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Реферат. В настоящее время значительное внимание уделяется изучению роли генетических 
факторов в формировании суицидального поведения. В данной статье представлены результаты ис-
следования экспрессии генов SAT 1, SKA 2 и BDNF в слюне лиц, предпринявших попытку суицида. 
В качестве биологического материала использовали слюну 20 лиц, предпринявших попытку суицида 
(ЛППС); 5 лиц, совершивших парасуицид (ЛСП) и 20 лиц вошли в группы сравнения (ГС) — лица 
перенесшие психосоциальный стресс и ранее суицидальных попыток не совершавшие. Чтобы оценить 
возможность анализа экспрессии генов SAT 1, SKA 2 и BDNF в слюне, определяли значения поро-
гового цикла флюоресценции (Ct) при проведении ПЦР в режиме реального времени, используя 
образцы кДНК, полученные после обратной транскрипции РНК, вносимой в реакцию обратной 
транскрипции в наибольшем количестве. Достоверное различие (р < 0,05, критерий Манна – Уитни) 
наблюдалось в значении относительной экспрессии гена SAT 1 между ГС и группой ЛППС. Для 
генов SKA 2 и BDNF значения Ct составили более 34,3, что свидетельствовало о низком уровне вы-
являемой экспрессии генов SKA 2 и BDNF в слюне.
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Введение. В настоящее время значительное 
внимание уделяется роли генетических факто-
ров в исследовании суицидального поведения. 
Данные генетической эпидемиологии, полно-
геномный поиск ассоциаций указывают на на-
личие генетических предикторов суицидально-
го поведения [1]. Среди них выделяют такой 
фактор, как экспрессия генов, ассоциирован-
ных с суицидальным поведением. Именно экс-
прессия генов характеризует ответ генома на 
воздействие окружающей среды и влияет на 
формирование фенотипических признаков, ко-
торые могут обуславливать формирование суи-
цидального поведения [2]. В свою очередь труд-
ности в идентификации экспрессии генов как 
надежного предиктора связаны с индивидуаль-
ными особенностями генетических и регуля-
торных сетей, вследствие чего биологическая 
значимость предиктора может стать неочевид-
ной. Для проведения исследования в данном 
направлении выбраны 3 гена, ответственных за 
синтез белков, ассоциированных с суицидаль-

ным поведением: SAT 1 (spermidine/spermine 
N1–acetyltransferase 1), SKA 2 (spindle and 
kinetochore associated complex subunit 2) и BDNF 
(brain-derived neutrophic factor). Ранее нами по-
казано, что экспрессия данных генов обнару-
живается в крови и слюне, при этом особый 
интерес представляет возможность исследова-
ния экспрессии генов в слюне, поскольку ее 
получение является неинвазивным [3]. 

Цель работы — изучение экспрессии генов 
SAT 1, SKA 2 и BDNF в слюне лиц, предпри-
нявших попытку суицида.

Материалы и методы. В качестве биологи-
ческого материала для оценки экспрессии ге-
нов использовали слюну 20 лиц, предприняв-
ших попытку суицида (ЛППС) в возрасте от 25 
до 71 года, 15 мужчин и 5 женщин; 5 лиц, со-
вершивших парасуицид (ЛСП) в возрасте от 23 
до 59 лет, 3 мужчин и 2 женщины и 20 лиц с 
расстройствами адаптации в возрасте от 23 до 
66 лет, 11 мужчин и 9 женщин, которые со-
ставили группу сравнения (ГС).
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Для выделения РНК использовали све-
жие образцы слюны в объеме 500 мкл, а так-
же образцы, замороженные до проведения 
исследования при –80 °С, исключали те об-
разцы слюны, которые претерпели заморозку 
и оттаивание, так как это приводило к значи-
тельной потере РНК. Выделяли РНК сорбци-
ей на колонках (PureLink RNA Micro Kit, 
Invitrogen, США). Связанная с фильтрующи-
ми элементами колонок РНК очищалась и 
подвергалась действию ДНКазы (Invitrogen, 
США) для элиминирования контаминирую-
щей ДНК. Этапу прохождения раствора, со-
держащего нуклеиновые кислоты, через ко-
лонку предшествовал лизис клеток слюны. 
Для лизиса клеток применяли реагент TRIzol 
(Invitrogen, США) и экстрагировали РНК в 
присутствии хлороформа (АО «База № 1 Хим-
реактивов», РФ), что является известным ме-
тодическим подходом для получения препа-
рата РНК перед его очисткой. Количество и 
качество выделенной РНК оценивали путем 
измерения оптической плотности растворов 
РНК на длинах волн 260 нм и 280 нм с по-

мощью спектрофотометра NanoDrop™ 
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, 
США), рассчитывали отношение абсорбций 
260 нм/280 нм.

При выявлении уровней экспрессии генов 
в образцах слюны пациентов проводили 
молекулярно-генетический анализ методом по-
лимеразной цепной реакции в режиме реаль-
ного времени с обратной транскрипцией (ОТ 
ПЦР-РВ) для определения относительного 
числа копий специфических участков кДНК 
каждого из исследуемых генов — SAT 1, SKA 2 
и BDNF. Для этого после выделения РНК про-
водили реакцию обратной транскрипции (ОТ) 
с использованием набора SuperScript III обрат-
ная транскриптаза, дНТФ и Random Hexamers 
праймеров (Invitrogen, США). Полученную в 
результате обратной транскрипции кДНК ис-
пользовали для постановки ПЦР-РВ с приме-
нением набора «Готовая смесь для ПЦР-РВ» 
(Праймтех, Беларусь), праймеров и TaqMan 
проб к исследуемым генам SAT 1, SKA 2, BDNF, 
а также к референсным генам (house-keeping 
генам) GAPDH и HGUS: 

SAT 1 5ʹ-CACCCCTTTTACCACTGCCT-3ʹ (прямой праймер),
SAT 1 5ʹ-TGCCAATCCACGGGACATAG-3ʹ (обратный праймер),
SAT 1 5ʹ-AGCACTGGACTCCGCAAGGACACAGCA-3ʹ-(проба);

SKA 2 5ʹ-ACAGGCTGGAATATGAAATCAAGAC-3ʹ (прямой праймер),
SKA 2 5ʹ-ATTGCTCTGCCGCAGTTTTC-3ʹ (обратный праймер),
SKA 2 5ʹ-TGTATGCCCGCATTAAACCAGTTGCTGT-3ʹ (проба);

BDNF 5ʹ-GACTTCGGGAAGGTGTCTGG-3ʹ (прямой праймер),
BDNF 5ʹ-TGAAATGGGCTGAATGGGCT-3ʹ (обратный праймер),
BDNF 5ʹ-ACCCTCTCCATGAAGAGACAGGATGGGCA-3ʹ (проба);

GAPDH 5ʹ-GTGAACCATGAGAAGTATGACAAC-3ʹ (прямой праймер),
GAPDH 5ʹ-CATGAGTCCTTCCACGATACC-3ʹ (обратный праймер),
GAPDH 5ʹ-CCTCAAGATCATCAGCAATGCCTCCTG-3ʹ (проба);

HGUS 5ʹ-CTCATTTGGAATTTTGCCGATT-3ʹ (прямой праймер),
HGUS 5ʹ-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3ʹ (обратный праймер),
HGUS 5ʹ-TGAACAGTCACCGACGAGAGTGCTGG-3ʹ (проба).

Программа амплификации: 1 цикл 95 °С — 
15 мин, 45 циклов 95 °С — 15 с, 60 °С — 60 с. 
Детекцию проводили по отдельным каналам: 
FAM/Green — для таргетных генов; JOE/Yellow — 
для референсных генов GAPDH и HGUS. 

Результаты и их обсуждение. Из образцов 
слюны (цельная, 500 мкл) 45 лиц групп ЛППС, 
ЛСП и ГС выделена РНК со следующими харак-
теристиками: концентрация 12,9 (9,6/14,7) нг/мкл, 
отношение абсорбций 260 нм/280 нм 1,8–2,2, 
результаты экспрессии референсных генов 
GAPDH и HGUS положительные (рисунок 1).

Чтобы оценить возможность анализа экс-
прессии генов SAT 1; SKA 2 и BDNF в слюне, 

определяли значения порогового цикла флю-
оресценции (Ct) по каналу детекции FAM/
Green — для таргетных генов при наибольшем 
количестве РНК, вносимом в реакцию ОТ. 
Для гена SAT 1 значения находились в диа-
пазоне от 22,2 до 31,8, тогда как для генов 
SKA 2 и BDNF значения Ct составили более 
34,3, что свидетельствовало о низком уровне 
выявляемой экспрессии данных генов в слю-
не, поэтому гены SKA 2 и BDNF были исклю-
чены из дальнейшего анализа экспрессии ге-
нов, контролирующих синтез белков, ассо-
циированных с суицидальным поведением, в 
слюне.
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Рисунок 1 — Кривые флюоресценции, характеризующие амплификацию кДНК
референсных генов GAPDH и HGUS человека

Ассоциацию SAT 1 (spermidine/spermine 
N1–acetyltransferase 1) с психическими рас-
стройствами анализируют в ряде публикаций 
[4, 5], при этом предполагают, что уровень экс-
прессии гена SAT 1 является характерным био-
маркером суицидального поведения [6]. Одна-
ко отсутствуют литературные данные об оцен-
ке экспрессии гена SAT 1 в слюне при изучении 
ассоциации с суицидальным поведением.

Концентрация выделенной из слюны РНК 
составила 12,9 (9,6/14,7) нг/мкл. В ходе иссле-

дования определяли наиболее эффективные 
условия ОТ РНК и амплификации синтезиро-
ванной кДНК. В качестве характеристик ам-
плификации кДНК оценивали значения Сt и 
воспроизводимость амплификации от образца 
к образцу слюны (n = 10).

Согласно таблице 1 наилучшая воспроиз-
водимость амплификации достигалась при ис-
пользовании на этапе ОТ Random Hexamers 
праймеров. 

Таблица 1 — Характеристики амплификации кДНК SAT 1, GAPDH и HGUS при различных
вариантах праймирования синтеза кДНК

Условие анализа
SAT 1 GAPDH HGUS

Воспроизводимость
амплификации кДНК

Сt, Ме (min/max) SAT 1 GAPDH HGUS

Обратная транскрипция (ОТ)
Oligo(dT)20

Random Hexamers
Гено-спец. прай-
мер

25,5 (25,1/26,7)
24,4 (23,8/24,9)*

25,3 (24,8/26,1)

26,6 (26,2/26,8)
25,5 (25,2/26,0)*

26,4 (25,8/26,9)

31,4 (30,8/31,6)
30,2 (29,8/30,5)*

31,6 (31,5/32,0)

89%
100 %

98 %

93 %
100 %

99 %

85 %
98 %

96 %

Примечание — Ме — медиана.
* Уровень значимости р < 0,05 (критерий Манна – Уитни). 

В случае применения Oligo(dT)20 или ге-
носпецифичного праймера не все РНК, вы-
деленные из слюны, в реакции ОТ позволили 
получить образец, который давал бы положи-
тельный результат амплификации. Известно, 
что эффективность применения Oligo(dT)20 

зависит от сохранения polyA последователь-

ности на мРНК, отсутствия длинных 3’ UTR 
регионов [7]. Применение геноспецифичных 
праймеров в реакции ОТ является наиболее 
чувствительным методом, однако эффектив-
ность их применения в значительной степе-
ни зависит от количества РНК в реакции ОТ 
[7].
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Чем больше РНК вносили в реакцию ОТ, 
тем более эффективной была последующая ре-

акция амплификации равных объемов, полу-
ченных кДНК (таблица 2).

Таблица 2 — Характеристики амплификации кДНК SAT 1, GAPDH и HGUS при различных 
количествах вносимой РНК в ОТ

Условие анализа
SAT 1 GAPDH HGUS

Воспроизводимость 
амплификации кДНК

Сt, Ме (min/max) SAT 1 GAPDH HGUS

Обратная транскрипция (ОТ)
РНК на реакцию:

менее 50 нг 
50–100 нг 
более 100 нг 

28,4 (28,0/29,2)
25,5 (24,9/26,2)
22,5 (21,7/22,8)

29,4 (29,0/30,3)
26,3 (25,8/26,7)
23,7 (23,2/24,0)

32,7 (32,3/33,1)
31,6 (30,8/32,2)
30,6 (30,2/31,6)

84 %
97 %
99 %

90 %
100 %
100 %

82 %
95 %
100 %

Примечание — Ме — медиана.

Чтобы защитить РНК от действия РНКаз 
в реакцию ОТ рекомендуется вносить ингиби-
тор РНКаз, однако избыточное его количество 
может вызвать обратный эффект — разрушение 
РНК и ингибирование ОТ, в таком случае 

кДНК не синтезируется и детектируется от-
рицательный результат амплификации, вос-
производимость амплификации значительно 
снижается (таблица 3, добавление 40 ед инги-
битора РНКаз на реакцию ОТ).

Таблица 3 — Характеристики амплификации кДНК SAT 1, GAPDH и HGUS при внесении 
ингибитора РНКаз в ОТ

Условие анализа
SAT 1 GAPDH HGUS

Воспроизводимость 
амплификации кДНК

Сt, Ме (min/max) SAT 1 GAPDH HGUS

Обратная транскрипция (ОТ)
Ингибитор РНКаза:

отсутствует
10 ед./реакцию
20 ед./реакцию
40 ед/реакцию

25,4 (25,0/26,4)
24,6 (24,2/25,1)
24,3 (23,7/24,8)*
25,2 (24,6/25,7)

26,6 (26,0/27,0)
25,7 (25,3/25,9)
25,4 (25,1/25,9)*
26,9 (26,5/27,2)

31,6 (31,3/32,2)
30,4 (30,0/30,8)
30,1 (29,7/30,4)*
31,6 (31,5/32,3)

89 %
97 %
100 %
77 %

98 %
100 %
100 %
82 %

100 %
98 %
98 %
81 %

Примечание — а — ингибитор РНКаз RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor (Invitrogen, США). 
* Уровень значимости р < 0,05 (критерий Манна – Уитни).

Оптимальными концентрациями прайме-
ров для применения с набором «Готовая смесь 
для ПЦР-РВ» стали при амплификации кДНК 
гена SAT 1: прямого — 200 мкМ и обратно- 

го — 300 мкМ, при амплификации кДНК генов 
GAPDH и HGUS: прямого — 300 мкМ и обрат-
ного — 300 мкМ (таблица 4).

Таблица 4 — Характеристики амплификации кДНК SAT 1, GAPDH и HGUS при различных 
концентрациях праймеров

Условие
анализа

SAT 1 GAPDH HGUS
Воспроизводимость 

амплификации кДНК
Сt, Ме (min/max) SAT 1 GAPDH HGUS

Амплификация кДНК
F/Rб, мкМ:

300/300
200/300
300/200

25,7 (25,3/26,9)
24,6 (24,0/25,1)*
25,5 (25,1/26,3)

25,8 (25,5/26,3)*
26,4 (26,0/26,6)
26,2 (25,8/26,8)

30,5 (30,1/30,8)*
31,6 (31,2/31,9)
31,7 (31,1/32,2)

94 %
100 %
98 %

100 %
100 %
98 %

100 %
97 %
98 %

Примечание — б — F — прямой праймер; R — обратный праймер; концентрация пробы в каждом случае 
200 мкМ. 
* Уровень значимости р < 0,05 (критерий Манна – Уитни).
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В ходе исследования отмечено, что увели-
чение объема образца после ОТ, вносимого в 
реакцию амплификации, до 4 мкл, отрицатель-
но влияет на прохождение реакции амплифи-
кации (таблица 5). Мы предположили, что 
имеет место ингибирование компонентами об-
разца после ОТ.

Анализ присутствия ингибиторов ПЦР-РВ 
проводили путем сравнения результатов ам-
плификации образцов кДНК, полученных из 

слюны и вносимых в реакцию амплификации 
в объеме 4 мкл (кДНК-4) и их 2-кратных раз-
ведений: кДНК-2, кДНК-1, кДНК-0,5 и кДНК-
0,25. Оценивали вид графиков зависимости Сt 
ПЦР-РВ при выявлении кДНК от концентра-
ций кДНК (усл. ед.) и значения R2 (рисунок 2). 
Статистический параметр R2 показывает, на-
сколько хорошо зависимость Сt ПЦР-РВ от 
концентрации кДНК описывается выбранной 
моделью (в данном случае линейной). 

Таблица 5 — Характеристики амплификации кДНК SAT 1, GAPDH и HGUS при различных
количествах вносимого в амплификацию образца после ОТ

Условие
анализа

SAT 1 GAPDH HGUS
Воспроизводимость

амплификации кДНК
Сt, Ме (min/max) SAT 1 GAPDH HGUS

Амплификация кДНК
Объем образца 
после ОТ, взя-
тый на ампли-
фикацию:

4 мкл
2 мкл
1 мкл
0,5 мкл
0,25 мкл

24,4 (23,9/24,7)
25,4 (25,0/25,7)
27,0 (26,8/27,2) 
28,4 (28,0/28,7)
31,5 (31,0/31,7)

25,5 (25,0/25,7)
26,5 (26,0/26,8)
28,1 (27,4/28,3) 
29,5 (29,1/29,8)
32,6 (32,0/32,8)

30,6 (30,0/31,2)
31,5 (31,0/31,9)
33,0 (32,7/33,9) 
34,8 (34,2/35,3)
35,5 (35,1/36,4)

64 %
98 %
98%
89%
74%

70 %
100 %
100 %
94%
95%

72 %
98 %
100 %
97%
93%

Примечание — Ме — медиана.

считана эффективность реакции амплифика-
ции кДНК гена GAPDH по формуле (10–1/наклон 

– 1), значение составило 115 % при оптимуме 
(94–110 %), что допустимо для in house мето-
дик.

Таким образом, при проведении ОТ РНК, 
выделенной из слюны пациентов, в реакцию 
вносили 50–100 нг РНК, использовали инги-
битор РНКаз в количестве 20 ед/реакцию, для 
последующего анализа кДНК с применением 
ПЦР-РВ использовали 2 мкл полученного об-
разца на реакцию (25 мкл).

Для оценки относительной экспрессии 
гена SAT 1 в слюне выбран референсный ген 
GAPDH, поскольку значения Ct SAT 1 и GAPDH 
сопоставимы (таблицы 1–5), оценку проводи-
ли по разнице среднего значения Ct для SAT 1 
и GAPDH. 

Получены результаты оценки экспрессии 
гена SAT 1 относительно гена GAPDH в слюне 
пациентов (медиана (мин/макс)): в ГС — 0,21 
(–1,26/0,79), группе ЛСП — 1,10 (–1,77/0,06) 
и группы ЛППС — 1,68 (–2,86/0,72). Достовер-
ные отличия (р < 0,05, критерий Манна – Уит-
ни) наблюдались в значениях относительной 
экспрессии гена SAT 1 между ГС и группой 
ЛППС (рисунок 3).

Титрование раствора кДНК снижает кон-
центрацию как нуклеиновой кислоты, так и 
ингибиторов амплификации, поэтому Ct при 
амплификации кДНК меньшей концентрации 
относительно значения Сt при амплификации 
ДНК большей концентрации наступает раньше 
предполагаемого Ct для данного разведения до 
того момента, когда концентрация ингибито-
ров уже не будет оказывать влияния на процесс 
амплификации. Как следствие, в присутствии 
ингибиторов график зависимости Сt ПЦР-РВ 
от концентрации кДНК становится пологим, 
для него характерен меньший наклон, пара-
метр R2 уменьшается.

Согласно полученным результатам (на 
примере амплификации кДНК гена GAPDH, 
рисунок 2, а) при переходе от образца кДНК-4 
к образцу кДНК-2 значения Сt для образца 
кДНК-2 наступают раньше предполагаемых, 
наклон графика –1,875, R2 0,6878. Нами сделан 
вывод о влиянии на ПЦР-РВ ингибиторов при 
амплификации кДНК-4, при этом разбавление 
образцов кДНК-4 уже в 2 раза способствует 
установлению пропорционального изменения 
Ct c изменением концентрации (рисунок 2, б): 
R2 повышается до 0,8044, наклон графика из-
меняется и принимает значение –2,9837. Рас-
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Рисунок 2 — Графики зависимости Сt ПЦР-РВ от концентрации кДНК гена GAPDH

Несмотря на достоверность различий в от-
носительной экспрессии гена SAT 1 в группе 
ЛППС, биологическая вариация данного при-
знака высока (рисунок 3), поэтому требуется 
дополнительная валидация показателя относи-
тельная экспрессия гена SAT 1 как потенциаль-
ного биомаркера суицидального поведения. 

Заключение. Применение слюны в каче-
стве биологического материала для оценки 
экспрессии генов целесообразно вследствие 
возможности выделения РНК, пригодной для 
проведения ОТ ПЦР-РВ и неинвазивности 
процедуры получения данного биологического 
материала. В результате проведенного исследо-
вания впервые установлено, что относительная 
экспрессия гена SAT 1 в слюне достоверно от-
личилась для ЛППС от значений данного па-
раметра у ГС (ранее экспрессия гена SAT  1 
изучалось только в периферической крови лиц, 
совершивших парасуицид [2, 6]). 

Таким образом, установлена целесообраз-
ность проведения дальнейших исследований, 
направленных на оценку возможности приме-
нять параметр относительной экспрессии гена 
SAT 1 как генетического предиктора суици-
дального поведения у лиц, находящихся в со-
стоянии суицидального кризиса.

Рисунок 3 — Относительная экспрессия 
гена SAT 1 в слюне пациентов ГС, 
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Currently, hign attention is paid to the role of genetic factors in the study of suicidal behavior. In 
the course of this study of the expression of the SAT 1, SKA 2 and BDNF genes in the saliva of individuals 
who attempted suicide. The saliva of 20 persons who attempted suicide (PAS) was used as biological 
material; 5 persons who committed parasuicide (PCP) and 20 persons were included in the comparison 
groups (hereinafter referred to as GS) — persons who had undergone psychosocial stress and had not 
previously made suicidal attempts. To assess the possibility of analyzing the expression of the SAT 1, 
SKA 2, and BDNF genes in saliva, the values of the fluorescence threshold cycle (Ct) were determined 
during real-time PCR using cDNA samples obtained after reverse transcription of the RNA introduced 
into the reverse transcription reaction in the largest amount . A significant difference (p < 0.05, Mann 
— Whitney test) was observed in the value of the relative expression of the SAT 1 gene between the GS 
and the PAS group. For the SKA 2 and BDNF genes, the Ct values were more than 34.3, indicating a 
low level of detectable expression of the SKA 2 and BDNF genes in saliva.

Keywords: suicide, parasuicide, gene expression analysis, saliva, SAT 1.
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МОДЕЛИРОВАНИЕ ОСТРОГО РЕСПИРАТОРНОГО ДИСТРЕСС-
СИНДРОМА У ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

Матлакова М. А., Павлов К. И., Метелица Т. Г., Курклинская Г. А., Наборовская А. М., 
Хватова Л. А., Кундельская Л. М., Чегодаева Е. В.

Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет»,
г. Минск, Республика Беларусь

Реферат. Острый респираторный дистресс-синдром (ОРДС) является важнейшей проблемой 
анестезиологии и реаниматологии. ОРДС характеризуется высокой летальностью, в связи с чем ме-
дицина XXI в. нуждается в новых актуальных знаниях о течении данного патологического процесса. 
С этой целью на сегодняшний день разрабатываются различные модели острого респираторного 
дистресс-синдрома, имеющие принципиальные различия в выборе экспериментального животного 
и контрольных характеристик, простоте постановки эксперимента и быстроте получения результатов. 


