетерозигота (-108)СТ, 5) гомозигота (-108)СС, 6) маркер 

молекулярного веса pВR/AluI. 

2.3.2 Идентификация аллельных вариантов Q191Rгена PON1 

Для идентификации аллельных вариантов Q191R в кодирующей области 

гена PON1 использовали метод, описанный ранее [46]. Для определения 

аллельных вариантов Q191R использовали следующие праймеры (Синтол, 

Россия): 

5’-TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3’ –верхний праймер 

5’-CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3’ –нижний праймер 

Состав амплификационой смеси был аналогичен  выше описанному. 

ПЦР проводили по вышеописанной схеме. Температура отжига праймеров 



21 
 

была 68

С. В результате амплификации получался фрагмент размером 99 п.н. 

Рестрикционный анализ позволяет различить аллели 191Q и 191R. 

Рестриктаза MboI режет аллель 191Q на два фрагмента 40 п.н. и 59 п.н. 

(Рис.4). Аллель 191R содержит дополнительный сайт рестрикции для MboI, 

образующийся в результате транзиции A→G. Поэтому аллель 191R режется 

рестриктазой MboI на фрагменты 40 п.н., 31 п.н. и 28 п.н. (Рис.2). 

 

5’   TATT…GATC…AATC…CGTG   3’     аллель 191Q 

40 п.н.59 п.н. 

 

5’   TATT…GATC…GATC…CGTG   3’   аллель 191R 

40 п.н.28 п.н.           31 п.н. 
Рис.7 Положение сайтов рестрикции для эндонуклеазы MboI в случае аллелей 191Q 

и 191R гена PON1.  

Для определения наличия аллельных вариантов ПЦР продукт 

инкубировали с эндонуклеазой MboI (фирма «Fermentas», Литва) (2ед.) в 

буфере R (red) (фирма «Fermentas», Литва) следующего состава: 10 mM Tris-

HCl (pH 8.5 при 37°C); 10 mM MgCl2; 100 mM KCl; 0,1 mg/mlBSA при 37С в 

течение ночи. Продукты рестрикции анализировали в 12% 

полиакриламидном геле (Рис.6). 

 

Рис.8. 1) гетерозигота 191QR, 2) гомозигота 191QQ, 3) гомозигота 191RR, 4) 

нерезаныйамплификат, 5) маркермолекулярноговеса pВR/BsuRI. 

2.3.3 Идентификация аллельных вариантов L54Mгена PON1 

 Для идентификации аллельных вариантов L54M в кодирующей области 

гена PON1 использовали метод, описанный ранее [47]. Для определения 
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аллельных вариантов L54M использовали следующие праймеры (Синтол, 

Россия): 

5’-TGACAAGTCTGTGCAATTGGA-3’ – верхний праймер 

5’- GGCTTAAACTCAGCCACACC-3’ –нижний праймер 

Состав амплификационой смеси был аналогичен  вышеописанному. 

ПЦР проводили по вышеописанной схеме. Температура отжига праймеров 

была 52

С. В результате амплификации получался фрагмент размером 128 

п.н. Рестрикционный анализ позволяет различить аллели 54L и 54M. 

Рестриктаза NcoI не режет аллель 54L , но режет аллель 54M на фрагменты 

99 п.н. и 29 п.н. Фрагменты ДНК подвергали электрофоретическому 

разделению в 10% ПААГ с последующей окраской этидием бромидом и 

визуализацией в ультрафиолете (Рис.7). 

 

Рис.9. 1)нерезаный амплификат, 2) маркер молекулярного веса pВR/BsuRI, 3) 

гетерозиготаL54M, 4)гомозигота 54MM, 5) гомозигота 54LL 

 

2.4 Измерение активности параоксоназы 1 

Активность параоксоназы 1 в сыворотке крови измеряли кинетическим 

методом с параоксоном в качестве субстрата на спектрофотометре SmartSpec-

Plus (BioRad, США), используя одноразовые кюветы с длиной оптического 

пути 1 см. Конечная концентрация параоксона в рабочем буфере (100 mmol/L 

Tris HCl pH=8.0, 2 mmol/L CaCl2) была 1.2 mmol/L. Измерение оптической 

плотности проводили в течение 4 мин с шагом 30 сек при длине волны 412 нм 

при комнатной температуре (25°С), наблюдали нарастание оптической 

плотности во времени вследствие гидролиза параоксона и накопления 
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продукта реакции – р-нитрофенола. За единицу активности фермента 

принимали 1 nmol р-нитрофенола, образующегося в мин на 1 мл сыворотки 

крови. Расчет активности фермента проводили по формуле:  =(∆× )/  , где ∆ 

- изменение оптической плотности за 1 минуту, K – коэффициент разведения, 

равный 50 (20 мкл сыворотки на 1000 мкл), e = 0.017 мл/(нМ*см) 

коэффициент молярной экстинции. 

2.5 Статистический анализ 

Статистическую обработку данных провели при помощи пакета 

программ SPSS 22.0. Для сравнения частот генотипов в исследуемых 

группах  был использован критерий 
2
. Показатели, полученные в различных 

группах, сравнивали с помощью непараметрического метода U-теста Манна-

Уитни (p<0,05) принимали за значимый уровень достоверности.  
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Частоты встречаемости генотипов полиморфных вариантов Q191R, C(-

108)T, L54M гена PON1 в исследованных группах представлены в таблице 2.  

Распределение генотипов вариантов Q191R, L54M и C(-108)T гена PON1 

в группе работников, обеспечивающих хранение и утилизацию ФОС, 

достоверно не отличалось от распределения в контрольной группе. 

 

Таблица № 2 

Частоты полиморфных вариантов гена PON1 в группе работников 

предприятий и в контрольной группе 

Полиморфный 

вариант 

Контрольная группа, N=37 Работники 

предприятий, N=68 

р 

  Количество,(N) Частота,(%) Количество, 

(N) 

Частота, 

(%) 

 

 

Q191R 

QQ 26 70,3 38 55,9  

p>0,05 QR 10 27,0 23 33,8 

RR 1 2,7 7 10,3 

 

L54M 

LL 19 51,4 29 42,7  

p>0,05 LM 17 45,9 30 44,1 

MM 1 2,7 9 13,2 

 

C(-108)T 

CC 11 31,4 18 26,4  

p>0,05 CT 11 31,4 31 45,5 

TT 13 37,2 13 19,1 

 

3.1. Зависимость активности PON1 от генотипов полиморфных 

вариантов Q191R, L54M, C(-108)T гена PON1 

При анализе активности PON1 среди всех испытуемых было показано 

влияние исследованных полиморфных вариантов Q191R и L54M гена PON1 

на активность параоксоназы 1 относительно субстрата параоксон. 

Увеличение активности параоксоназы 1 ассоциировано с наличием аллеля R 

варианта Q191R (р=0.000, Рис.10) и аллеля L варианта L54М (р=0.001, 

Рис.11). Влияния полиморфного варианта C(-108)T на активность PON1 

выявлено не было.  
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Рисунок 10. Зависимость активности PON1 от генотипов полиморфного варианта Q191R 

гена PON1. Ось абсцисс – исследуемые генотипы; ось ординат – активность PON1 

(нмоль/мл). 

 

 

Рисунок 11. Зависимость активности PON1 от генотипов полиморфного варианта L54M 

гена PON1. Ось абсцисс – исследуемые генотипы; ось ординат – активность PON1 

(нмоль/мл) 

В предыдущих исследованиях было показано, что низкий уровень 

параоксоназы 1 в сыворотке крови сопровождается пониженной 
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способностью фермента метаболизировать ФОС [48]. Известно, что 

полиморфные варианты гена PON1 в кодирующей и промоторной областях 

оказывают влияние на активность фермента и его концентрацию в сыворотке 

крови  [49, 50, 51]. Наше исследование показало, что активность 

определяется генотипами полиморфных вариантов Q191R, L54M по гену 

PON1, что согласуется с результатами предыдущих исследований [52, 41]. В 

работе Leviev и James было показано ,что вариант промоторной области С(-

108)Т связан с экспрессией гена PON1, тем самым также ассоциирован с 

активностью параоксоназы 1 [42]. Необходимо отметить, что на активность 

фермента, кроме наличия определенных генотипов, может влиять 

потребление алкоголя (однако все обследуемые отрицали злоупотребление 

алкоголем и не употребляли его накануне исследования) и ряд факторов: 

диета, прием лекарственных препаратов, наличие заболеваний, курение.  

3.2. Влияние контакта с ФОС на активность PON1 в зависимости от 

генотипов полиморфных вариантов гена PON1 

Наше исследование показало, что у группы лиц, более 3-х лет 

проработавших на предприятии, обеспечивающем хранение и утилизацию 

ФОС, наблюдается повышение активности PON1 по сравнению с 

индивидуумами, которые не имели контакта с данным классом соединений 

(p<0,05, Рис.12). Однако, в соответствии с нашими данными, повышение 

активности фермента наблюдается не у всех индивидуумов, а зависит от 

генотипов определенных полиморфных вариантов гена PON1. Показано 

статистически значимое увеличение активности фермента (p<0,02) у 

работников предприятий, обеспечивающих хранение и утилизацию ФОС, 

которые являются носителями генотипа LL варианта L54M гена PON1 по 

сравнению с носителями данного генотипа в контрольной группе (Рис.13). 

Статистически значимое увеличение активности PON1 было 

продемонстрировано для работников предприятий по утилизации ФОС, 

которые являются носителями аллеля С полиморфного варианта C(-108)T по 

гену PON1 (р=0.005), по сравнению с представителями контрольной группы, 
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являющихся носителями данного аллеля (Рис.14). Достоверного изменения 

активности PON1 между группами в зависимости от генотипов 

полиморфного варианта Q191R не наблюдалось, так как активность PON1 

повышалась у работников предприятий по утилизации ФОС независимо от 

варианта Q191R. 

 

Рисунок 12.  Уровень PON1 у работников предприятий по утилизации ФОС и лиц 

контрольной группы. Ось абсцисс – исследуемые группы; ось ординат – активность PON1 

(нмоль/мл). 

 

Рисунок 13. Уровень активности PON1 у лиц, являющихся носителями генотипа LL 

полиморфного варианта L54M гена PON1. Ось абсцисс – исследуемые группы; ось 

ординат – активность PON1 (нмоль/мл). 
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Рисунок 14. Уровень активности PON1 у лиц, являющихся носителям аллеля С 

полиморфного варианта С(-108)Т гена PON1. Ось абсцисс – исследуемые группы; ось 

ординат – активность PON1 (нмоль/мл). 

Наши результаты согласуются с данными полученными Lacasana с 

соавторами, которые показали сезонную активацию PON1 у работников 

фермерских хозяйств, распыляющих ФОС – содержащие пестициды [53]. В 

этом исследовании была показана активация фермента в период дождей, 

когда контакт с ФОС максимален. В этот же период фиксировался 

максимальный уровень метаболитов ФОС в моче. Новизна данной работы 

заключается в том, что при длительном контакте индивидуумов с ФОС 

активность PON1 изменяется по сравнению с лицами, не имевшими контакта 

с ФОС лишь при наличии определенных генотипов полиморфных вариантов 

гена PON1, а именно, у носителей генотипов LL варианта L54M, и носителей 

аллеля С варианта C(-108)T. Указанные генетические варианты и ранее были 

ассоциированы с более высокой активностью фермента, и таким образом 

потенциально могут защищать от токсического действия ФОС. 

Следовательно, целесообразно было проверить различается ли активность 

PON1 у индивидуумов, у которых обнаружена язва или гастрит, являющихся 

носителями генотипа LL варианта L54M, носителями аллеля С варианта С(-

108)Т, и лиц, у которых не обнаружены заболевания пищеварительной 

системы. 
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3.3. Развитие заболеваний пищеварительной системы в зависимости от 

активности PON1 и генотипов полиморфных вариантов гена PON1 

Частоты встречаемости генотипов полиморфных вариантов гена PON1 в 

группе работников, контактировавших с ФОС, у лиц с заболеваниями 

пищеварительной системы и с отсутствием таковых представлены в таблице 

3. 

Таблица № 3 

Частоты генотипов полиморфных вариантов гена PON1 у лиц с 

заболеваниями пищеварительной системы и отсутствием таковых, 

представителей группы работников по утилизации ФОС 

  Работники с 

заболеваниями 

пищеварительной 

системы
1
,N=48 

Работники с отсутствием 

заболеваний 

пищеварительной 

системы, N=20 

р 

L54M LL, n (%) 22 (46) 7 (35) 0,12  

LL+LM, n (%) 26 (54) 13 (65) 

C(-

108)T 

CC+CT, n (%) 35 (73) 14 (70) 0,70  

TT, n (%) 13 (27) 6 (30) 

Q191R QQ, n (%) 26 (54) 12 (60) 0,41  

QR+RR, n (%) 22 (46) 8 (40) 

 

Для получения более точных результатов необходимо проанализировать 

каждый полиморфный вариант гена PON1отдельно и оценить риски развития 

заболеваний пищеварительной системы в зависимости от носительства 

определенного генотипа. 

3.3.1 Развитие заболеваний пищеварительной системы в зависимости от 

активности PON1 и генотипов варианта L54M гена PON1 

Распределение генотипов варианта L54M в подгруппе работников с 

заболеваниями пищеварительной системы достоверно не отличалось от 

распределения генотипов в подгруппе работников с отсутствием таковых 

заболеваний.  Однако в работе You с соавт. в результате мета-анализа данных 

различных исследований было установлено, что наличие генотипа 54LL 

                                                           
1
 Язва, гастрит, гепатоз 
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является фактором риска в отношении токсичности ФОС [54]. 

Следовательно, отсутствие ассоциации варианта L54M с заболеваниями 

пищеварительной системы не исключает возможного вклада данного 

варианта в патогенез других заболеваний, которые могут развиваться на фоне 

интоксикации ФОС. 

3.3.2 Развитие заболеваний пищеварительной системы в зависимости от 

активности PON1 и генотипов варианта Q191R гена PON1 

Распределение генотипов варианта Q191R в подгруппе работников с 

заболеваниями пищеварительной системы достоверно не отличалось от 

распределения генотипов в подгруппе работников с отсутствием таковых 

заболеваний. Таким образом, генотипы варианта Q191R не вносят вклад в 

риск развития заболеваний пищеварительной системы при длительном 

контакте с ФОС. 

Однако нами было показано, что у работников предприятий, 

обеспечивающих хранение и утилизацию ФОС, у носителей R аллеля 

варианта Q191R больных жировым гепатозом печени активность PON 1 

выше, чем у лиц, не страдающих этим заболеванием (p<0.03) (Рис. 15).  

 

 

Рисунок 15. Уровень активности PON1 у работников предприятий, являющихся 

носителями аллеля R варианта Q191R гена PON1. Ось абсцисс – наличие/отсутствие 

заболевания; ось ординат – активность PON1 (нмоль/мл). 
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Полученный нами результат согласуется Ferré с соавт., которые изучали 

влияние активности параоксоназы 1 и полиморфных вариантов гена PON1 на 

течение хронического гепатита С. Для патогенеза хронического гепатита 

характерно образование в печени свободных радикалов и усиление ПОЛ, 

тогда как PON1 способна предотвращать ПОЛ, причем с разной 

эффективностью в зависимости от генотипа. Аллель R ассоциирован с 

низкой способностью PON1 защищать липиды от окисления: способность 

фермента предотвращать ПОЛ обратно пропорциональна его активности в 

отношении гидролиза параоксона [28]. Логично, что более высокая частота 

аллеля191R характерна для пациентов с гепатитом. Можно предположить, 

что у работников-носителей аллеля R, активность которого в отношении 

предотвращения ПОЛ минимальна, более интенсивно происходит 

накопление окисленных липидов в печени и последующее замещение 

гепатоцитов жировыми клетками, то есть развивается гепатоз. 

3.3.3 Развитие заболеваний пищеварительной системы в зависимости от 

активности PON1 и генотипов варианта C(-108)T гена PON1 

Из таблицы 3 следует, что частоты генотипов в группе работников, 

обеспечивающих хранение и утилизацию ФОС, не отличаются при 

наличии/отсутствии заболеваний органов пищеварительной системы. 

Достоверных отличий активности PON1 между лицами, у которых развились 

заболевания и лицами, у которых заболевания не развились, ни в группе 

работников предприятий, обеспечивающих хранение и утилизацию  ФОС, 

найдено не было.  

Таким образом, учитывая тот факт, что вариант С(-108)Т расположен в 

промоторной области, можно сказать, что С(-108)Т влияет только на 

концентрацию фермента в сыворотке крови человека. То есть повышение 

активности PON1 у носителей аллеля С, по всей видимости, происходит из-за 

активации экспрессии гена PON1 вследствие длительного контакта с ФОС. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferr%C3%A9%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15993873
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящем исследование было изучено влияние долговременной 

работы на предприятии, обеспечивающем хранение и утилизацию 

фосфорорганических соединений на активность фермента параоксоназы 1 в 

зависимости от генотипов полиморфных вариантов гена PON1, а также были 

изучены влияние PON1 на развитие заболеваний органов пищеварительной 

системы.  

Было показано, что активность параоксоназы 1 определяется генотипами 

полиморфных вариантов Q191R, L54M, C(-108)T гена PON1, что согласуется 

с данными полученными ранее. Высокая активность параоксоназы 1 

ассоциирована с наличием аллеля R варианта Q191R и аллеля L варианта 

L54М.  

Кроме того, было впервые показано, что при долговременной работе на 

предприятиях по утилизации ФОС происходит повышение активности PON1. 

Долговременная работа на предприятиях, обеспечивающих хранение и 

утилизацию ФОС, приводит к увеличению активности параоксоназы 1 по 

сравнению с контрольной группой. Нами впервые было показано, что 

увеличение активности PON1 определяется генотипами полиморфных 

вариантов гена PON1, а именно, генотипа LL варианта L54M и аллеля С 

варианта С(-108)Т гена PON1. 

Мы не выявили влияния полиморфных вариантов Q191R, L54M, C(-

108)T гена PON1 на риск развития заболеваний пищеварительной системы. 

Однако было показано, что среди работников-носителей аллеля 191R, у 

которых развился жировой гепатоз, наблюдается увеличение активности 

параоксоназы 1 относительно субстрата параоксон по сравнению с лицами, у 

которых данное заболевание отсутствует, что способствует развитию 

жирового гепатоза.  
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ВЫВОДЫ 

1. Активность параоксоназы 1 определяется полиморфными вариантами 

Q191R,L54M гена PON1. Более высокая активности параоксоназы 1 

ассоциировано с наличием аллеля R варианта Q191R и аллеля L 

варианта L54М.  

2. У индивидуумов более трех лет проработавших на предприятиях,  

обеспечивающих хранение и утилизацию фосфорорганических 

соединений, наблюдается увеличение активности PON1 по сравнению 

с представителями контрольной группы. Увеличение активности PON1 

характерно для носителей генотипа LL варианта L54M и носителей 

аллеля С варианта С(-108)Т. 

3. Генотипы полиморфных вариантов L54M, Q191R и C(-108)T не влияют 

на развитие заболеваний пищеварительной системы у работников 

предприятий, обеспечивающих хранение и утилизацию 

фосфорорганических соединений.  

4. У работников предприятий по утилизации ФОС, являющихся 

носителями аллеля 191R, более высокая активность параоксоназы 1 

наблюдалась у лиц с жировым гепатозом по сравнению с 

индивидуумами, у которых данное заболевание не развилось.  
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