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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Значительное загрязнение подземных вод нитратами обусловливает негативное влияние на здоровье 
разных групп населения. 
Цель исследования. Изучить особенности иммунного статуса и генетического профиля детского населения нитратной 
геохимической провинции (на примере Пермского края). 
Материал и методы. Обследовано 78 детей дошкольного возраста, проживающих на территориях с различным 
содержанием нитратов в питьевой воде из подземных источников питьевого водоснабжения. Группа сравнения — 
43 ребёнка, потребляющие питьевую воду удовлетворительного качества по содержанию нитратов; группа наблю-
дения — 35 детей, потребляющие питьевую воду с повышенным содержанием нитратов. Выполнена оценка уровня 
нитратов в воде хозяйственно-питьевого назначения, идентификация в биосредах (кровь, моча) детей концентрации 
N-нитрозаминов, нитрат-ионов. Технологией проточной цитометрии и иммуноферментного анализа выполнена оценка 
показателей иммунорегуляции, методом ПЦР — полиморфизма генов.
Результаты. Установлено, что содержание нитратов в питьевой воде на территории наблюдения статистически зна-
чимо (р <0,05) в 2,8 раза превышает значения, выявленные на территории сравнения. Обнаружено, что у детей груп-
пы наблюдения статистически значимо (р <0,05) повышено в 2,3 раза содержание N-нитрозодиэтиламина в крови,  
в 1,6 раза нитрат-иона в моче относительно значений, выявленных у детей группы сравнения. У детей группы на-
блюдения выявлено статистически значимое (р <0,05) снижение количества NKT, повышение уровня CD3+CD25+-, 
CD3+CD95+-клеток, bax, IL-17, Annexin V-FITC+PI–- и Annexin V-FITC+PI+-лимфоцитов по сравнению с результатами, за-
фиксированными у детей группы сравнения. Выявлен полиморфизм кандидатных генов, контролирующих опухолео-
бразование (CYP1A1 (rs1048943), MMP9 (rs17576), PPARD (rs2016520), BRCA1 G/A (rs3950989)). 
Заключение. Установлено, что у детей в условиях хронической низкоуровневой экспозиции нитратами (на уровне 1,2 
ПДК) с питьевой водой из подземных источников отмечается избыточное содержание в крови N-нитрозодиэтиламина 
и нитрат-иона в моче, что на фоне генетического профиля генов, контролирующих опухолеобразование, обусловли-
вает особенности иммунного ответа.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Contamination of groundwater with nitrates may result in substantial adverse effects on the health of various 
population groups.
AIM: To study the immune status and genetic profile of children residing in the nitrate geochemical province in the Perm Region. 
MATERIAL AND METHODS: We conducted a study on a total of 78 preschool children residing in areas with varying levels 
of nitrate in the underground drinking water sources. The children were divided into two groups for comparison purposes. 
The first group consisted of 43 children who consumed drinking water that met the acceptable standards for nitrate content. 
The second group comprised 35 children who consumed drinking water with elevated levels of nitrates. To assess the impact 
of nitrate content on the children’s health, several measurements were taken. Firstly, the level of nitrates in the household 
drinking water was analyzed. Additionally, the concentration of N-nitrosamines and nitrate ions in the children’s urine, was 
determined. To evaluate the immunoregulation parameters, the technology of flow cytometry and enzyme immunoassay were 
employed, along with PCR to examine genetic polymorphisms. 
RESULTS: A statistically significant difference (p <0.001) was observed in the nitrate content of drinking water between the 
observation area and the comparison area, with the former showing levels 2.8 times higher. Furthermore, children in the 
observation group exhibited a significant increase (p <0.05) of 2.3 times in N-nitrosodiethylamine content and 1.6 times in nitrate 
ion concentration in their urine compared to children in the comparison group. In addition, the observation group displayed a 
significant decrease (p <0.05) in the number of NKT cells and an increase in the levels of CD3+CD25+-, CD3+CD95+-cells, bax, 
IL-17, Annexin V-FITC+PI–-, and Annexin V-FITC+PI+-lymphocytes, when compared to the results obtained from the comparison 
group. Moreover, the presence of polymorphisms in candidate genes associated with tumor formation (CYP1A1 (rs1048943), 
MMP9 (rs17576), PPARD (rs2016520), BRCA1 G/A (rs3950989)) was also identified.
CONCLUSION: Our results suggest that children who are exposed to chronic low-levels of nitrates (at a concentration of 1.2 
MPC) through drinking water from underground sources exhibit an excessive presence of N-nitrosodiethylamine and nitrate 
ions in their urine. These findings, in conjunction with the genetic profile of genes responsible for tumor formation, influences 
the characteristics of the immune response.
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ВВЕДЕНИЕ 
В последние десятилетия отмечается избыточное 

загрязнение подземных водных объектов нитратами 
в результате антропогенного воздействия (интенсивное 
использование почв для земледелия и животноводства, 
применение азотсодержащих удобрений и пестицидов, 
использование навоза в качестве органического удо-
брения, утечки из коммунальных сетей) и естественных 
природных процессов, формирующих химический состав 
воды (изменение уровня грунтовых вод, атмосферные 
осадки, внутриводоёмные процессы нитрификации). Уста-
новлено, что именно с питьевой водой в организм посту-
пает большая часть нитратов, формирующих нитратную 
нагрузку [1, 2]. Негативное влияние на показатели здо-
ровья оказывают также N-нитрозамины, предшествен-
никами которых являются нитриты и нитраты. Показано, 
что содержание нитратов в воде хозяйственно-питье-
вого назначения на уровне регламентируемого (по дан-
ным ВОЗ, 50 мг/дм3 по NO3

-) способствует образованию 
N-нитрозаминов, которые даже в низкой концентрации 
формируют вероятность возникновения неблагоприятных 
последствий для здоровья [3]. При поступлении в орга-
низм через желудочно-кишечный тракт до 90% нитратов 
всасывается в системный кровоток [4]. Путём построения 
экспериментальной модели и математического модели-
рования подтверждена прямая зависимость между кон-
центрацией нитратов в питьевой воде и уровнем нитрат-
иона в моче, концентрацией нитратов в питьевой воде 
и содержанием N-нитрозаминов в крови [5, 6]. Результа-
ты экспериментальных и клинических исследований про-
демонстрировали, что избыточное поступление нитратов 
с питьевой водой способствует развитию метгемоглоби-
немии, опосредует дисбаланс ферментативной системы 
печени и соотношение окислительно-восстановительных 
реакций в клетке, обусловливает нарушение функции 
сердечно-сосудистой системы и желудочно-кишечно-
го тракта [2, 5, 7]. Постоянное потребление воды с по-
вышенным содержанием нитратов оказывает наиболее 
выраженное негативное влияние на показатели здоровья 
детей в связи с их возрастными анатомо-физиологиче-
скими особенностями (несформированная восстанавлива-
ющая ферментная система, незрелая детоксикационная 
функция печени, особенности формирования и состава 
микробиоты и др.), при этом дошкольный возраст явля-
ется критическим периодом становления иммунной си-
стемы [7]. Дети в период интенсивного роста и развития 
особенно восприимчивы к токсическому действию ксе-
нобиотиков, при этом ответ организма контролируется 
индивидуальной генетической программой. Ряд исследо-
вателей утверждают, что N-нитрозамины обладают тера-
тогенной, мутагенной и канцерогенной активностью [1, 2, 
4, 6, 7]. Ген семейства цитохрома CYP1A1 и родственные 
ему изоформы катализируют биоактивацию нитрозаминов 
в реакционноспособные электрофильные промежуточные 

соединения, которые образуют аддукты ДНК, приводя-
щие к канцерогенезу [8]. Матриксная металлопротеиназа 
9 (желатиназа В) участвует в ремоделировании тканей, 
формировании многочисленных соматических заболе-
ваний, в том числе центральной нервной системы, вы-
полняет важную роль в ангиогенезе, метастазировании 
и прогрессировании рака, обладает как проапототи-
ческой, так и антиапоптотической активностью [9, 10].  
Проапоптотическая активность ММР9 обусловлена её 
способностью изменять состав внеклеточного матрикса. 
И наоборот, антиапоптотическая активность обусловлена 
расщеплением FAS-лиганда, активацией протеинкиназы 
B. Ядерный рецептор активатора пролиферации перокси-
сом PPARD характеризуется способностью связываться со 
множеством лигандов, оказывает влияние на различные 
физиологические процессы в организме. Так, PPARD, ак-
тивируя сигнальные пути МАРК (mitogen-activated protein 
kinase, митоген-активируемая протеинкиназа), участвует 
в регуляции апоптоза и клеточной дифференцировке, 
играет важную роль в энергетическом обмене, метабо-
лизме и клеточном воспалении [11]. 

На сегодняшний день накоплены обширные сведения 
с различной доказательной базой о высоком риске на-
рушения здоровья от избыточного воздействия нитратов, 
поступающих в организм с питьевой водой. Вместе с тем 
остаются нерешёнными задачи по своевременному выяв-
лению и предупреждению нарушений здоровья у детского 
населения геохимической провинции с повышенным со-
держанием нитратов. Очевидно, на современном этапе 
в области медико-биологических наук требуются допол-
нительные сведения об особенностях иммунного ответа 
и генетического профиля у детей в условиях нитратной 
геохимической провинции, что обусловливает актуаль-
ность настоящего исследования.

Цель исследования. Изучить особенности иммунного 
статуса и генетического профиля детского населения ни-
тратной геохимической провинции (на примере Пермского 
края).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Выполнено одномоментное (поперечное) исследова-

ние с соблюдением этических требований Хельсинкской 
декларации ВМА (Всемирная медицинская ассоциация). 
До начала исследовательской работы получено одо-
брение локального этического комитета федерального 
бюджетного учреждения науки «Федеральный научный 
центр медико-профилактических технологий управления 
рисками здоровью населения» (ФБУН «ФНЦ МПТ УРЗН») 
Роспотребнадзора. Проведено углублённое обследование 
78 детей дошкольного возраста, проживающих на терри-
ториях с различным содержанием нитратов в питьевой 
воде и посещающих детские дошкольные учреждения 
(ДДУ), расположенные на данных территориях. В груп-
пу сравнения включены 43 ребёнка (средний возраст 
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5,6±0,2 лет), потребляющие питьевую воду удовлетвори-
тельного качества по содержанию нитратов из подзем-
ных источников. Группу наблюдения составили 35 детей 
(средний возраст 5,4±0,3 лет), потребляющие питьевую 
воду из подземных источников питьевого водоснабжения 
с повышенным содержанием нитратов. Критерии вклю-
чения в исследование: возраст 5–7 лет, принадлежность 
к группе здоровья I и II, отсутствие указаний о приёме им-
мунотропных препаратов за последние 6 месяцев, подпи-
санная форма информационного согласия законных пред-
ставителей детей на участие в исследовании. Критерии 
исключения: принадлежность к группе здоровья III и IV, 
участие детей в другом исследовании. Обследуемые дети 
группы наблюдения и группы сравнения проживали в ус-
ловиях, соответствующих гигиеническим требованиям.

Исследования водопроводной воды на территории 
наблюдения и территории сравнения включали опреде-
ление нитратов в соответствии ПНД Ф (природоохранные 
нормативные документы федеративные) 14.1:2:4.157-99 
(с применением системы капиллярного электрофоре-
за «Капель», Россия). В биосредах (кровь, моча) детей 
определяли массовые концентрации N-нитрозаминов 
и нитрат-ионов согласно МУК (методические указания) 
4.1.3479-17, ПНД Ф 14.1:2:4.157-99 (газовый хроматограф 
Agilent 7890А, USA, система капиллярного электрофореза 
«Капель», Россия). 

Технологией проточной цитометрии выполнена оцен-
ка показателей, характеризующих иммунный статус: суб-
популяции лимфоцитов – CD3+CD16+CD56+ (CD, cluster of 
differentiation, кластер дифференцировки; natural killer  
T cells, натуральные киллерные Т-клетки, NKT), CD3+CD25+, 
CD4+CD25+CD127– (regulatory cells, регуляторные клетки, 
Treg), CD3+CD95+ (FAS), внутриклеточные белки — р53, 
bax, bcl-2, показатели апоптоза — Annexin V-FITC+PI– (ран-
ний апоптоз) (Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC)/
propidium iodide (PI); Аннексин V-флуоресцеин-
изотиоцианат/пропидий йодид), Annexin V-FITC+PI+ (позд-
ний апоптоз и/или некроз) (прибор FACSCalibur «Becton 
Dickinson», USA; реагенты «Becton Dickinson», USA). 
В качестве биоматериала использована суспензия моно-
нуклеарных клеток периферической крови, выделенных 
путём центрифугирования в градиенте плотности фиколл-
верографин. Уровень интерлейкина-17 (IL-17) в сыворотке 
крови изучен методом иммуноферментного анализа (при-
бор Sunrise «Tecan», Austria; тест-системы «Вектор-Бест», 
Россия). 

Полиморфизм генов кандидатов оценивался мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме ре-
ального времени c оценкой аллельной дискриминации, 
биоматериалом являлся буккальный эпителий (прибор 
BioRAD CFX96, USA; реагенты ООО «Синтол», Россия). Ис-
следованы особенности вариаций однонуклеотидных по-
лиморфизмов (SNP) генов: CYP1A1 (rs1048943) (цитохром 
Р450), MMP9 (rs17576) (матриксная металлопротеиназа), 
PPARD (rs2016520) (рецептор D активатора пролиферации 

пероксисом). Статистический анализ генов кандидатов 
выполнен при помощи мультипликативной, общей, до-
минантной и рецессивной моделей наследования, с рас-
чётом показателей хи-квадрат (χ²), OR — оценка шансов, 
CI — доверительный интервал в программе SNPstats. 

Процедуры статистического анализа данных осущест-
вляли с использованием пакета STATISTICA 6.0 (StatSoft, 
USA). Для проверки статистических гипотез о виде распре-
деления был применен критерий Колмогорова–Смирнова. 
Во всех случаях распределение признаков соответство-
вало закону нормального распределения. Для проверки 
нулевых гипотез о равенстве средних значений между 
двумя независимыми группами применялся t-критерий 
Стьюдента. При описании данных использовали среднее 
арифметическое значение, стандартную ошибку сред-
ней арифметической (М±m) и 95%-ный доверительный 
интервала для среднего (95% ДИ). Для установления 
вероятностной причинно-следственной связи «химиче-
ский фактор в крови–показатель иммунного статуса» ис-
пользован простой логистический регрессионный анализ. 
Критическое значение уровня статистической значимо-
сти при проверке нулевых гипотез принималось равным 
0,05. Если значение p было меньше 0,001, то p указывали 
в формате p <0,001.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
При оценке качества хозяйственно-питьевого водо-

снабжения обнаружены превышения ПДК (предельно-до-
пустимая концентрация) по нитратам в пробах, отобран-
ных на территории наблюдения. Доля нестандартных проб 
по содержанию нитратов составила 33,3%. Максималь-
ная концентрация нитратов в питьевой воде составила 
54,1 мг/дм3 (1,2 ПДК). Установлено, что на территории 
наблюдения среднее содержание нитратов в питьевой 
воде (31,17±3,12 мг/дм3) статистически значимо (t=6,09, 
р <0,001) в 2,8 раза превышает значения, выявленные 
на территории сравнения (11,03±1,10 мг/дм3). Установле-
но, что у детей с территории, характеризующейся повы-
шенным содержанием нитратов в воде централизован-
ной системы хозяйственно-питьевого водоснабжения, 
в крови статистически значимо (р <0,05) в 2,3 раза по-
вышено содержание N-нитрозодиэтиламина, а в моче 
в 1,6 раза содержание нитрат-иона относительно зна-
чений, выявленных у детей, проживающих на терри-
тории, характеризующейся удовлетворительным каче-
ством питьевой воды по содержанию нитратов (табл. 1). 
Данные химико-аналитического исследования свиде-
тельствуют об идентификации в моче детей группы на-
блюдения N-нитрозодиметиламина (0,01±0,002 мкг/мл) 
и N-нитрозодиэтиламина (0,0005±0,00013 мкг/мл), кото-
рые в норме не должны обнаруживаться.

У детей, проживающих в условиях нитратной гео-
химической провинции, статистически значимо (р <0,05) 
в 1,3 раза снижено количество NKT-лимфоцитов 
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по сравнению с результатами, полученными у детей, 
проживающих на территории с удовлетворительным ка-
чеством питьевой воды по содержанию нитратов (табл. 2). 
Установлено, что у детей, потребляющих некачественную 
питьевую воду, статистически значимо (р <0,05) в сред-
нем в 1,3 раза повышается абсолютное число CD3+CD25+-
лимфоцитов, содержание CD3+CD95+-лимфоцитов (по 

относительной и абсолютной величинам) по сравнению 
со значениями, выявленными у детей, потребляющих 
качественную питьевую воду. Оценка показателей им-
мунного статуса по результатам наших исследований 
продемонстрировала статистически значимое (р <0,05) 
повышение (в 6,7 раза) концентрации IL-17 и в 2 раза со-
держание bax у детей группы наблюдения по отношению 

Таблица 1. Содержание химических соединений в биосредах у детского населения, М±m
Table 1. Concentrations of chemical compounds in biological fluids in the pediatric population, М±m

Контаминант 
Contaminant

Группа сравнения
Comparison group 

Группа наблюдения
Observation group t р

Контаминант в крови, мкг/мл
Blood contaminant, µg /ml

N-нитрозодиметиламин
N-nitrosodimethylamine 

0,00014±0,00007 0,00018±0,00004 0,50 0,983

N-нитрозодиэтиламин
N-nitrosodiethylamine

0,0008±0,0003 0,0018±0,0004 2,00 0,049

Контаминант в моче, мкг/мл
Contaminant in urine, µg /ml

Нитрат-ион 
Nitrate ion

16,68±2,23 26,11±4,61 2,05 0,044

Примечание: М — среднее арифметическое значение; m — стандартная ошибка средней арифметической.
Note: М — arithmetic mean; m — standard error of the arithmetic mean.

Таблица 2. Сравнительный анализ изменений показателей иммунного статуса у детей нитратной геохимической провинции 
Table 2. Comparative analysis of changes in the parameters of the immune status in children from the nitrate geochemical province

Показатели
Indicators

Группа сравнения
Comparison group

Группа наблюдения 
Observation group

t р
М±m 95% ДИ

95% CI М±m 95% ДИ
95% CI

NKT, % 15,00±1,21 13,63–16,79 11,26±0,72 9,98–12,42 2,66 0,009

NKT, 109/дм3 | NKT, 109/dm3 0,45±0,04 0,39–0,51 0,34±0,03 0,29–0,39 2,20 0,030

Treg, % 2,04±0,66 1,50–2,28 1,43±0,02 1,12–1,73 0,88 0,379

CD3+CD25+, % 5,89±0,35 5,43–6,35 7,08±0,63 6,05–8,11 1,62 0,105

CD3+CD25+, 109/дм3

CD3+CD25+, 109/dm3
0,17±0,01 0,15–0,18 0,20±0,01 0,18–0,23 2,12 0,039

CD3+СD95+, % 9,58±0,84 8,49–10,67 12,2±0,78 11,94–12,46 2,29 0,025

CD3+СD95+, 109/дм3

CD3+CD95+, 109/dm3
0,25±0,01 0,23–0,27 0,36±0,02 0,32–0,40 4,92 <0,001

р53, % 0,38±0,09 0,30–0,46 0,49±0,08 0,46–0,52 0,78 0,437

bax, % 5,48±0,46 4,69–6,27 10,94±3,20 8,38–13,50 2,95 0,005

IL17, пг/см3 | IL17, pg/cm3 1,52±0,14 1,46–1,58 9,85±2,68 7,94–11,76 3,10 0,002

Annexin V-FITC+PI–, % 0,28±0,07 0,19–0,37 1,20±0,12 1,02–1,38 5,89 <0,001

Annexin V-FITC+PI+,% 3,48±0,60 2,79–4,17 9,97±0,63 9,03–10,91 7,22 <0,001

Примечание: М — среднее арифметическое значение; m — стандартная ошибка средней арифметической; ДИ — доверитель-
ный интервал; NKT — натуральные киллерные Т-клетки; Treg — регуляторные клетки.
Note: М — arithmetic mean; m — standard error of the arithmetic mean; CI — confidence interval; NKT — natural killer T cells;  
Treg — regulatory cells.
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Таблица 3. Результаты генетического обследования детей, проживающих на территории нитратной геохимической провинции 
Table 3. Results of  the genetic examination of children living in the territory of the nitrate geochemical province

Ген | Gene BRCA1 CYP1A1 PPARD MMP9

rs 3950989 1048943 2016520 17576

Гомозигота 1 | Homozygote 1 G/G A/A A/A A/A

Гетерозигота | Heterozygote G/A A/G A/G A/G

Гомозигота 2 | Homozygote 2 A/A G/G G/G G/G

Группа наблюдения 
Observation group

Гомозигота 1, % | Homozygote 1, % 27,9 90,9 81,8 33,8

Гетерозигота, % | Heterozygote, % 58,1 9,1 15,6 57,1

Гомозигота 2, % | Homozygote 2, % 14,0 0,0 2,6 9,1

Аллель 1, % | Allele 1,% 57,0 95,5 89,6 62,3

Аллель 2, % | Allele 2, % 43,0 4,6 10,4 37,7

Группа сравнения
Comparison group

Гомозигота 1, % | Homozygote 1, % 45,4 75,6 58,1 50,0

Гетерозигота, % | Heterozygote, % 40,7 23,3 36,1 38,4

Гомозигота 2, % | Homozygote 2, % 14,0 1,2 5,8 11,6

Аллель 1, % | Allele 1, % 65,7 87,2 76,2 69,2

Аллель 2, % | Allele 2, % 34,3 12,8 23,8 30,8

к результатам, зафиксированным у детей группы сравне-
ния. Среднегрупповое содержание bcl-2, идентифициро-
ванное у детей группы наблюдения (0,59 (0,41;0,76), %), 
не имело достоверных различий (p >0,05) с результата-
ми, зафиксированными у обследуемых группы сравнения 
(2,08 (0,56;3,50), %). Обнаружено, что у детей, потребляю-
щих питьевую воду с избыточным содержанием нитратов, 
статистически значимо (р <0,001) в 4,3 раза повышено 
процентное содержание Annexin V-FITC+PI–-лимфоцитов 
и в 2,9 Annexin V-FITC+PI+-лимфоцитов относительно 
аналогичных показателей у детей, потребляющих питье-
вую воду, соответствующую гигиеническим нормативам 
по содержанию нитратов. Таким образом, у детей группы 
наблюдения отмечается выраженная инициация FAS-
зависимых и митохондриальных апоптотических событий, 
а также активация клеточной гибели по пути некроза.

По результатам оценки вероятностной причин-
но-следственной связи установлена зависимость по-
вышения абсолютного числа CD3+CD25+-лимфоцитов 
(b0=–2,85; b1=899,28; F=109,74; R2=0,46; р <0,001) от со-
держания в крови N-нитрозодиметиламина, выявлена 
статистически значимая вероятность снижения содержа-
ния регуляторных клеток (b0=–2,32; b1=1515,55; F=81,35; 
R2=0,38; р <0,001) и уровня bcl-2 (b0=1,56; b1=2410,7; 
F=172,98; R2=0,57; р <0,001) при контаминации биосред 
N-нитрозодиметиламинов. Установлена статистически 
значимая зависимость, указывающая на повышение кон-
центрации IL-17 (b0=–2,05; b1=205,48; F=385,79; R2=0,74; 
р <0,001) в присутствии в крови N-нитрозодиэтиламина. 
Оценка вероятностных причинно-следственных связей 
подтверждает процессы избыточной ранней клеточной 

активации, дисрегуляцию митохондриальной функции, 
нарушение иммунорегуляторных процессов в условиях 
экспозиции нитратами. 

Дети, проживающие на территории нитратной геохи-
мической провинции и употребляющие воду с избыточ-
ным содержанием нитратов, характеризуются наличием 
достоверного риска развития генетически опосредован-
ных метаболомных нарушений, ассоциированных с поли-
морфизмом генов (табл. 3–5). 

Полученные результаты и их статистическая обработка 
позволила выделить ключевые полиморфизмы кандидат-
ных генов: дельта рецептора PPARD (rs2016520) A/G, акти-
вируемого пролифераторами пероксисом, синтезируемого 
в печени, способствующего ангиогенезу опухоли (типич-
ная гомозигота, мультипликативная модель: OR=2,70; 95% 
ДИ=1,44–5,04, p=0,001); гена детоксикации первой фазы 
цитохрома р450 CYP1A1 (rs1048943) (типичная гомозигота, 
мультипликативная модель: OR=3,08; 95% ДИ=1,28–7,43, 
p=0,009), гена матриксной металлопротеиназы MMP9 
(rs17576), генетические варианты которого связаны с кол-
лагенопатиями, пролиферативными процессами в печени 
и поджелудочной железе (гетерозигота АG, общая мо-
дель: OR=2,14; 95% ДИ=1,14–4,01, p=0,015); транскрип-
ционного фактора BRCA1 G/A (rs3950989) (гетерозигота, 
OR=2,02; 95% ДИ=0,96–4,25, p=0,043).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время имеются убедительные доказа-

тельства того, что в условиях избыточного поступления 
нитратов с питьевой водой формируются предпосылки 
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Таблица 5. Общая модель наследования генов кандидатов
Table 5. General model of inheritance of candidate genes

Показатели 
Indicators

Ген | Gene

BRCA1 CYP1A1 PPARD MMP9

rs 3950989 1048943 2016520 17576

χ² 4,08 6,97 10,71 5,81

p 0,0434 0,0083 0,0011 0,0159

OR Гомозигота 1 | OR Homozygote 1 0,47 3,23 3,24 0,51

CI 95– 0,21 1,29 1,58 0,27

CI 95+ 1,03 8,10 6,66 0,96

OR Гетерозигота | OR Heterozygote 2,02 0,33 0,33 2,14

CI 95– 0,96 0,13 0,15 1,14

CI 95+ 4,25 0,83 0,70 4,01

OR Гомозигота 2 | OR Homozygote 2 1,00 – 0,43 0,76

CI 95– 0,35 – 0,08 0,27

CI 95+ 2,88 – 2,29 2,11

Примечание: χ² — критерий хи-квадрат; OR — отношение шансов; CI — доверительный интервал.
Note: χ2 — chi-squared test value; OR — odds ratio; CI — confidence interval.

Таблица 4. Мультипликативная модель наследования генов кандидатов 
Table 4. Multiplicative model of inheritance of candidate genes

Показатели 
Indicators

Ген | Gene

BRCA1 CYP1A1 PPARD MMP9

rs 3950989 1048943 2016520 17576

χ² 1,87 6,81 10,18 1,70

p 0,1719 0,0090 0,0014 0,1927

OR Аллель 1 | OR Allele 1 0,69 3,08 2,70 0,74

CI 95- 0,41 1,28 1,44 0,47

CI 95+ 1,18 7,43 5,04 1,17

OR Аллель 2 | OR Allele 2 1,45 0,32 0,37 1,36

CI 95– 0,85 0,13 0,20 0,86

CI 95+ 2,46 0,78 0,69 2,15

Примечание: χ² — критерий хи-квадрат; OR — отношение шансов; CI — доверительный интервал.
Note: χ2 — chi-squared test value; OR — odds ratio; CI — confidence interval.

иммунной дисфункции, одним из проявлений которой 
может быть нарушение апоптоза [12, 13]. Апоптоз — это 
физиологический процесс, необходимый для поддержа-
ния гомеостатического баланса между пролиферацией 
клеток и их гибелью. Дерегуляция иммунного ответа, ха-
рактеризующаяся либо ингибированием, либо активаци-
ей клеточной гибели, часто является причиной развития 
иммунопролиферативных заболеваний или иммунодефи-
цитных состояний. Летальная программа клетки строго 

регулируется взаимозависимыми внутриклеточными сиг-
нальными каскадами, энергетическим потенциалом мито-
хондрии, балансом апоптотических и антиапоптотических 
стимулов, особенностями микроокружения клетки и её 
генома. 

Субпопуляции NKT-лимфоцитов и Treg-лимфоцитов 
в значительной мере определяют вариабельность про-
тивоопухолевого иммунитета, а их иммунорегуляторные 
функции модулируются их микроокружением. NKT-клетки 
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способны изменять направленность иммунного ответа 
за счёт возможности секретировать Th1 (Т-хелпер 1 типа), 
Th2, Th17 или Treg ассоциированные цитокины. Однако ме-
ханизмы такого переключения, в том числе под действием 
химических факторов, не установлены и продолжают ак-
тивно изучаться. Антигенспецифическая цитотоксичность 
NKT-клеток осуществляется с помощью сигналов, полу-
ченных при взаимодействии с системой FAS/FASL [14]. 
CD95-опосредованные сигналы приводят к активации 
инициаторной каспазы-8, которая участвует в запуске ре-
цепторопосредованного (внешнего) и митохондриального 
(внутреннего) пути апоптоза. FAS-рецептор и каспаза-8 
отвечают за формирование сигнального комплекса DISC 
(death inducing signalling complex, сигнальный комплекс, 
индуцирующий гибель), опосредующего экстернализа-
цию фосфатидилсерина. Полученные нами результаты 
демонстрируют, что в ответ на апоптотические стимулы 
происходит повышение количества Т-лимфоцитов, экс-
прессирующих CD95. В дальнейшем FAS-индуцированная 
активация каспазы-8 значительно усиливает апоптоз, 
что позволяет предположить, что избыток нитратов в ор-
ганизме повышает чувствительность клетки к рецепто-
ропрсредованному апоптозу. Гибель клеток, опосредо-
ванная рецептором смерти, является формой апоптоза, 
при которой активация каспазного каскада возможна 
без участия митохондрии. Между тем существуют доказа-
тельства взаимодействия и перекрёстного регулирования 
различных механизмов клеточной гибели. Так, на уровне 
каспазы-8 внешний и внутренний пути апоптоза могут пе-
ресекаться [15]. Не имея ферментативной активности FAS 
между тем способен запускать разные внутриклеточные 
каскады, в том числе NF-κB-путь (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells, ядерный фактор 
κB) или МАРК-киназные механизмы регуляции клеточной 
гибели, вызывая некроз или апоптоз. Показана роль ари-
луглеводородного рецептора (AhR) в активации фермен-
тов цитохрома Р450 (изоформа CYP1A1, CYP1A2, CYP1В1), 
регуляции FAS-зависимого и р53-контролируемого апоп-
тоза [1]. В зависимости от химической природы лиганда 
AhR принимает участие в активации либо Treg, либо Th17, 
что в ряде случаев обусловливает нарушение соотноше-
ния Treg/Th17 [16]. Т-хелперы 17-го типа являются основ-
ными продуцентами IL-17, именно через данный цитокин 
лимфоциты проявляют свои эффекторные функции [17, 
18]. Полагают, что концентрация интерлейкина-17 в зна-
чительной мере отражает количественное содержание 
Th17, характеризуя дисбаланс в системе Treg/Th17 [19]. 
Результаты математического моделирования, пред-
ставленные в данной работе, подтверждают нарушения 
взаимоотношения реципрокного характера регуляторных 
клеток и Т-хелперов 17, проявляющиеся формирующей-
ся тенденцией снижения процентного содержания Treg 
и дальнейшим увеличением секреции IL-17 в условиях 
экспозиции нитрозаминами. Согласно литературным дан-
ным, производные нитратов (N-нитрозодиметиламина 

и N-нитрозодиэтиламина) способны вызывать гиперпро-
дукцию IL-17 и повышать экспрессию bax, тем самым ин-
дуцируя каскад апоптотических и некротических событий 
[20]. Оценка данных, полученных в настоящем исследо-
вании, указывающих на модифицирующее воздействие 
нитратов на цитокиновый профиль и митохондриальную 
активность, в значительной степени согласуется с резуль-
татами других исследователей. Члены семейства белков 
bcl-2 обладают как про-, так и антиапоптотической актив-
ностью, доказана их роль в контроле клеточной гибели. 
Прямое связывание bcl-2 с белком bах ингибирует про-
апоптотический эффект последнего. Однако дисбаланс 
в семействе bcl-2 повышает вероятность активации ми-
тохондриальных апоптотических событий и/или падение 
митохондриального потенциала, опосредуя гибель клетки 
по пути некроза. Согласно данным последнего десятиле-
тия, митохондрии — это не только источник энергообе-
спечения клетки, но триггерный, сигнальный и регулятор-
ный центр. Установлено, что транскрипционный фактор 
р53 вызывает гиперэкспрессию bах и угнетение активно-
сти bcl-2, а также повышает экспонирование рецептора 
FAS на клеточной мембране, таким образом, создавая ус-
ловия для развития р53-независимого апоптоза [21, 22]. 
В настоящем исследовании не обнаружены достоверные 
межгрупповые различия по уровню р53 и bcl-2, что объ-
ясняется взаиморегулирующими связями между данными 
белками [23]. Однако установленная зависимость сниже-
ния уровня антиапоптотического белка от концентрации 
N-нитрозодиметиламина в крови свидетельствует о нару-
шении программированной процедуры клеточной гибели 
в присутствии токсиканта в организме. Идентифицирован-
ное в данном исследовании у детей группы наблюдения 
повышение уровня маркера апоптоза bax на 53% отно-
сительно значений, идентифицированных у детей группы 
сравнения, свидетельствует об интенсификации клеточ-
ной гибели в условиях избыточного содержания нитра-
тов в биосредах. Установлено, что в условиях экспозиции 
нитрозосоединениями наблюдаются нарушения энергети-
ческого обеспечения клетки, запуск апоптоза и включе-
ние альтернативного пути гибели клетки — некроза. Ре-
шающее значение для запуска и реализации каскадных 
нарушений апоптоза в условиях экспозиции нитратами 
играют индивидуальные особенности нуклеотидных за-
мен в кандидатных генах. Наблюдаемая комбинация по-
лиморфизмов ключевых генов формирует патологический 
сценарий замедления клеточной гибели: так гетерозигота 
AG гена матриксной металлопротеиназы MMP9 (rs17576) 
частично отменяет ремоделинг структур внеклеточного 
матрикса фермента желатиназы В, участвующей в тка-
невом обновлении; гетерозигота GA транскрипционного 
фактора BRCA1 G/A (rs3950989), ассоциированная с опу-
холеобразованием; типичная гомозигота АА D-рецептора 
PPARD A/G, активируемого пролифераторами пероксисом, 
ассоциирована с повышенной интенсивностью обмен-
ных процессов, истощением, опухолевым ангиогенезом; 
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типичная гомозигота АА гена детоксикации первой фазы 
цитохрома р450 CYP1A1 (rs1048943) сопряжена со слабой 
экспрессией фермента и неэффективностью метаболизма 
стабильных органических ядов, в том числе нитрозами-
нов. Нарушения клеточной гибели, ассоциированные с ни-
тратным загрязнением питьевой воды и полиморфизмом 
кандидатных генов, могут служить причиной развития 
иммуноопосредованных состояний, в том числе онкопро-
лиферативных, среди детского населения, длительно по-
требляющего такую воду. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлено, что хроническая низкоуровневая экспо-

зиция нитратами с питьевой водой формирует избыточное 
содержание в крови N-нитрозодиэтиламина, нитрат-иона 
и N-нитрозоаминов в моче, что обусловливает особен-
ности иммунного ответа: угнетение процессов иммуно-
регуляции (дефицит NKT-лимфоцитов, нарушение соот-
ношения Treg/Th17), дисбаланс в системе белков bcl-2, 
контролирующих митохондриальный апоптоз (гиперпро-
дукция bax), повышение пролиферативного потенциала 
и высокая готовность лимфоцитов к вступлению в апоп-
тоз, усиление передачи апоптогенного сигнала с участием 
мембранных рецепторов (гиперэкспрессия CD25+ и FAS), 
интенсификация клеточной гибели (увеличение содержа-
ния Annexin V-FITC+PI–-лимфоцитов и Annexin V-FITC+PI+-
лимфоцитов), что на фоне полиморфизма кандидатных 
генов, отвечающих за детоксикацию первой фазы (метабо-
лизм) CYP1A1 (rs1048943), пролиферацию и апоптоз (MMP9 
(rs17576); BRCA1 (rs3950989)), дифференцировку клеток 
(PPARD (rs2016520)), повышает в 2,02–3,08 (OR) раза риск 
возникновения нарушений здоровья детского населения. 

Таким образом, у детей, потребляющих питьевую воду 
из подземных источников питьевого водоснабжения с по-
вышенным содержанием нитратов (1,2 ПДК), выявлены 
ранние признаки дисбаланса показателей иммунорегуля-
ции, ассоциированные с контаминацией биосред нитратами 
и полиморфизмом кандидатных генов, что обусловливает 
риск формирования пролиферативных процессов на фоне 
дисбаланса программированной клеточной гибели и нару-
шенного контроллинга генов за опухолеобразованием. 
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