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АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
МТ2А И МТ3 В ПЕЧЕНИ 
И ПОЧКАХ КРЫС В ОТВЕТ 
НА ОТРАВЛЕНИЕ ХЛОРИДОМ 
КАДМИЯ

УДК 546.47.49:615.099

Цель работы - изучить экспрессию генов металлотионеина в печени и почках крыс при 
остром отравлении кадмием. Моделирование отравления хлоридом кадмия проводили на 
белых беспородных крысах женского пола, разделенных на 4 группы в зависимости от 

дозы введенного токсиканта. В качестве материалов исследования использовали образцы РНК, 
выделенные из печени и почек крыс. Кратность экспрессии гена МТ3 в почках повышалась 
при наименьшей дозе CdCl2, которая была использована в данном эксперименте (0,029 мг/
кг), с увеличением дозировки уровень экспрессии снижался, но не ниже показателей контро-
ля. Анализ экспрессии этого же гена в печени показал наличие тенденции к снижению со-
держания транскриптов при увеличении дозы. Кратность экспрессии гена МТ2A при более 
высоких дозах CdCl2 повышалась как в печени, так и в почках. В представленной работе были 
выявлены статистически значимые дозозависимые изменения кратности экспрессии генов 
металлотионеина через 24 часа после введения CdCl2. Обнаруженные нами различия в уровне 
транскрипционной активности генов металлотионеина требуют дальнейшего исследования, так 
как вероятно, существуют различия в уровне экспрессии генов на более ранних и более поздних 
сроках действия токсиканта.
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дозозависимое изменение экспрессии.
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Введение. Кадмий (Cd), как фактор загрязне-
ния окружающей среды, является одним из наи-
более токсичных тяжелых металлов для боль-
шинства филогенетических групп позвоночных 
и оказывает негативное влияние на многие фи-
зиологические и биохимические процессы в ор-
ганизме. Вследствие высокой способности Cd 
накапливаться в тканях, активировать процес-
сы генерации активных форм кислорода (АФК), 
индуцировать процессы перекисного окисления 
липидов, блокировать сульфгидрильные и ами-
ногруппы белков, в том числе и ферментов-анти-

оксидантов, многие типы клеток обладают высо-
кой чувствительностью к ионам кадмия даже в 
низких концентрациях [1]. У млекопитающих ос-
новными местами накопления кадмия являются 
почки, печень, легкие, кости, мозг и органы ре-
продуктивной системы [2].

Точный механизм, посредством которого Cd 
накапливается в клетках, остается неясным, од-
нако, считается, что важную роль в процессе 
клеточного поглощения Cd играют нарушение 
регуляции гомеостаза переходных металлов с ис-
пользованием систем клеточной транспортиров-
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ки жизненно-важных элементов [3]. В силу того, 
что ионы кадмия проявляют высокое сродство 
к сульфгидрильным группам их потенциальны-
ми мишенями могут являться белки «цинково-
го пальца». Они представляют собой семейство 
белков, где цинк образует комплекс через четыре 
инвариантных остатка цистеина и / или гистиди-
на, образуя домен цинкового пальца, который в 
основном участвует в связывании ДНК и в меж-
белковых взаимодействиях [4]. Было выявлено, 
что взаимодействие ионов токсичных металлов 
с цинк-связывающими белковыми доменами мо-
жет привести к вытеснению цинка (Zn) ионами 
Cd, образованию смешанных комплексов, непол-
ной координации ионов Cd, а также окислению 
остатков цистеина в металлсвязывающем доме-
не [5].

Поглощенный Cd связывается с металлотио-
неином (МТ) - богатым цистеином белком, обра-
зующим комплекс Cd-MT в печени. Образовав-
шийся комплекс медленно выделяется из печени 
в кровоток и достигает почек; из-за небольшого 
размера MT, комплекс легко фильтруется через 
клубочки и реабсорбируется эпителиальными 
клетками проксимального отдела канальцев по-
средством эндоцитоза. МТ разлагается в эндосо-
мах, и высвобождающийся свободный кадмий в 
цитозоле генерирует АФК [7]. Известно, что мо-
дификации ДНК происходят из-за окислительно-
го повреждения, вызванного кадмием [8].

В работе ряда авторов было показано, что при 
воздействии CdCl2 в дозе от 15 до 30 мг/кг он вли-
яет на пролиферацию и дифференцировку кле-
ток, прогрессирование клеточного цикла, синтез 
ДНК и апоптоз. Кроме того, было обнаружено, 
что важным геномным эффектом кадмия явля-
ется ингибирование репарации ДНК, приводя-
щее к нестабильности генома, активации про-
тоонкогенов, изменению метилирования ДНК, 
дисрегуляции экспрессии генов и, как следствие, 

к окислительному стрессу и канцерогенезу [9, 10, 
11].

Целью данного исследования явилось изуче-
ние экспрессии генов металлотионеина в печени 
и почках крыс при остром отравлении хлоридом 
кадмия.

Материалы и методы исследования. Всего 
в опытах использовано 35 белых беспородных 
крыс (30 голов в экспериментальной группе и 5 
- в контрольной) массой  210–280 г. Условия со-
держания и кормления были одинаковы для всех 
групп животных. При уходе за животными, пи-
тании и проведении экспериментов руководство-
вались базисными нормативными документами: 
Рекомендациями комитета по эксперименталь-
ной работе с использованием животных при 
Минздраве России, рекомендациями ВОЗ, реко-
мендациями Европейской конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых для экс-
периментальных и других целей. Острое отрав-
ление кадмием моделировали путем однократ-
ного перорального введения крысам водного 
раствора CdCl2 (дихлорид кадмия) в дозе 0,029 
мг/кг, 0,29 мг/кг и 2,9 мг/кг массы тела. Живот-
ным контрольной группы перорально вводили 
воду. Кусочки печени и почек сразу после дека-
питации и вскрытия замораживали жидким азо-
том и заливали ExtractRNA (ЗАО Евроген). Для 
определения функционального состояния пече-
ни и почек использовались следующие методы: 
экстракция тотальной РНК тризолом, обратная 
транскрипция и анализ экспрессии генов про-
водили методом ПЦР-амплификации в режи-
ме реального времени на приборе RotorGene 
(QIAGEN) с использованием олигонуклеотид-
ных специфичных праймеров фирмы «Евро-
ген», содержащих интеркалирующий краситель 
SYBRGreen. Нормирование уровня экспрессии 
проводили по гену GAPDH. Сравнительный 
анализ количественных данных проводили с по-

мощью критерия (t) Стьюдента и одно-
факторного дисперсионного анализа 
(ANOVA). Результаты считали стати-
стически значимыми при p < 0,05. 

Результаты и обсуждение. Анализ 
представленности транскриптов гена 
МТ2А в почках при пероральном вве-
дении CdCl2 показал следующие резуль-
таты. При введении минимальной дозы 
CdCl2 (0,029 мг/кг) кратность экспрессии 
снижается (-0,54±0,66; -1,81±0,41; F=0,68; 
p=0,74), однако, в интервале доз от 0,029 
мг/кг до 2,9 мг/кг экспрессия плав-
но повышается (-1,81±0,41; -1,06±0,87; 
-0,45±0,88; p=0,883). 

Анализ кратности экспрессии того же 
гена в печени показал несколько иную 
картину в виде скачкообразного сни-

Рис. 1. Кратность экспрессии гена МТ2А в почках при пероральном 
введении раствора CdCl2 через 24 часа
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жения и повышения уровня экспрессии. При до-
зе 0,029 мг/кг она была ниже значения контро-
ля (-1,32±1,32; -1,76±0,38; F=5,22; p=0,987). Затем 
при дозе 0,29 мг/кг уровень экспрессии резко 
возрастает, достигая своего максимального зна-
чения (-1,76±0,38; 2,26±0,97; p=0,005). При увели-
чении дозировки от 0,29 мг/кг до 2,9 мг/кг вновь 
происходит уменьшение кратности экспрессии 
(2,26±0,97; 0,26±0,74; p=0,276), однако ее уровень 
остается выше показателей контроля (p=0,636).

Анализ представленности транскриптов гена 
МТ3 в почках показал следующие результаты. 
При воздействии CdCl2 в дозе 0,029 мг/кг уровень 
экспрессии был гораздо выше значения контро-
ля (-0,35±0,54; 3,60±0,62; F=6,66; p=0,019). Одна-
ко на промежутке доз от 0,029 мг/кг до 0,29 мг/кг 
происходит спад (3,60±0,62; -0,14±0,75; p=0,006) с 
последующим повышением представленности 
транскриптов при достижении дозы 2,9 мг/кг 
(-0,14±0,75; -0,1±0,86; p=1,000). 

Рис. 3. Кратность экспрессии гена МТ3 в почках при пероральном 
введении раствора CdCl2 через 24 часа

Рис. 2. Кратность экспрессии гена МТ2A в печени при пероральном 
введении раствора CdCl2 через 24 часа

При анализе изменения экспрес-
сии гена МТ3 в печени было отме-
чено, что с увеличением дозы CdCl2 
происходит снижение содержания 
соответствующих транскриптов 
(3,64±0,62; -7,07±0,46; -12,88±1,34; 
-14,48±0,91; F=17,59; p=0,001).

Согласно данным литерату-
ры, кадмий вызывает истощение 
глутатионовой и белково-свя-
занной сульфгидрильных групп, 
что приводит к ускоренному об-
разованию АФК, таких как супе-
роксидный ион, гидроксильные 
радикалы и пероксид водорода, 
которые в свою очередь вызы-
вают повреждение мембранного 
белка и нарушение работы анти-
оксидантной системы клеточных 
органелл (необходимо вставить 
ссылки). Воздействие кадмия при-
водит также к повреждению ДНК, 
и соответственно может оказы-
вать влияние на экспрессию генов 
и апоптоз. Если клетки не восста-
навливаются после воздействия 
Cd-индуцированных АФК, они 
подвергаются различным видам 
деструкции. Микромолекулярные 
концентрации кадмия приводят к 
пролиферации или замедленному 
апоптозу, промежуточные кон-
центрации Cd (10 мкМ) вызывают 
различные типы апоптотической 
гибели клеток, а концентрации 
более > 50 мкМ Cd приводят к не-
крозу [3, 12]. 

Повреждение ДНК, вызванное Cd-индуциро-
ванными АФК, нелегко исправить, так как кад-
мий вмешивается во все системы репарации 
ДНК. Многие белки, участвующие в системах 
репарации ДНК, содержат Zn-связывающие бел-
ки, которые могут непосредственно разрушать-
ся кадмием [3]. Разрушение структур «цинково-
го пальца» может привести к вмешательству во 
множественные клеточные процессы, вовлечен-
ные в экспрессию генов, регуляцию роста и под-
держание целостности генома [5].

Изучая кратность экспрессии гена MT2A, мы 
наблюдали снижение ее уровня относительно 
контроля при малых дозах CdCl2 как в почках 
(p=0,573), так и в печени (p=0,006). Однако было 
отмечено, что с последующим повышением до-
зы CdCl2 увеличивалась и кратность экспрессии 
MT2A, что, может быть, связано с началом рабо-
ты антиоксидантной системы в ответ на окисли-
тельный стресс, либо с нарушением нормального 
функционирования клетки [6].
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Кадмий обладает способностью изменять ак-
тивность биологических молекул, связываясь с 
азот-, кислород- или серосодержащими группа-
ми, что в конечном итоге приводит к наруше-
нию нормальной работы клеток [13]. Дисфунк-
ция MT2A может быть связана с блокировкой 
высвобождения цинка и снижением его внутри-
клеточной концентрации, что приводит к повы-
шенному риску окислительного повреждения 
[14]. 

При анализе кратности экспрессии гена МТ3 
в почках было установлено резкое повышение 
уровня экспрессии при дозе 0,029 мг/кг CdCl2 и 
небольшие повышения при более высоких до-
зах (p=0,002). Вероятно, при при дозе 0,029 мг/кг 
CdCl2 повреждения клеточных структур не до-
стигают критического уровня и еще поддаются 
репарации, однако с увеличением дозы это стано-

вится невозможным, и в клетке за-
пускается процесс апоптоза. 

Анализ гена МТ3 в печени позво-
лил установить неуклонное сниже-
ние содержания транскриптов с по-
вышением дозы CdCl2 (p=0,001).

Печень, в связи с существенной 
ролью в детоксикации кадмия осо-
бенно уязвима для повреждений, 
вызванных этим ксенобиотиком. 
Последние эпидемиологические и 
экспериментальные данные пока-
зывают, что даже низкое (1-5 мг 
Cd/кг) воздействие кадмия созда-
ет риск повреждения печени [15, 
16]. Клеточные и внутриклеточ-
ные мембраны были признаны ми-
шенями для повреждающего дей-
ствия данного тяжелого металла, 

а перекисное окисление липидов рассматрива-
ется, как важный механизм его гепатотоксич-
ности. Окислительное повреждение клеточных 
макромолекул способно привести к серьезному 
повреждению гепатоцитов, а в последующем к 
морфологическим и функциональным измене-
ниям в печени, что может иметь пагубные по-
следствия для организма [17]. 

Заключение. В представленной работе были 
выявлены статистически значимые дозозави-
симые изменения кратности экспрессии генов 
металлотионеина через 24 часа после введения 
CdCl2. Обнаруженные нами различия в уровне 
транскрипционной активности генов металлоти-
онеина требуют дальнейшего исследования, так 
как, вероятно, существуют различия в уровне 
экспрессии генов на более ранних и более позд-
них сроках действия токсиканта.

Рис. 4. Кратность экспрессии гена МТ3 в печени при пероральном 
введении раствора CdCl2 через 24 часа
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The aim of this study was to investigate the expression of metallothionein genes in the liver and kidneys of rats 
with acute cadmium poisoning.

Simulation of poisoning with cadmium chloride was carried out on white outbred female rats, divided into 4 
groups depending on the dose of the injected toxicant. RNA samples isolated from rat liver and kidneys were used 
as research materials.

The multiplicity of expression of the MT3 gene in the kidneys increased at the lowest dose of CdCl2, which was 
used in this experiment (0.029 mg / kg); with increasing dosage, the expression level decreased, but not lower than 
the control values. Analysis of the expression of the same gene in the liver showed a tendency towards a decrease 
in the content of transcripts with increasing dose. The frequency of expression of the MT2A gene at higher doses 
of CdCl2 increased both in the liver and in the kidneys.

In the present work, statistically significant dose-dependent changes in the expression multiplicity of 
metallothionein genes were detected 24 hours after CdCl2 administration. The revealed differences in the level of 
transcriptional activity of metallothionein genes require further investigation, since there are probably differences 
in the level of gene expression at earlier and later periods of toxicant action.
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