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РЕЗЮМЕ

Введение. Акриламид – широко известный токсикант, контакт с которым происходит как в производственных, так и в бытовых условиях. Уста-
новлено, что он обладает нефротоксичными свойствами.
Цель работы – оценить экспрессию генов Casp7, Chek1 и изменения структуры ткани почек крыс при длительном воздействии акриламида  
и профилактической коррекции.
Материалы и методы. В эксперименте были использованы 60 белых аутбредных крыс-самцов. Акриламид вводили внутрижелудочно в дозе 5 мг/кг 
массы тела в течение 90 дней. Коррекцию возможных нарушений проводили за 1 ч до введения токсиканта комплексными соединениями оксимети-
лурацила. Экспрессию генов изучали методом ПЦР в режиме реального времени. Для статистического анализа данных использовали программное 
обеспечение SPSS Statistics 21.0 (IBM, USA). Проведены морфологические исследования структуры почек крыс по стандартной методике.
Результаты. Установлено, что введение акриламида в течение 3 мес в дозе 5 мг/кг массы тела вызывает структурные изменения в ткани почек 
крыс. При длительном воздействии акриламида наблюдается тенденция к увеличению экспрессии генов Chek1 и Casp7, что может указывать на 
повреждение клеток и активацию в них процессов репарации и апоптоза. Наибольшее протекторное действие на структуру почек и экспрессию 
гена Casp7 оказало соединение оксиметилурацила с ацетилцистеином.
Ограничения исследования заключаются в том, что морфологические изменения в ткани почек при длительном воздействии акриламида сопостав-
лены с экспрессией только двух генов апоптоза. Для более полного понимания патогенетических изменений при повреждающем действии акрилами-
да на почки необходимо проведение многофакторного анализа с учётом других токсикологических и генетических показателей.
Заключение. Акриламид при длительном поступлении в организм в дозе 5 мг/кг массы тела оказывает нефротоксическое действие, что подтверж-
дается данными морфологических исследований и тенденцией к повышению экспрессии основных генов апоптоза в ткани почек. Наилучший про-
текторный эффект по изучаемым показателям наблюдался при профилактическом введении комплексного соединения оксиметилурацила с аце-
тилцистеином.
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вызывающая остановку клеточного цикла. Активируясь 
в ответ на нарушения структуры ДНК, специфические 
протеинкиназы фосфорилируют эффекторные киназы  
Chek, которые играют роль своеобразного «переключа-
теля» между апоптозом и репарацией. В результате за-
медляется репликация ДНК и предотвращается вход кле-
ток в митоз [16, 17]. Апоптоз – универсальное явление, 
свойственное практически всем видам многоклеточных 
животных. Основная функция апоптоза заключается в 
уничтожении дефектных или ненужных клеток. При этом 
клеточные органоиды и нуклеотиды утилизируются сосед-
ними клетками [18]. Aпоптоз, или запрограммированная 
гибель клетки, опосредован активацией каспаз, которые 
расщепляют клеточные субстраты, приводя к гибели кле-
ток [19, 20]. Чрезмерная экспрессия генов семейства Casp 
свидетельствует об активации процесса программирован-
ной гибели клеток.

Введение

Акриламид (АА) – широко известный токсикант, кон-
такт с которым происходит в производственных и бытовых 
условиях [1–5]. Это соединение отнесено к канцерогенам, 
поскольку стимулирует рост опухолевых клеток. Кроме 
того, АА оказывает влияние на мужскую и женскую фер-
тильность, нарушает функциональное состояние печени и 
почек, негативно отражается на внутриутробном и дальней-
шем развитии ребёнка [6–12]. АА, вводимый животным во 
время беременности, вызывает повреждение в тканях почек 
крыс-матерей и их плодов [13].

Выведение АА происходит в большей степени с мочой 
в виде меркаптуровой кислоты [14], обладающей нефро-
токсичными свойствами [15]. Важную роль в поддержа-
нии стабильности генома в клетке при невозможности 
удаления повреждения играет молекулярная система, 
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ABSTRACT
Introduction. Acrylamide is a well-known toxicant, contact with which occurs both in industrial and domestic conditions. It has been found to have nephrotoxic 
properties. 
The purpose of the work is to evaluate the expression of the Casp7, Chek1 genes and changes in the structure of the kidney tissue in rats under long-term exposure 
to acrylamide and preventive correction.
Materials and methods. The experiment used sixty white outbred male rats. Acrylamide was administered intragastrically at a dose of 5 mg/kg body weight for 
90 days. Correction of possible violations was carried out 1 hour before the administration of the toxicant with complex compounds of hydroxymethyluracil. Gene 
expression was studied using real-time PCR. SPSS Statistics 21.0 software (IBM, USA) was used for statistical data analysis. Morphological studies of the structure 
of rat kidneys were carried out using standard methods.
Results. Studies have shown that exposure to acrylamide for 3 months at a dose of 5 mg/kg body weight causes structural changes in the kidney tissue in rats. With 
long-term exposure to acrylamide, there is a tendency to increase the expression of the Chek1 and Casp7 genes, which may indicate cell damage and activation of 
repair and apoptosis processes in them. The combination of hydroxymethyluracil with acetylcysteine had the greatest protective effect on the structure of the kidneys 
and the expression of the Casp7 gene.
Limitations are that morphological changes in kidney tissue during long-term exposure to acrylamide were correlated with the expression of only two apoptotic 
genes. For a more complete understanding of the pathogenetic changes during the damaging effect of acrylamide on the kidneys, it is necessary to conduct a 
multivariate analysis taking into account other toxicological and genetic indicators.
Conclusion. Acrylamide, when ingested for a long time at a dose of 5 mg/kg body weight, has a nephrotoxic effect, which is confirmed by data from morphological 
studies and a tendency to increase the expression of the main apoptosis genes in kidney tissue. The best protective effect according to the studied parameters was 
observed with the prophylactic administration of a complex compound of hydroxymethyluracil with acetylcysteine.
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Результаты
Морфология почек крыс группы отрицательного кон-

троля соответствовала норме: на микрофотографии видна 
нормальная гистологическая структура с хорошо очерчен-
ными почечными корпускулами, состоящими из клубочков, 
окружённых капсулой Боумена. Клубочки содержат плотно 
упакованные капилляры с чётко видимыми эндотелиальны-
ми ядрами, мезангиальными клетками и структурами. Прок-
симальные и дистальные извитые канальцы демонстрируют 
нормальную клеточную полярность и целостность базальной 
мембраны. Интерстициальная ткань в норме, без признаков 
воспаления или фиброза. В целом представленные элементы 
почечной ткани крыс являются типичными для здорового 
органа и не показывают патологических изменений (рис. 1, 
см. на вклейке).

Через 90 дней в почках крыс группы положительного 
контроля наблюдались некоторые структурные нарушения: 
в капсуле Боумена – увеличенное капсулярное простран-
ство, что может быть индикатором уменьшения объёма ка-
пилляров внутри клубочка и начала дегенеративных про-
цессов. В некоторых канальцах имелись дегенеративные 
изменения – деструкция клеток, теряющих чёткость очер-
таний. В просвете расширенных канальцев обнаруживались 
клетки слущённого эпителия, что может свидетельствовать о 
патологических процессах (рис. 2, см. на вклейке).

В почках крыс, которым профилактически вводили ком-
плексное соединение ОМУ с аскорбиновой кислотой (МГ-1),  
также определялись некоторые структурные нарушения, схо-
жие с таковыми у крыс группы положительного контроля 
(увеличенное пространство в просвете капсул Боумена). Вид-
ны тубулярные структуры, где в некоторых извитых канальцах 
заметны признаки вакуолизации и дегенеративные измене-
ния, в том числе деструкция клеточных стенок, приводящая 
к потере чёткости их очертаний. В расширенных просветах 
канальцев присутствовали отшелушившиеся эпителиальные 
клетки. В целом наблюдалась более размытая (дезорганизо-
ванная) структура почечной ткани (рис. 3, см. на вклейке).

Профилактическое введение крысам препарата МГ-2 
(4-я группа) оказало некоторое корректирующее действие на 
структуру почек при воздействии акриламида (рис. 4, см. на 
вклейке). Клубочки не изменены, внутри них видны плотно 
упакованные капилляры, капсула Боумена образует чёткую 
границу с просветом в границах нормы. Клетки, выстила-
ющие капсулу Боумена, выглядят чёткими и нетронутыми. 
Ядра клеток равномерно распределены и не показывают 
признаков гипертрофии или гиперплазии. Мезангиальная 
матрица между капиллярами также не демонстрирует замет-
ного увеличения или отложения. Проксимальные и дисталь-
ные извитые канальцы более сохранны, но имеют признаки 
дегенеративных изменений. В расширенных просветах ка-
нальцев видны отшелушившиеся эпителиальные клетки.

Морфологическая картина структуры почек у крыс, по-
лучавших в профилактическом режиме препарат МГ-10, 
больше напоминала таковую у крыс группы отрицательного 
контроля. Ткань почек была более структурирована, лучше 
просматривались очертания клеток. Вместе с тем наблюда-
лись слабо выраженные патологические изменения. Капсула 
Боумена несколько расширена, но эпителий выглядел чи-
стым, без видимых аномалий. Клетки канальцев были регу-
лярными, с чёткими границами и единичными ядрами, что 
свидетельствует о нормальной клеточной морфологии и от-
сутствии дегенеративных изменений (рис. 5, см. на вклейке).

Анализ активности гена Casp7, кодирующего ключевой 
энзим апоптотического пути каспазу-7, в почечной ткани 
экспериментальных животных выявил значительные моду-
ляции под влиянием АА (рис. 6). Длительная экспозиция АА 
приводила к увеличению уровня экспрессии данного гена, 
что отражает повышенную готовность почечных клеток к 
апоптозу. Применение комплексных соединений на основе 
ОМУ привело к статистически не значимому, но заметно-
му снижению уровня экспрессии гена Casp7. Самые низкие 

Поскольку сотни тысяч человек в мире имеют в быту и 
на производстве контакт с АА, необходимо продолжать ис-
следования для уточнения механизма токсичности этого ве-
щества и возможности её снижения.

Цель работы – оценить экспрессию генов Casp7, Chek1 и 
изменения структуры ткани почек крыс при длительном воз-
действии акриламида и профилактической коррекции.

Материалы и методы
Эксперимент проведён на 60 белых аутбредных крысах-

самцах с начальной массой тела 180–200 г, которые мето-
дом случайной выборки были разделены на пять групп по 
12 особей в каждой. Животных содержали в стандартных 
условиях вивария. В течение 90 дней ежедневно в рабочие 
дни в дозе 5 мг/кг массы тела крысам вводили акриламид 
внутрижелудочно, в качестве носителя и контрольного ве-
щества была использована дистиллированная вода. Кор-
ректирующее воздействие осуществляли соединениями на 
основе оксиметилурацила (ОМУ) в наиболее эффективных 
дозах [21].

Первой группе крыс вводили дистиллированную воду, 
она служила отрицательным контролем. Вторая группа 
получала только АА (положительный контроль). Живот-
ным групп 3, 4, 5 в профилактическом режиме (за 1 ч до 
токсиканта) вводили комплексные соединения ОМУ: 
группе 3 – с аскорбиновой кислотой (МГ-1); группе 4 –  
с сукцинатом натрия (МГ-2); группе 5 – с ацетилцистеи-
ном (МГ-10).

Исследования проведены с соблюдением требований, 
установленных Европейской конвенцией о защите позво-
ночных животных, используемых для экспериментов или в 
иных научных целях (ETS N 123), директивой Европейско-
го парламента и Совета Европейского союза 2010/63/EC от 
22.09.2010 г. о защите животных, использующихся для науч-
ных целей. Выведение животные из эксперимента осущест-
вляли эвтаназией углекислым газом с последующей декапи-
тацией.

Для проведения генетических исследований сразу после 
декапитации и вскрытия крыс образцы почек замораживали 
в жидком азоте и заливали реагентом Extract RNA. Согласно 
требованиям протокола, проводили выделение суммарной 
РНК. Синтез кДНК проводили с матрицы выделенной РНК 
с использованием набора реактивов MMLV RT kit и прайме-
ров олиго(dT)15 («Евроген», Россия). Изучение экспрессии 
генов в норме и при интоксикации АА проводили методом 
ПЦР в режиме реального времени на амплификаторе Rotor-
Gene Q (Qiagen, Германия) с использованием олигонукле-
отидных специфичных праймеров и интеркалирующего 
красителя SYBR Green. Уровень экспрессии мРНК стандар-
тизировали относительно экспрессии Gapdh – гена «домаш-
него хозяйства».

Статистический анализ проводили с использовани-
ем программного обеспечения SPSS Statistics 21.0 (IBM, 
СШA). В качестве критерия нормальности распределения 
признаков в изучаемых группах применяли критерий Кол-
могорова – Смирнова. При нормальном распределении 
данных для оценки значимости различий между группа-
ми использовали однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) и апостериорные критерии Тьюки и Тамхейна. 
Данные представлены как среднее арифметическое и стан-
дартная ошибка. Различия считали статистически значи-
мыми при р < 0,05.

Ткани почек для гистологического исследования были 
фиксированы в 10%-м нейтрально забуференном форма-
лине. Из залитой парафином ткани готовили срезы толщи-
ной 5–7 мкм и подвергали их стандартной гистологической 
проводке. Препараты окрашивали гематоксилин-эозином 
и помещали в среду для заключения препаратов Limonen 
mounting medium. Полученные препараты изучали под 
микроскопом Zeiss AXIO Imager D2 с увеличением ×100  
и ×400.
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уровня 3,80 ± 1,14, в группе 4 – до 2,87 ± 0,86 и в группе 5 –  
до 3,40 ± 1,79. Данные снижения не достигли статистичес-
кой значимости (F = 1,112; р = 0,373), однако они могут 
свидетельствовать о потенциальной эффективности этих 
соединений в модуляции ответа на генотоксический стресс. 
Несмотря на отсутствие статистической значимости, эти 
результаты могут указывать на тренд влияния ОМУ-соеди-
нений на уменьшение АА-индуцированных повреждений  
в почечных тканях, что заслуживает дальнейшего исследо-
вания в более широких экспериментах.

Обсуждение
В результате проведённых исследований установлено, 

что воздействие АА на аутбредных крыс-самцов в течение 
трёх месяцев в дозе 5 мг/кг массы тела вызывает структурные 
изменения в ткани почек. В частности, наблюдались дегене-
ративные изменения в канальцах в виде деструкции клеток, 
теряющих чёткость очертаний. В просвете расширенных 
канальцев обнаруживались клетки слущённого эпителия. 
Полученные нами результаты согласуются с литературными 
данными [12–14]. Профилактическое введение комплексных 
соединений ОМУ не оказало заметного защитного эффекта 
при воздействии АА, но из трёх комплексных соединений 
наибольшее защитное действие, на наш взгляд, оказало со-
единение ОМУ с ацетилцистеином. В структуре почек крыс 
этой группы наблюдалось меньше структурных изменений, 
и она больше напоминала таковую у крыс группы отрица-
тельного контроля. В работе Тарских М.М. также было по-
казано, что низкомолекулярные тиолы (цистеин, глутатион 
и унитиол) снижали токсическое действие АА [22].

Исследование динамики экспрессии ключевых генов, уча-
ствующих в апоптозе, выявило, что хроническое воздействие 
АА приводит к общему усилению апоптотической активно-
сти. Так, анализ показал повышение уровня экспрессии гена 
Chek1, что согласуется с его ролью в механизмах реагирования 
на повреждение ДНК и инициации репаративных процессов 
и апоптоза. Это усиление экспрессии, даже не имея статисти-
ческой значимости, может быть индикатором начала клеточ-
ного ответа на генотоксичность акриламида [16, 17]. Апоптоз, 
который осуществляется с помощью цистеиновых протеаз 
каспаз (в частности, каспазы-7), имеет ключевое значение  
в выполнении программированного клеточного самоуничто-
жения [4]. Выявленная тенденция к увеличению экспрессии 
гена Casp7 подтверждает предположение о том, что АА может 
способствовать активации апоптотических путей, приводя  
к повышенной гибели клеток почек.

Применение ОМУ в комбинации с ацетилцистеином 
показало интересный результат: были зафиксированы зна-
чения экспрессии гена Casp7, максимально приближенные 
к показателям отрицательного контроля. Это наблюдение 
может указывать на потенциальную эффективность дан-
ного соединения как профилактического средства против  
АА-индуцированного апоптоза.

Ограничения исследования заключаются в том, что морфо-
логические изменения в ткани почек при длительном воз-
действии акриламида сопоставлены с экспрессией только 
двух генов апоптоза. Для более полного понимания патоге-
нетических изменений при повреждающем действии акри-
ламида на почки необходим многофакторный анализ с учё-
том других токсикологических и генетических показателей.

Заключение
Акриламид при длительном поступлении в организм 

крыс в дозе 5 мг/кг массы тела оказывает нефротоксиче-
ское действие, что подтверждается данными морфологиче-
ских исследований и тенденцией к повышению экспрессии 
основных генов апоптоза в ткани почек. Наилучший про-
текторный эффект по изучаемым показателям наблюдался 
при профилактическом введении комплексного соединения  
оксиметилурацила с ацетилцистеином.

значения, близкие к показателям отрицательного контроля 
(–0,86 ± 0,41), зафиксированы в группе, получавшей препа-
рат МГ-10 (–0,67 ± 2,05), что может указывать на его потен-
циальную эффективность в снижении АА-индуцированной 
апоптозной активности. Группа положительного контроля 
показала значительно повышенную экспрессию гена Casp7 
(2,73 ± 1,85), что коррелирует с ожидаемыми эффектами 
АА. Группы, получавшие препараты МГ-1 и МГ-2, также 
продемонстрировали повышенные значения экспрессии  
(3,14 ± 2,09 и 2,10 ± 1,24 соответственно), но без статистиче-
ски значимой разницы по сравнению с контрольными груп-
пами (F = 1,21; р = 0,331).

Результаты анализа экспрессии гена Chek1, который 
играет критическую роль в ответе клетки на повреждение 
ДНК и поддержании геномной стабильности, в почечной 
ткани после трёхмесячного эксперимента демонстрируют 
некоторую модуляцию (рис. 7). Воздействие АА привело 
к повышению уровня экспрессии Chek1 (4,99 ± 2,13), что 
превышает базовую активность этого гена в группе отрица-
тельного контроля (0,53 ± 1,53). Это указывает на актива-
цию репаративных путей клетки в ответ на потенциально 
токсическое воздействие химического агента и может быть 
маркёром повреждения ДНК в почечных клетках. Введение 
комплексных соединений на основе ОМУ привело к уме-
ренному снижению экспрессии гена Chek1: в группе 3 до 

Рис. 7. Уровень экспрессии гена Chek1 в ткани почек крыс через 3 мес 
воздействия акриламида и профилактической коррекции комплекс-
ными соединениями оксиметилурацила.

Fig. 7. The level of expression of the Chek1 gene in rat kidney tissue after 3 
months of exposure to acrylamide and preventive correction with complex 
compounds of hydroxymethyluracil.
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Рис. 6. Уровень экспрессии гена Casp7 в ткани почек крыс через 3 мес 
воздействия акриламида и профилактической коррекции комплекс-
ными соединениями оксиметилурацила.

Fig. 6. The level of expression of the Casp7 gene in rat kidney tissue after 3 
months of exposure to acrylamide and preventive correction with complex 
compounds of hydroxymethyluracil.
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Рис. 1. Структура почек крыс группы отрицательного контроля через 
3 мес эксперимента.

Fig. 1. Kidney structure in rats in the negative control group after 3 months 
of the experiment. 

Рис. 2. Структура почек крыс группы положительного контроля 
через 3 мес воздействия акриламида.

Fig. 2. Kidney structure in rats in the positive control group after 3 months 
of acrylamide exposure.

Рис. 3. Структура почек крыс через 3 мес воздействия акриламида 
при профилактическом введении препарата МГ-1.

Fig. 3. The structure of the kidneys in rats after 3 months of exposure to 
acrylamide and prophylactic administration of the drug MG-1.

Рис. 4. Структура почек крыс через 3 мес воздействия акриламида 
при профилактическом введении препарата МГ-2.

Fig. 4. The structure of the kidneys in rats after 3 months of exposure to 
acrylamide and prophylactic administration of the drug MG-2.

Рис. 5. Структура почек крыс через 3 мес воздействия акриламида 
при профилактическом введении препарата МГ-10.

Fig. 5. The structure of the kidneys in rats after 3 months of exposure to 
acrylamide and prophylactic administration of the drug MG-10.


