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Изучены экспрессия и полиморфизм генов (кодирующих ГАМК-рецепторы), определяю-
щих тяжесть депримирующего действия этанола у белых нелинейных крыс. В ходе экспе-
римента проводилось генотипирование животных по 16 однонуклеотидным заменам ге-

нов, кодирующих рецепторы ГАМК. Генетическое разнообразие аллельных вариантов было 
обнаружено по 11 полиморфизмам. Выявлено, что у крыс с гомозиготным вариантом генотипа 
ТТ (rs197587817) уровень экспрессии гена Gabra1 (в головном мозге через 8 часов после введе-
ния этанола) был достоверно (в 2 раза) ниже по сравнению с гетерозиготным генотипом СT. 
Показана достоверная (p<0,05) ассоциация уровня экспрессии гена Gabrb1 c глубиной тяжести 
депримирующего действия этанола на нервную систему крыс спустя 8 часов после введения ток-
сиканта.
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Введение. Количество тяжелых осложне-
ний и высокая летальность при острых отрав-
лениях нейротоксикантами свидетельствуют о 
необходимости разработки новых, при совер-
шенствовании имеющихся, методов диагно-

стики тяжести поражения и прогноза исхода 
химической травмы [1].

Острые отравления этанолом, одним из ши-
роко распространенных нейротоксикантов, 
характеризуются целым каскадом нарушений 
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на различных уровнях (системном, органном, 
клеточном и субклеточном). К наиболее тя-
желым состояниям, сопровождающимся глу-
бокой дисфункцией центральной нервной си-
стемы и высокой летальностью, относится 
токсическая кома [2, 3].

В настоящее время большое значение при 
прогнозе течения алкогольной интоксикации 
придается индивидуальным, генетически де-
терминированным особенностям организма. 
Анализ литературных данных подтверждает 
существование генетически обусловленных 
различий в реагировании биологических си-
стем на воздействие этанола [4-7].

Токсическое действие этанола сопровожда-
ется воздействием на ГАМК-рецепторы [8]. 
Считается экспериментально обоснованным, 
что ряд поведенческих реакций при интокси-
кации этанолом обусловлен влиянием спир-
та на функционирование ГАМКА-ергической 
нейромедиаторной системы. При этом разви-
тие и степень выраженности различных пато-
логических процессов при острой и хрониче-
ской интоксикации могут быть сопряжены с 
генетическими вариациями ГАМК-рецепто-
ров [9, 10]. В ряде исследований показано вли-
яние уровня экспрессии генов Gabra1, Gabra4 
на формирование устойчивости к воздействию 
этанола [11, 12].

Несмотря на наличие большого количества 
работ, посвященных изучению полиморфизма 
генов, кодирующих ГАМК-рецепторы, дан-
ных о связи глубины депримирующего дей-
ствия этанола на ЦНС с рассматриваемыми 
генетическими особенностями пока нет. На 
сегодняшний день не обнаружены маркеры 
предрасположенности к формированию тяже-
лых форм интоксикации этанолом.

Таким образом, получение новых данных о 
влиянии экспрессии и полиморфизма генов, 
кодирующих ГАМК-рецепторы, на степень 
течения интоксикации позволит осуществить 
прогнозирование глубины депримирующего 
воздействия этанола на нервную систему, раз-
работать эффективные методы диагностики 
тяжести состояний отравленных и подходы к 
созданию индивидуализированных схем тера-
пии.

В связи с этим, целью настоящей работы 
было выявление ассоциации полиморфных ва-
риантов генов (ГАМК-рецепторов), уровня их 
экспрессии (в крови, печени, головном мозге) 
с глубиной и тяжестью депримирующего дей-
ствия этанола на нервную систему белых нели-
нейных крыс.

Материалы и методы исследования. Рабо-
та выполнена в соответствии с Националь-
ными и Международными правилами работы 

с лабораторными животными, а ее выполне-
ние санкционировано Комиссией по биоэтике 
(IACUC). Эксперименты выполнены на белых 
нелинейных крысах-самцах массой 180–240 г, 
содержавшихся в условиях вивария. За 12 ча-
сов до начала эксперимента животных не кор-
мили. Для моделирования различной степени 
угнетения функций нервной системы (оглуше-
ние-сопор-кома) 33% раствор этанола вводи-
ли животным внутрибрюшинно в дозе 0,8 ЛД50  
(5,1 г/кг). Наблюдение за крысами осуществля-
ли в течение 8 часов после введения этанола.

Оценку неврологического статуса экспе-
риментальных животных при остром отрав-
лении этанолом проводили с использованием 
алгоритма, разработанного в работе Баша-
рина В.А. [13].

ДНК для проведения генотипирования вы-
деляли из образцов периферической веноз-
ной крови с использованием автоматической 
станции для выделения нуклеиновых кислот 
«NorDiag Arrow» (Швеция) и коммерческого 
набора «Arrow Blood DNA Kit 500» (Швеция) 
по протоколу «DNA Blood 500».

Тотальную РНК для проведения анализа 
экспрессии выделяли из образцов крови, пече-
ни и головного мозга крыс с использованием 
автоматической станции для выделения нукле-
иновых кислот «NorDiag Arrow» (Швеция) и 
коммерческого набора «Arrow RNA» (Шве-
ция) по протоколу «RNA v.2.1». Выделен-
ную РНК переводили в кДНК по протоколу 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 
Applied Biosystems (США) [14].

Измерение концентрации выделенных об-
разцов ДНК и РНК осуществляли с исполь-
зованием спектрофотометра «BioSpec-nano» 
(Япония).

Для определения полиморфизма генов, ко-
дирующих ГАМК-рецепторы, проводили по-
лимеразно-цепную реакцию в режиме реаль-
ного времени (ПЦР-РВ) на амплификаторе 
«QuantStudio 12K Flex», Applied Biosystems 
(США), с использованием коммерческих прай-
меров и зондов, синтезированных и нанесенных 
производителем на пластины «OpenArray». 
Термоциклирование пластин «OpenArray» 
проводили по следующей программе: 95°С – 
600 с – 1 цикл; (92°С – 15 с, 60°С – 60 с) – 40 ци-
клов [15]. Анализ данных ПЦР-РВ проводили 
с использованием специализированного про-
граммного обеспечения «HOME Genotyper». 

Экспрессию генов, кодирующих ГАМК-ре-
цепторы в крови, печени и головном мозге 
крыс спустя 8 часов после введения этанола, 
оценивали методом ПЦР-РВ, по отношению 
к гену-рефери 18S-РНК на амплификаторе 
«7900HT Fast Real-Time PCR System», Applied 



24

Biosystems (США), с использованием ком-
мерческой тест-системы Applied Biosystems 
(Rn01430371_m1). Термоциклирование осу-
ществляли по следующей программе: 50°С – 
120 сек. – 1 цикл; 95°С – 600 сек. – 1 цикл;  
(95°С  – 15 сек., 60°С – 60 сек.) – 45 циклов. Ана-
лиз данных проводили с использованием про-
граммы RQ Manager v.1.2.1 [16].

Для определения относительного количе-
ства кДНК, соответствующего относительно-
му количеству мРНК в анализируемом образ-
це, использовали разведения пулированных 
исследуемых образцов, при помощи кото-
рых осуществлялось построение калибровоч-
ных кривых. Показатель уровня экспрессии 
гена определяли относительно гена-рефери 
18s-РНК по следующей формуле:

УЭ =
количество мРНК определяемого гена    x 100,

количество мРНК гена – РНК

где УЭ – относительный уровень экспрессии 
гена [17].

Статистическую обработку результатов 

производили с использованием программы 
Statistica 8.0. Для сравнения уровней экспрес-
сии при носительстве различных генотипов ис-
пользовали дисперсионный анализ.

Результаты и обсуждение. На основе ана-
лиза данных литературы были отобраны ге-
ны-кандидаты и их полиморфизмы, опреде-
ляющие степень тяжести депримирующего 
действия этанола на нервную систему лабора-
торных крыс [6–11]. Так, для исследования вы-
браны гены, кодирующие ГАМК-рецепторы и 
16 полиморфизмов, расположенные в разных 
частях этих генов.

Для выявления частот полиморфных вари-
антов проводили генотипирование образцов 
ДНК, выделенных из периферической веноз-
ной крови белых крыс. Частоты полиморфных 
вариантов генов, кодирующих ГАМК-рецеп-
торы, приведены в таблице 1.

Проведенное генотипирование живот-
ных позволило выявить генетическое разно-
образие аллельных вариантов только по 11 
полиморфизмам (rs107127945, rs197587817, 

Таблица 1
Частоты полиморфных вариантов генов, кодирующих ГаМК-рецепторы

№ п/п
Наименование гена

Генетический
вариант

Частоты генотипов, N (%)

NN NM MM

1 Gabra1 G/T (rs107127945) 60 (75) 19 (23,75) 1 (1,25)

2 Gabra1 C/T (rs197587817) 57 (71,25) 22 (27,5) 1 (1,25)

3 Gabra2 C/T (rs105733011) 65 (81,25) 15 (18,75) 0 (0)

4 Gabra2 A/G (rs8168342) 67 (83,75) 13 (16,25) 0 (0)

5 Gabra2 A/G (rs198286814) 66 (82,50) 14 (17,50) 0 (0)

6 Gabra2 A/G (rs198837638) 68 (85) 12 (15) 0 (0)

7 Gabra3 A/T (rs107413315) 80 (100) 0 (0) 0 (0)

8 Gabra3 A/T (rs105096249) 68 (85) 12 (15) 0 (0)

9 Gabra4 G/T (rs197596713) 56 (70) 22 (27,50) 2 (2,50)

10 Gabra4 A/G (rs1055966045) 80 (100) 0 (0) 0 (0)

11 Gabra6 C/T (rs106047548) 80 (100) 0 (0) 0 (0)

12 Gabra6 C/T (rs107063497) 80 (100) 0 (0) 0 (0)

13 Gabrb1 C/T (rs13456854) 70 (87,50) 9 (11,25) 1 (1,25)

14 Gabrb1 C/T (rs13456853) 80 (100) 0 (0) 0 (0)

15 Gabrb1 C/T (rs13456852) 71 (88,75) 8 (10) 1 (1,25)

16 Gabrb1 C/T (rs13456851) 69 (86,25) 11 (13,75) 0 (0)

Примечание: NN – гомозигота по «дикому» аллелю, NM – гетерозигота, MM – гомозигота по «редкому» аллелю.
В скобках указана частота.
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Таблица 2
Относительный уровень экспрессии гена Gabra1 в исследованной группе крыс  

в зависимости от генотипа 

Варианты гена Gabra1 Относительный уровень экспрессии гена (УЭ), % р

C/T (rs197587817)
CT 887,80 0,0476*

TT 426,80

Примечание: * – p<0,05, t-критерий Стьюдента

rs105733011, rs8168342, rs198286814, rs198837638, 
rs13456854, rs13456852, rs13456851, rs105096249, 
rs197596713). При этом для полиморфиз-
мов rs13456853, rs107063497, rs107413315, 
rs105966045, rs106047548 были обнаружены 
только гомозиготы по «дикому» аллелю. В 
связи с этим можно предположить, что поли-
морфные варианты, для которых обнаружено 
генетическое разнообразие, могут влиять на 
уровень экспрессии и впоследствии на форми-
рование ответа организма при острой интокси-
кации этанолом. 

При анализе уровня экспрессии генов в ка-
ждом образце определяли значения порогово-
го цикла амплификации для генов-мишеней 
и гена-рефери (18s-РНК). С помощью мате-
матических преобразований полученные дан-
ные переводили в относительный уровень экс-
прессии для конкретного животного. Стоит 
отметить, что в образцах крови и печени ла-
бораторных крыс экспрессия генов-мишеней 
не обнаружена. Однако в образцах головного 
мозга экспрессия изучаемых генов выявлена. 

При проведении статистического анализа 

установлена корреляция полиморфного вари-
анта rs197587817 гена Gabra1 крыс с уровнем 
его экспрессии в головном мозге спустя 8 часов 
после введения этанола (табл. 2, рис. 1). 

Данные, представленные в таблице 2 и на ри-
сунке 1, демонстрируют достоверную (p<0,05) 
ассоциацию полиморфизма rs197587817 (C/T) 
с уровнем экспрессии гена Gabra1 в голов-
ном мозге лабораторных животных после 
воздействия этанола в дозе 0,8  ЛД50 (5,1 г/
кг). В ходе эксперимента установлено, что у 
крыс с гомозиготным вариантом генотипа TT 
(rs197587817) уровень экспрессии гена Gabra1 
(в головном мозге спустя 8 часов после введе-
ния этанола) был достоверно в 2 раза ниже по 
сравнению с гетерозиготным генотипом CT. 
Влияние данного полиморфизма на измене-
ние уровня экспрессии гена можно объяснить 
тем, что однонуклеотидная замена цитозина 
на тимин является синонимичной мутацией. В 
настоящее время предполагается, что синони-
мичные мутации в ДНК, изменяющие кодон 
РНК, но не изменяющие последовательность 
аминокислот, потенциально могут стать при-

рис. 1. Относительный уровень экспрессии гена Gabra1 rs197587817 в исследованной 
группе крыс в зависимости от генотипа.
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чиной изменений количества белка в клет-
ке [18]. В связи с этим можно предположить, 
что крысы с гомозиготным генотипом СС 
(rs197587817) должны быть более устойчивы к 
воздействию этанола.

Для подтверждения выдвинутого предполо-
жения была проведена оценка взаимосвязи тя-
жести угнетения ЦНС и экспрессии генов, ко-
дирующих ГАМК-рецепторы.

В результате выявлена достоверная (p<0,05) 
ассоциация выраженности угнетения функ-
ционирования ЦНС спустя 8 часов после воз-
действия этанолом с уровнем экспрессии гена 
Gabrb1 (табл. 3, рис. 2). 

Полученные данные свидетельствуют о 
том, что крысы (через 8 часов после воздей-
ствия этанолом), характеризующиеся невро-
логическим статусом «норма», обладали по-
вышенным уровнем экспрессии гена Gabrb1 
по сравнению с особями, состояние которых 
относилось к «оглушению» и «сопору». Стоит 
отметить, что увеличение тяжести депримиру-
ющего действия этанола на нервную систему 

животного было связано с уменьшением уров-
ня экспрессии гена Gabrb1. 

Связь уровня экспрессии гена Gabrb1 с из-
учаемыми однонуклеотидными заменами 
(rs13456851, rs13456852, rs13456853, rs13456854) 
не выявлена, что можно объяснить наличием 
других функционально значимых полимор-
физмов и эпигенетических маркеров. 

Заключение. В результате проведенно-
го исследования установлено генетическое 
разнообразие аллельных вариантов по 11 
полиморфизмам (rs107127945, rs197587817, 
rs105733011, rs8168342, rs198286814, rs198837638, 
rs13456854, rs13456852, rs13456851, rs105096249, 
rs197596713) из 16 исследованных. Выявлено 
влияние полиморфного варианта rs197587817 
(С/T) на уровень экспрессии гена Gabra1 в го-
ловном мозге крыс после интоксикации этано-
лом. Продемонстрирована связь тяжести де-
примирующего действия этанола на нервную 
систему (спустя 8 часов после введения токси-
канта) с уровнем экспрессии гена Gabrb1 в го-
ловном мозге. 

Таблица 3
Относительный уровень экспрессии гена Gabrb1 в зависимости от тяжести депримирующего 

действия этанола на нервную систему белых нелинейных крыс спустя 8 часов после воздействия 
токсикантом

Тяжесть депримирующего действия этанола на нервную 
систему спустя 8 часов после воздействия токсикантом

Относительный уровень экспрессии 
гена (УЭ), % p

Норма 511,57

0,00000
Оглушение 310,72

Сопор 51,48

Примечание: * – p<0,05, t-критерий Стьюдента

рис. 2. Относительный уровень экспрессии гена Gabrb1 в зависимости от тяжести депримирующего действия этанола 
на нервную систему белых нелинейных крыс спустя 8 часов после воздействия токсикантом.
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THE EXPRESSION AND POLYMORPHISM INFLUENCE OF GENES, ENCODING THE GABA-
RECEPTORS, ON SEVERITY OF THE ETHANOL DEPRESSING ACTION IN RATS
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Expression and polymorphism of encoding the  Gaba-receptors of genes, which determine the severity 
of the depressing effect of ethanol in  white outbred rats were studied. In the course of the experiment, 
genotyping of animals was made using 16 single-nucleotide replacements  in genes encoding  the  GABA. 
The genetic diversity of allelic variants was revealed, based on 11 polymorphisms. It was found out that  
in rats with the  genotype homozygous variant TT (rs 197587817)  the expression level of gene Gabra 
l ( in brain  8 h after administration of  ethanol) was authentically lower ( 2-fold) as compared  to the  
heterozygous genotype CT. An authentic association   of the  gene Gabrb1 expression level ( p<0.05)  with 
the  severity degree of the ethanol depressing effect on the nervous system in rats 8 h after administration 
of the toxicant was  demonstrated.

Key words: the GABA-receptors, genetic polymorphism, gene expression, ethanol.
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