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В статье предложен простой метод выявления одной из наиболее частых мутаций PiZ, ассоциированных с дефицитом альфа-1 анти-
трипсина, с использованием технологии полимеразно-цепной реакции (ПЦР) в реальном времени.

Приоритетное исключение мутации PiZ как наиболее значимой может позволить ускорить диагностику и сделать её более доступной 
для практического здравоохранения.

Ключевые слова: SERPINA1, дефицит альфа-1-антитрипсина, ПЦР реального времени.

The aim of this study is to develop a method for diagnosing PiZ mutation associated with alpha-1 antitrypsin deficiency using real-time PCR 
technology.

A simple method is proposed for detecting one of the most frequent mutations of the Pi gene PiZ associated with alpha-1 antitrypsin deficiency. 
Priority exclusion of the PiZ mutation as the most significant one may provide rapid diagnosis and make it more accessible to practical healthcare.

Keywords: SERPINA1, alpha-1-antitrypsin deficiency, real-time PCR.
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Введение. Целью данного иссле-
дования является разработка метода 
диагностики мутации PiZ, ассоцииро-
ванной с дефицитом альфа-1 анти-
трипсина (ААТ), с использованием тех-
нологии полимеразно-цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени. 

Дефицит альфа-1 антитрипсина 
(ААТД) является наследственным 
заболеванием, ассоциированным с 
рядом мутаций в гене протеазного 
ингибитора Pi. Ген, контролирующий 
структуру ААТ – SERPINA1, распола-
гается на длинном плече хромосомы 

14 (14q31-32.2), содержит 7 экзонов 
(четыре кодирующих (2-4 и 5) и три 
некодирующих (1a, 1b, 1c)), для кото-
рых известно более 200 [1] аллельных 
вариантов, наследующихся по ауто-
сомно-кодоминантному типу (OMIM 
107400).

Обозначение аллелей гена Pi осу-
ществляется буквами латинского ал-
фавита от A до Z в зависимости от 
положения продукта в геле при изо-
электрическом фокусировании. Наи-
более частыми вариантами аллелей 
являются аллели PiM, при которых 
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концентрация ААТ в сыворотке кро-
ви находится в пределах нормальных 
значений (90-200 мг/дл или 16,5-36,8 
μmol/L согласно использованным нами 
методам). Аллели, ассоциированные 
с недостаточным уровнем белка, ре-
гистрируются значительно реже и в 
отдельных случаях характеризуются 
помимо дефицита снижением функци-
ональной активности ААТ, как, напри-
мер, аллель Z, являющийся наиболее 
значимым в клинической практике [2]. 
Известно, что 95% пациентов с ААТД 
имеют генотип PiZZ [3].

Дефицит альфа-1 антитрипсина 
является повсеместно распростра-
нённым, но по сей день редко диагно-
стируемым заболеванием [4]. Диагноз 
часто задерживается на несколько лет 
и в популяции может присутствовать 
много недиагностированных индиви-
дов с ААТД [5]. Поскольку PiZ являет-
ся наиболее распространённым пато-
логическим аллелем в большинстве 
популяций, в зависимости от спектра 
мутаций в конкретной популяции есть 
смысл начинать молекулярную диа-
гностику именно с него. Предложен-
ный нами метод генотипирования мо-
жет помочь ускорить и сделать более 
доступной диагностику ААТД.

Одним из наиболее востребован-
ных и распространённых методов 
молекулярной диагностики является 
ПЦР в реальном времени (Real-Time 
PCR), имеющая ряд преимуществ 
перед классическим методом с де-
текцией продуктов ПЦР посредством 
гель-электрофореза и, в некоторых 
случаях, перед технологией Luminex, 
применяемой для мультиплексного ге-
нотипирования [6], таких как:

– снижение риска контамина-
ции и, соответственно, получения не-
достоверных результатов; метод не 
требует работы непосредственно с 
продуктом ПЦР;

– ускорение постановки экс-
перимента в результате исключения 
гель-электрофореза, метода полимор-
физма длин рестрикционных фрагмен-
тов (ПДРФ) и дополнительных этапов, 
связанных с использованием отдель-
ных систем детекции;

– возможность полной автома-
тизации теста – от экстракции ДНК до 
интерпретации результата;

– более доступная реагентика и 
оборудование для проведения ПЦР в 
реальном времени. Борьба с продол-
жающейся в настоящее время пан-
демией коронавируса SARS-CoV-19 
и применение RT-PCR как основного 
метода ранней диагностики способ-
ствовали значительному расширению 

мирового парка оборудования для 
ПЦР в реальном времени. В прак-
тическом здравоохранении широко 
распространены лаборатории, рабо-
тающие главным образом по данной 
технологии.

Мы предлагаем метод верифика-
ции мутации PiZ по технологии ПЦР 
реального времени. Приоритетное 
исключение мутации PiZ как наибо-
лее значимой может позволить уско-
рить диагностику дефицита альфа-1 
антитрипсина и сделать её более до-
ступной для практического здравоох-
ранения.

Материалы и методы исследова-
ния. В ходе выполнения эксперимен-
тальной части работы были отобраны 
образцы ДНК 503 пациентов детского 
возраста с характерными для ААТД 
поражениями лёгких и/или печени [7]. 
Из них 200 пациентов с поражением 
печени и 303 - с заболеваниями ды-
хательных путей, в последнюю груп-
пу кроме пациентов с характерными 
для ААТД хроническими неспецифи-
ческими заболеваниями лёгких были 
включены пациенты с бронхиальной 
астмой и муковисцидозом. Контроль-
ную группу составил 81 практически 
здоровый ребенок. Эксперименталь-
ные выборки были набраны на базе 
ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» Минз-
драва России (НЦЗД) г. Москва и ГАУ 
РС(Я) «Республиканская больница 
№1-Национальный центр медицины» 
г. Якутск.

У законных представителей всех па-
циентов и группы сравнения, включён-
ных в исследование, было получено 
информированное согласие.

Образцы ДНК в выборке пациентов 
получали из венозной крови, а у детей 
контрольной группы ДНК – из средней 
порции утренней мочи. Выделение 
ДНК производили на спин-колонках 
с сорбентом на матрице из силика-
геля Blood genomicPrep Mini Spin Kit 
(«Cytiva Life Sciences», США) согласно 
протоколу производителя. В Якутске 
ДНК выделялась путём стандартной 
фенол-хлороформной экстракции. 
Качество экстракции ДНК проверя-
лось методом спектрофотометрии в 
микрообъёме, использовался спектро-
фотометр Nanodrop («ThermoFisher 
Scientific», США) или BioSpec Nano 
(«Shimadzu», Япония).

Для постановки ПЦР использовался 
ДНК-амплификатор в «реальном вре-
мени» CFX96 («Bio-Rad labs», США). 
ПЦР в реальном времени проводи-
лась по технологии Taqman [8].

Использовались следующие прай-
меры и зонды:

Прямой
5’-GCTTCCTGGGAGGTGTCCACG-3’

Обратный
5 ’ - T T C C C A T G A A G A G G G -
GAGACTTGG-3’

Зонды
Дикий тип

5 ’ - FA M - C C A G C A G C T T C A G T C -
CCTTTCTCGTC-RTQ1-3’

Мутант
5 ’ - R 6 G - C C A G C A G C T T C A G T C -
CCTTTCTTGTC-BHQ2-3’

Для разработки олигонуклеотидных 
последовательностей использовался 
онлайн инструмент Primer-BLAST 
(«NCBI», США).

Протокол амплификации был 
следующим:
Начальная
денатурация 95 °С 15 мин

Денатурация 95 °С 15 с

40
 ц

ик
ло

в

Отжиг праймеров 70 °С 1 мин

Регистрация флуоресценции

а

б

в

Кривые флюоресценции при ПЦР реаль-
ного времени: а – нормальный аллель, б 
– гетерозигота по мутантному аллелю, в – 
гомозигота по мутантному аллелю
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ПЦР проводилась в реакционной 
смеси, содержащей 2,5 мкл буфера 
«C» (pH 8,8) для Taq полимеразы Ther-
moStar, 1,5 ммоль каждого dNTP, 10 
пмоль каждого праймера, 0,25 пмоль 
каждого зонда, 1,5 ЕД Taq ThermoStar 
полимеразы («Силекс», Россия) и 0,3-
1,0 мкг геномной ДНК в общем объеме 
25 мкл. В качестве реакционных со-
судов использовались полипропиле-
новые пробирки типа «Эппендорф» 
ёмкостью 200 мкл с оптической крыш-
кой или стандартные 96-луночные 
микропланшеты ёмкостью 200 мкл, 
запечатанные оптически прозрачной 
плёнкой.

При нормальном аллеле регистри-
ровалась флюоресценция только от 
зонда FAM (рисунок, а), при гомозиготе 
по мутантному аллелю - только от R6G 
(рисунок, в) и в случае гетерозиготного 
состояния регистрировались оба зон-
да (рисунок, б).

В каждой серии ПЦР применялись 
отрицательный и положительный кон-
трольные образцы, подтверждённые 
секвенированием по Сэнгеру на базе 
ФГБНУ «Институт молекулярной био-
логии им. В.А. Энгельгардта», г. Мо-
сква. В качестве положительного кон-
троля использовался первый образец, 
гомозиготный по аллелю PiZ, выявлен-
ный в данном исследовании.

Результаты и обсуждение. Всего 
было выявлено 7 пациентов, гетеро-
зиготных по мутантному аллелю PiZ 
(генотип PiMZ), и 5 пациентов с гомо-
зиготным генотипом PiZZ. Выявленные 
случаи мутации верифицировались с 
помощью ПЦР-ПДРФ.

Применение широкодоступного 
метода ПЦР в реальном времени с 

приоритетным исключением частых 
мутаций может ускорить постановку 
диагноза [9].

Алгоритм лабораторной диагности-
ки ААТД с применением ПЦР в реаль-
ном времени для исключения частых 
мутаций может выглядеть так:

1.	 Клиническое обоснование не-
обходимости исключения ААТД.

2.	 Определение уровня ААТ в 
сыворотке. При выявлении понижен-
ного или порогового уровня ААТ – пе-
реход к этапу 3.

3.	 Исключение частых для дан-
ной популяции мутаций, например PiZ, 
методом ПЦР в реальном времени. 
Выявление на данном этапе частой 
мутации даёт информацию, позволя-
ющую завершить диагностический по-
иск. В случае исключения частых мута-
ций – переход к этапу 4.

4.	 Поиск редких мутаций путём 
секвенирования кодирующих экзонов 
гена Pi. Может быть произведен в уч-
реждении более высокого уровня (на-
пример, научно-исследовательском 
институте).

Ввиду высокой вариабельности 
[10] уровня ААТ в сыворотке при раз-
личных мутациях и генотипах, воспа-
лительных реакциях, молекулярно-
генетическая диагностика рекомен-
дуется не только при пониженном или 
пороговом уровне ААТ, но и пациен-
там, у которых наблюдается концен-
трация ААТ, попадающая в «серую 
зону».

Своевременное выявление мута-
ций, ассоциированных с дефицитом 
альфа-1 антитрипсина, является клю-
чом к оптимальному ведению пациен-
та, что существенно повышает каче-

ство жизни и ожидаемую её продолжи-
тельность.
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А.М. Еникеева, И.И. Садртдинова, З.Р. Хисматуллина,
К.А. Пупыкина, Р.Г. Фархутдинов

ИЗМЕНЕНИЕ БИОЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ 
АКТИВНОСТИ ГОЛОВНОГО МОЗГА
У САМОК КРЫС ЛИНИИ WAG/RIJ
ПОД ВЛИЯНИЕМ ВОДНОГО НАСТОЯ 
ТРАВЫ PULMONARIA OBSCURА DUM.

В статье представлены результаты исследования биоэлектрической активности не-
окортекса в условиях перорального введения водного настоя травы медуницы неясной 
(Pulmonaria obscura Dum.) самкам крыс линии WAG/Rij. Результаты исследования по-
казали статистически значимое снижение мощностей тета- и бета-ритма высоких ча-
стот к концу первой недели эксперимента в передней области головного мозга, а также 
дельта- и тета-ритма в задней доле мозга. Так, изменения тета- и бета-ритма высокой 
частоты в лобной доле неокортекса самок крыс, возможно, связаны со снижением воз-
будимости, тревожности, страха. Данные нашей работы продемонстрировали стиму-
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