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Введение. Кадмий входит в число наиболее токсичных тяжёлых металлов, широко распространённых в окружающей среде. 
Он обладает длительным периодом полураспада, приводя к накоплению его в различных органах, что в свою очередь является 
причиной возникновения многих неблагоприятных последствий для здоровья человека.
Материал и методы. Моделирование острого токсического отравления хлоридом кадмия производили на белых беспо-
родных крысах мужского пола, разделённых на группы в зависимости от времени экспозиции. В качестве материалов 
исследования использовали образцы тканей печени и почек, в гомогенате которых определяли уровень мРНК генов метал-
лотионеинов.
Результаты. Установлено, что максимальное значение кратности экспрессии гена МТ1 в печени достигалось спустя 6 ч 
(16,36 ± 0,77; p < 0,001), а в почках по прошествии суток после интоксикации хлоридом кадмия (6,12 ± 0,43; p < 0,001). Актив-
ность гена МТ2 в печени была наиболее выраженной в интервале 2–4 ч (14,35 ± 1,73; 14,78 ± 1,44; p < 0,001), в то время как в 
почечных тканях увеличение количества мРНК зафиксировано спустя 24 ч (7,32 ± 0,63; р < 0,001). Уровень транскриптов гена 
МТ3 в тканях печени был понижен на всём протяжении эксперимента, однако в почечной ткани отмечена противоположная 
картина, где максимум достигался спустя сутки после введения токсиканта (6,14 ± 0,31; р < 0,001).
Заключение. Таким образом, повышение экспрессии металлотионеина в ответ на присутствие в организме ионов кадмия 
может применяться в качестве генетического маркера при отравлении его солями.
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Introduction. Cadmium is one of the most toxic heavy metals widely distributed in the environment. It has a long half-life, leading to its ac-
cumulation in various organs, which in turn is the cause of many adverse effects on human health.
Material and methods. Acute toxic poisoning with cadmium chloride was simulated on white outbred male rats, divided into groups depend-
ing on the exposure time. Samples of liver and kidney tissues were used as study materials, in the homogenate of which the level of mRNA of 
metallothionein genes was determined.
Results. It was found that the maximum value of the multiplicity of MT1 gene expression in the liver was reached after 6 hours (16.36 ± 0.77; 
p <0.001), and in the kidneys one day after intoxication with cadmium chloride (6.12 ± 0.43; p <0.001). The activity of the MT2 gene in 
the liver was most pronounced in the range of 2-4 hours (14.35 ± 1.73; 14.78 ± 1.44; p <0.001), while in the renal tissues an increase in 
the amount of mRNA was recorded after 24 hours (7.32 ± 0.63; p <0.001). The level of MT3 gene transcripts in liver tissues was decreased 
throughout the experiment, however, the opposite picture was observed in the kidney tissue, where the maximum was reached one day after 
the administration of the toxicant (6.14 ± 0.31; p <0.001).
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Также они способны предотвращать окислительный стресс 
и апоптотическую гибель клеток в ЦНС. Они способствуют 
выживанию и регенерации нейронов in vivo и защищают от 
токсичности ионов металлов, окислительного стресса и по-
вреждения цитокинов вследствие церебральной ишемии или 
инфекции, поэтому их можно рассматривать как ранние и 
чувствительные биомаркеры окислительно-восстановитель-
ной сигнализации при нейродегенеративных заболеваниях, 
таких как болезнь Паркинсона, Альцгеймера, множествен-
ная системная атрофия, инсульт и эпилепсия [13].

У млекопитающих охарактеризованы четыре класса МТ. 
Различия представленных форм обусловлены преимуще-
ственно небольшими изменениями в первичной структуре, 
посттрансляционными модификациями, скоростью разло-
жения и типом включенного иона металла. Несмотря на фи-
зико-химическое сходство, их роль и встречаемость в тканях 
значительно различаются. МТ-1 и МТ-2 присутствуют почти 
во всех типах тканей, в то время как МТ-3 и МТ-4 экспресси-
руются в ограниченных типах тканей. МТ-3 обнаружен глав-
ным образом в головном мозге, а также в тканях сердца, по-
чек и тестикулах; МТ-4 – в многослойных плоскоклеточных 
эпителиальных клетках кожи, пищевода и языка [14, 15].

Экспрессия и активация белков МТ вызываются целым 
рядом факторов, включая глюкокортикоиды, цитокины, 
активные формы кислорода, радиацию, ионы металлов, 
воспалительные (липополисахариды) и алкилирующие 
агенты [10].

Ключевую роль в регуляции транскрипции промотора 
генов МТ1 и МТ2 играет фактор транскрипции-1 (MTF-1), 
который активируется при связывании с цинком и, соединя-
ясь с металлочувствительным элементом промотора (MRE), 
вызывает экспрессию генов МТ1 и МТ2 [11, 16].

По данным Klaassen и соавт. отсутствие MT1 и MT2 уве-
личивает Cd-индуцированную летальность и гепатотоксич-
ность, тогда как повышенная экспрессия МТ связана с более 
благоприятным прогнозом [17]. В то же время сообщается, 
что индукция МТ не является гарантией защиты от Cd-
индуцированного повреждения почек [18].

Цель данного исследования заключалась в изучении ак-
тивности генов МТ1, MT2А и МТ3 в печени и почках крыс 
при остром отравлении хлоридом кадмия.

Материал и методы
Острое токсическое поражение печени и почек вызы-

вали путём перорального введения водного раствора CdCl2 
(дихлорид кадмия) в дозе 2,9 мг/кг массы тела однократно. 
Почки декапитированных крыс подвергали исследованию 

Введение
Кадмий (Cd) является одним из наиболее токсичных тя-

жёлых металлов, широко распространённым в окружающей 
среде как в естественных условиях, так и в качестве загрязн-
нения, поступающего из промышленных, сельскохозяй-
ственных и других источников [1]. Он представляет собой 
серьёзную проблему для общественного здоровья, занимая 
седьмое место среди наиболее опасных веществ для здоровья 
человека с точки зрения частоты воздействия и токсичности 
в рейтинге Агентства по регистрации токсичных веществ и 
болезней (ATDSR) [2]. Cd влияет на широкий спектр клеточ-
ных событий, включая аномальную пролиферацию, апоптоз 
и канцерогенез. Вследствие долгого периода полураспада 
данного металла (от 5 до 30 лет) его воздействие даже на от-
носительно низких уровнях со временем вызывает нефро-, 
остео- и иммунотоксичность. К тому же длительное воз-
действие Cd оказывает влияние на печень, репродуктивную 
и сердечно-сосудистую системы [3–5]. Кроме того, Cd был 
классифицирован как канцероген первой категории Между-
народным агентством по исследованию рака при ингаляци-
онном поступлении в организм [6]. Получена достоверная 
корреляция между хроническим воздействием Cd и риском 
развития рака толстого кишечника, молочной железы, рака 
лёгких и простаты человека [7].

В стрессовых ситуациях организм активирует ряд защит-
ных механизмов, таких как эффективное выведение, сниже-
ние абсорбции, иммобилизация в клеточных гранулах или 
образование связывающих молекул [8]. Большая часть Cd в 
организме связана с небольшим, богатым цистеином метал-
лосвязывающим белком металлотионеином (МТ) [5].

Металлотионеины представляют собой группу низкомо-
лекулярных (6000–7000 Da) металлосвязывающих белков, 
которые впервые были идентифицированы из коры почки 
лошади в 1957 г. Margoshes и Vallee [9]. Высокое содержание 
цистеина (~30%) наделяет их способностью связывать эссен-
циальные (Zn и Cu) и токсичные (Cd, Ag и Hg) ионы тяжёлых 
металлов [10]. В физиологических условиях МТ связывают 
преимущественно Zn, но показано, что в условиях окисли-
тельного стресса происходит вытеснение Zn тяжёлыми ме-
таллами [11]. Благодаря наличию тиоловых групп МТ защи-
щают клетки от свободнорадикальных процессов; окисление 
этих групп приводит к высвобождению ионов металлов и 
олигомеризации белка [12]. Известно, что МТ участвуют в 
транспорте, депонировании, обмене ионов металлов, уча-
ствуют в процессах ангиогенеза и апоптоза, в защите от ме-
таллиндуцированных повреждений ДНК, антиоксидантной 
защите, влияют на иммунный ответ и канцерогенез [5, 11]. 
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Conclusion. Thus, an increase in metallothionein expression in response to the presence of heavy metal ions in the body can be used as a 
genetic marker in case of poisoning with various compounds.
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спустя 1; 2; 4; 6; 24; 48 и 96 ч после затравки. Животным кон-
трольной группы внутрижелудочно вводили воду. Всего в 
опытах использовано 96 белых беспородных крыс мужского 
пола (84 крысы в экспериментальной группе и 12 – в группе 
контроля) с массой тела 150–190 г. Условия содержания и 
кормления были одинаковы для всех групп животных. При 
уходе за животными, питании и проведении экспериментов 
руководствовались базисными нормативными документами: 
Рекомендациями Комитета по экспериментальной работе 
с использованием животных при Минздраве России, реко-
мендациями ВОЗ, рекомендациями Европейской конвен-
ции по защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и других целей (Приложение к прика-
зу Минздрава СССР от 12.08.1977 г. № 755 и приказ МЗ РФ 
№ 267 от 19.06.2003 г.). Кусочки почек сразу после декапи-
тации и вскрытия замораживали жидким азотом и заливали 
ExtractRNA (ЗАО Евроген). Для определения функциональ-
ного состояния печени и почек использовали следующие ме-
тоды: экстракция тотальной РНК тризолом, обратная транс-
крипция и ПЦР-амплификация в режиме реального времени 
на приборе RotorGene (QIAGEN). Анализ экспрессии генов 
в тканях печени и почек крыс в норме и при токсическом от-
равлении проводили методом ПЦР в режиме реального вре-
мени с использованием олигонуклеотидных спецефичных 
праймеров фирмы «Евроген», содержащих интеркалирую-
щий краситель SYBRGreen. Статистическую обработку дан-
ных исследования проводили с использованием прикладных 
программ Microsoft Excel и Statistica 6.0. Нулевую гипотезу об 
отсутствии статистически значимых различий между изуча-
емыми группами определяли с помощью t-критерия Стью-
дента, поскольку кратность экспрессии была представлена 
количественными данными с нормальным распределением. 
Проверку распределения выборки на отсутствие различий с 
гипотетическим нормальным распределением осуществля-
ли с помощью критерия Колмогорова–Смирнова. Различия 
считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты
Проведён анализ активности гена MT1 в тканях печени и 

почек в зависимости от времени после интоксикации хлори-
дом кадмия.

Анализ кратности экспрессии гена MT1 в тканях пече-
ни выявил статистически значимые различия между груп-
пами (F = 95,76; р < 0,001) (рис. 1). После введения CdCl2 в 

той или иной степени отмечалось снижение уровня транс-
криптов на всём промежутке эксперимента. Исключение 
составила лишь группа с 6-часовой экспозицией, где на-
блюдался значительный и резкий подъём кратности экс-
прессии (16,36 ± 0,77; p < 0,001). Так, в интервале от 1 до 2 ч 
был отмечен существенный спад количества транскриптов 
(–5,67 ± 0,69; –6,03 ± 0,54; р < 0,001), который сменялся 
небольшим подъёмом спустя 4 ч (–4,06 ± 0,79; p=0,013). На 
промежутке времени от 6 до 24 ч происходило внезапное 
снижение кратности экспрессии (–4,23 ± 0,73; p = 0,008) с 
дальнейшим его падением через 48 ч (–7,17 ± 0,93; p < 0,001). 
Практически идентичные показатели обнаружены при 
оценке уровня экспрессии спустя 96 ч после введения CdCl2 
(–7,12 ± 0,88; p < 0,001).

Оценка кратности экспрессии этого же гена в почках так-
же выявила статистически значимые различия между груп-
пами (F = 52,92; р < 0,001) (рис. 2). Через час после интокси-
кации CdCl2 отмечено незначительное снижение количества 
транскриптов (–0,41 ± 0,54; –2,36 ± 0,41). В интервале от 
1 до 6 ч наблюдалось плавное повышение кратности экс-
прессии гена МТ1 (–2,36 ± 0,41; –1,26 ± 0,40; –0,48 ± 0,32; 
–0,03 ± 0,70). Через сутки произошёл резкий скачок уровня 
транскриптов в сторону подъёма (6,12 ± 0,43) с последующим 
понижением спустя 48 и 96 ч (5,21 ± 0,20; 4,18 ± 0,48). Стоит 
отметить, что уровня значимости различий с контрольной 
группой достигли показатели, отмеченные в группах с 24-, 
48- и 96-часовой экспозицией (р < 0,001).

При оценке экспрессии гена МТ2А в печёночной ткани 
авторами выявлены статистически значимые различия меж-
ду группами (F = 47,06; р < 0,001) (рис. 3). Через час после 
введения CdCl2 наблюдали незначительное снижение коли-
чества транскриптов по сравнению со значением контроля 
(0,00 ± 0,41; –1,58 ± 0,51). Однако спустя 2 ч после начала 
эксперимента отмечен резкий подъём уровня транскриптов 
гена МТ2А, что статистически значимо превышало значение, 
полученное в контрольной группе (14,35 ± 1,73; p < 0,001). 
Спустя 4 ч после интоксикации CdCl2 существенных измене-
ний в количестве транскриптов не наблюдали (14,78 ± 1,44; 
p < 0,001). Вместе с тем более продолжительное воздействие 
токсиканта приводило к более выраженному угнетению 
транскрипционной активности гена МТ2А (–5,23 ± 0,51; 
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Рис. 1. Экспрессия гена МТ1 в ткани печени крыс в зависимости от 
временной экспозиции.
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После интоксикации CdCl2 активность гена МТ3 в тка-
нях печени крыс достигла уровня статистической значимо-
сти между группами (F = 7,24; р < 0,001) (рис. 5). На всём 
промежутке эксперимента наблюдалось в более или менее 
выраженной степени снижение количества транскрип-
тов (0,00 ± 0,20; –0,30 ± 0,19; –1,37 ± 0,25; –1,30 ± 0,28; 
–2,71 ± 1,06; –0,51 ± 0,36; –14,22 ± 4,57; –4,42 ± 1,92), при 

–0,71 ± 1,69; –3,91 ± 1,53). К тому же своего минимального 
значения экспрессия исследуемого гена достигла спустя 96 ч 
после начала эксперимента (–7,59 ± 1,39; p = 0,009).

Анализ кратности экспрессии того же гена в почечной 
ткани также достиг уровня статистической значимости 
(F = 33,83; р < 0,001) (рис. 4). Спустя час после интоксика-
ции CdCl2 происходило существенное снижение кратно-
сти экспрессии гена МТ2А относительно группы контроля 
(–0,36 ± 0,34; –2,57 ± 0,43; p = 0,045). Наиболее выраженная 
реакция в ответ на введение токсиканта отмечена через 24 ч 
с момента начала эксперимента (7,32 ± 0,63; р < 0,001). В ин-
тервалах времени от 1 до 6 ч происходило плавное повыше-
ние количества транскриптов, однако сравнение получен-
ных различий с контрольной группой уровня значимости не 
достигло (–2,57 ± 0,43; –1,19 ± 0,37; 0,06 ± 0,26; 0,94 ± 0,84). 
На промежутке от 24 до 48 ч наблюдали резкий спад кратно-
сти экспрессии гена МТ2А (7,32 ± 0,63; 1,67 ± 0,22; р < 0,001), 
переходящий в плавное снижение уровня транскриптов спу-
стя 96 ч (0,88 ± 0,43; р < 0,001).
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Рис. 3. Экспрессия гена МТ2А в печени крыс в зависимости от време-
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Рис. 4. Экспрессия гена МТ2А в почечной ткани в зависимости от 
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Рис. 5. Экспрессия гена МТ3 в ткани печени в зависимости от времени 
экспозиции.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

этом минимальное значение данного показателя отмечено 
спустя 48 ч после введения CdCl2 (–14,22 ± 4,47). Однако 
уровня значимости различий с контрольной группой достиг-
ло сравнение лишь групп с двух- и четырёхчасовой времен-
ной экспозицией (p = 0,009 и p = 0,039 соответственно).

Статистическую значимость между группами показала 
и оценка кратности экспрессии гена МТ3 в почечной ткани 
животных после введения CdCl2 (F = 8,25; р < 0,001) (рис. 6). 
В противоположность результатам, полученным в тканях 
печени, уровень транскриптов в почках имел тенденцию к 
подъёму на всем промежутке эксперимента. В интервале от 1 
до 6 ч наблюдали плавное повышение кратности экспрессии 
(–0,11 ± 0,38; 1,33 ± 1,90; 2,10 ± 0,45; 2,72 ± 0,36; 3,18 ± 0,40) 
с более резким увеличением количества транскриптов спу-
стя сутки (6,14 ± 0,31). Далее отмечалось несущественное 
снижение показателей экспрессии по прошествии 48 чи 96 ч 
(5,99 ± 0,26; 5,36 ± 0,46 соответственно). При этом уровня 
значимости различий с контрольной группой достигли прак-
тически все группы исследования. Исключение составила 
лишь группа, соответствующая 1-часовой временной экспо-
зиции.

Проведён корреляционный анализ между уровнем экс-
прессии генов MT1, MT2 и MT3 и содержанием Cd в тка-
нях печени и почек. Сравнение уровня транскриптов генов 
металлотионеинов в печени показало, что экспрессия гена 
MT2А имела отрицательную корреляцию с экспрессией гена 
MT1 (r = –0,241, р = 0,023). Кроме того, была обнаружена 
тенденция к наличию положительной корреляции между 
экспрессией гена MT2А и MT3 (r = 0,201, р = 0,059) (рис. 7).

Сравнение уровня экспрессии исследуемых генов в поч-
ках показало, что экспрессия гена MT2A имела сильную по-
ложительную корреляцию с экспрессией генов MT1 и MT3 
(r = 0,805, р < 0,001 и r = 0,607 р < 0,001 соответственно), а 
также слабую положительную корреляцию с содержанием 
кадмия в почках (r = 0,214, р = 0,040). В отношении гена MT3 
выявлена сильная корреляционная связь его транскрипци-
онной активности с уровнем экспрессии генов MT1 и MT2A 
(r = 0,779, р < 0,001 и r = 0,607 р < 0,001 соответственно) и с 
содержанием кадмия в почках (r = 0,59, р < 0,001) (рис. 8).

Обсуждение

Cd является известным канцерогенным и иммуноток-
сичным тяжёлым металлом. Токсичность Cd основана на 
так называемой ионной мимикрии, которая определяется 
заменой таких элементов, как кальций (Ca) и цинк (Zn). Это 
может привести к неправильному функционированию белка 
и в конечном итоге вызвать стресс эндоплазматического ре-
тикулума (ER) и гибель клеток [19].

Выполнение многообразных функций МТ зависит от их 
внутриклеточного распределения или компартментализации, 
а также тканевой экспрессии этих белков. Поскольку считает-
ся, что MT индуцируется в тканях в ответ на воздействие Cd 
и участвует в его метаболизме и детоксикации, уровень экс-
прессии MT в тканях и его выведение из организма должны 
отражать неблагоприятное воздействие данного металла [20].

В проведённом эксперименте наиболее выраженные из-
менения активности гена MT1 в тканях печени отмечены 
через 6 ч после введения CdCl2. На данном этапе зафикси-
рован резкий скачок количества мРНК, что может свиде-
тельствовать об активации белков МТ в ответ на попадание 
в организм токсина. Однако остальные промежутки време-
ни эксперимента характеризовались пониженным уровнем 
транскриптов.

При анализе транскрипционной активности гена MT1 
в почечной ткани наблюдалось повышение кратности экс-
прессии в интервале от 6 до 24 ч, на котором отмечен рез-
кий скачок количества мРНК. Дальнейшее поведение гена 
характеризовалось плавным понижением уровня транскрип-
тов, тем не менее данные показатели были на порядок выше 
значений, полученных на начальном этапе эксперимента. 
Известно, что комплекс Cd-MT в первую очередь образуется 
в печени, а затем медленно выделяется в кровоток и дости-
гает почек. После фильтрации Cd реабсорбируется в прок-
симальных канальцах и откладывается в почках. МТ рас-
творяется, выделяя форму свободных металлов, способную 
вызывать повреждения [21]. Этим можно объяснить более 
раннюю активацию гена MT1 в печени с более поздней экс-
прессией в почках.

Рис. 8. Корреляционный анализ генов металлотионеинов в тканях 
почек.
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печени.
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Оценивая активность гена MT2А в тканях печени, авторы 
наблюдали максимальный уровень транскриптов по проше-
ствии 2 и 4 ч. Однако данный подъём сменился значитель-
ным снижением кратности экспрессии в интервале 6–96 ч, 
что, возможно, связано с истощением пула адаптационного 
потенциала системы антиоксидантной защиты. В аналогич-
ных исследованиях показано, что в ответ на воздействие Cd 
обе изоформы МТ1 и МТ2А в тканях печени достигали своего 
пика спустя 3 ч после начала эксперимента. Кроме того, от-
мечалось, что количество мРНК гена MT1 было ниже, чем 
уровень транскриптов гена MT2А [22].

Изучая транскрипционную активность того же гена в по-
чечной ткани, отмечено незначительное снижение количе-
ства мРНК гена MT2A спустя час после интоксикации CdCl2 
с последующим плавным повышением и резким скачком 
кратности экспрессии через сутки.

При анализе выраженности гена МТ3 в тканях печени на 
всём промежутке эксперимента зарегистрировано снижение 
активности гена с минимальным показателем через 2 сут по-
сле введения хлорида кадмия.

Другую картину наблюдали при оценке экспрессии гена 
МТ3 в почечной ткани в ответ на интоксикацию хлоридом 
кадмия. Во всех временных точках эксперимента количество 
транскриптов мРНК повышалось и достигало максимально-
го значения в интервале 24–96 ч с момента начала экспери-
мента, что, возможно, отражает стадии развития ответа на 
окислительный стресс. 

Ранее сообщалось, что МТ3 экспрессируется главным об-
разом в головном мозге, но его наличие также обнаружено в 
некоторых периферических органах, включая незначитель-
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ную активность гена в почечных клетках крыс [23]. Учитывая 
данный факт, можно объяснить отрицательную экспрессию 
гена МТ3 в тканях печени и присутствие его активности в по-
чечной ткани. Кроме того, показано, что, несмотря на нали-
чие металлочувствительного элемента, ген МТ3 не реагирует 
на такие индукторы, как тяжёлые металлы, окислительный 
стресс и глюкокортикоиды [10].

Несмотря на то что гены MT1 и MT2А активируются 
одним фактором транскрипции, корреляционный анализ 
исследуемых генов в печени показал лишь наличие слабой 
отрицательной связи экспрессии гена MT2А с экспрессией 
гена MT1.

Однако при поиске связи между активностью иссле-
дуемых генов и содержанием кадмия в почках обнаружена 
сильная положительная корреляция между экспрессией ге-
нов MT2A, МT3 и MT1, а также сильная положительная кор-
реляция между экспрессией гена МT3 и накоплением Cd в 
почках.

Заключение
Таким образом, сверхэкспрессия генов МТ в ответ на по-

ступление ионов тяжёлых металлов может служить генетиче-
ским маркером отравления организма. Однако обнаружен-
ные различия в уровне содержания количества мРНК генов 
МТ требуют дальнейшего исследования для оценки поведе-
ния данных генов в условиях хронической интоксикации Cd, 
поскольку изменения в экспрессии генов при хроническом 
воздействии могут быть менее значительными по сравнению 
с острым отравлением.
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