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Проведена оценка качества атмосферного воздуха по содержанию фторсодержащих соединений по дан-
ным мониторинговых исследований, химико-аналитическое определение фторид-иона в моче, выполнено 
протеомное исследование плазмы крови у детей групп наблюдения и сравнения. В условиях неудовлет-
ворительного качества атмосферного воздуха по содержанию гидрофторида, обусловленного хозяй-
ственной деятельностью объектов производства алюминия, у детей группы наблюдения установлено 
повышенное содержание фторид-иона в моче относительно аналогичного показателя у детей группы 
сравнения и референтного уровня. Концентрация фторид-иона в моче обоснована в качестве маркера 
ингаляционной экспозиции. Сравнительный анализ позволил выявить наличие достоверных различий 
относительного объема белковых пятен. Получены масс-спектры, содержащие информацию о пептидах, 
входящих в состав исследуемых белков, установлены гены, кодирующие идентифицируемые белки.
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Химические факторы среды обитания, 
в первую очередь атмосферного воздуха, 
в составе выбросов промышленных пред-
приятий оказывают или могут оказывать 
воздействие на человека и на состояние 
здоровья будущих поколений. По данным 
государственного доклада «О состоянии са-
нитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в Российской Федерации в 2017 
году», с воздействием приоритетных химических 
примесей атмосферного воздуха селитебных 
территорий ассоциировано порядка 4,8 тыс. 
дополнительных случаев смерти и около 
2,7 млн дополнительных случаев заболева-
ний населения [3]. Хроническая аэрогенная 
экспозиция химических загрязнителей может 
обусловливать развитие негативных эффектов 
со стороны критических органов и систем, что 

проявляется в виде формирования дополни-
тельных случаев заболеваемости у населения, 
и в первую очередь детского.

На сегодняшний день актуальны выяв-
ление и оценка негативных эффектов, ас-
социированных с аэрогенным воздействием 
химических веществ, на стадиях донозоло-
гических изменений, что позволит повысить 
эффективность раннего выявления развития 
предпатологических состояний до наступления 
выраженных функциональных изменений и 
развития болезни. Одним из наиболее пер-
спективных подходов в решении вопроса 
о поиске специфичных биомаркеров, при-
годных для раннего выявления негативных 
эффектов, является использование методов 
молекулярной диагностики на основе техно-
логии протеомного анализа.
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Протеом человека имеет динамический 
характер, определяемый воздействием факто-
ров среды обитания и эндогенных процессов, 
происходящих в организме в конкретный 
момент времени. Идентификация белков и 
поиск их соответствия определенным генам 
позволят существенно повысить эффектив-
ность раннего выявления и профилактики 
развития заболеваний, ассоциированных с 
внешнесредовым воздействием химических 
факторов риска [10]. Наиболее адекватной 
матрицей для поиска белков является плазма 
крови, представляющая собой репрезента-
тивную совокупность белковых молекул и 
доступную биологическую среду организма [5].

В последние годы на промышленно-раз-
витых территориях с размещением предпри-
ятий по производству первичного алюминия 
и металлургического глинозема стабильно 
отмечается превышение уровня первичной 
заболеваемости и неблагоприятная динамика 
(по сравнению со среднероссийскими по-
казателями) по болезням костно-мышечной 
системы [4]. В перечень химических веществ, 
обладающих способностью при ингаляцион-
ном поступлении в организм человека преи-
мущественно оказывать негативное влияние 
на морфологические структуры ткани или 
функции костной системы, входят неорга-
нические соединения фтора в газообразном 
и твердом состоянии.

Механизм токсического действия ио-
нов фтора на метаболизм костной ткани, с 
одной стороны, определяется его митоген-
ной активностью в отошении остеобластов, 
вызывая усиленный синтез ДНК-клеток, и 
стимуляцией остеобластов к пролиферации 
с новообразованием остеоида, что подтверж-
дено гистологическими исследованиями [9]. 
С другой стороны, механизм действия фтора 
на костную ткань обусловлен связыванием 
его ионов с кристаллами гидроксилапатита. 
При этом фториды увеличивают содержание 
внутриклеточного кальция, тем самым при-
водя его и другие минералы к фиксации в 
твердых тканях (минерализующий эффект) 
и, как следствие, к развитию нарушений 
обменных процессов в кости [2, 8, 12, 15, 
19]. Результатом этого является нарушение 
ремоделирования костной ткани с преоб-
ладанием процесса резорбции, размягчение 
костной ткани, развитие деформаций и пе-
реломов [2, 7].

Фторсодержащие неорганические соеди-
нения свободно проникают в кровь и быстро 
элиминируются с мочой (до 90 %), при этом 
селективно адсорбируясь в высокоминерали-
зованных тканях. Существует прямая связь 
между содержанием фторидиона в моче и его 
внешнесредовым поступлением, что позво-
ляет по средней концентрации ионов фтора 
в моче прогнозировать наличие негативных 
эффектов со стороны костной ткани [8].

Таким образом, исследование и оценка 
нарушений протеомного профиля плазмы 
крови при воздействии соединений фтора 
с атмосферным воздухом позволят выявить 
белки, которые целесообразно использовать 
для прогнозирования риска развития забо-
леваний со стороны опорно-двигательного 
аппарата, и повысить эффективность мер 
профилактики на индивидуальном и попу-
ляционном уровнях.

Цель исследования – оценка нарушений 
протеомного профиля плазмы крови, обу
словленных повышенной концентрацией 
фторид-иона в моче у детей.

Материалы и методы. Оценка качества 
атмосферного воздуха по содержанию фтора в 
селитебной застройке выполнена на примере 
территории с размещением алюминиевого про-
изводства по данным ФБУЗ «Центр гигиены 
и эпидемиологии» о среднесуточных замерах 
за период с 2014 по 2017 г. Оценка выполнена 
относительно среднесуточной предельно допу-
стимой концентрации (ПДК) в атмосферном 
воздухе фтористых газообразных соединений 
(в пересчете на фтор ПДКсс = 0,005 мг/м3), 
фторидов неорганических плохо растворимых 
(алюминия фторид ПДКсс = 0,03 мг/м3)1.

Контингентом углубленного исследования 
являлись дети в возрасте 4–10 лет дошколь-
ных образовательных и общеобразовательных 
организаций, подверженные аэрогенному 
воздействию неорганических соединений 
фтора от источников выбросов предприятия 
по производству алюминия (группа наблю-
дения – 189 детей) и вне зоны влияния 
(группа сравнения – 45 детей). Выборки 
детей по численности, половозрастному со-
ставу, психологическому климату в семье и в 
образовательных дошкольных организациях, 
социально-бытовым условиям проживания, 
уровню материального обеспечения, по ча-
стоте и характеру вредных привычек и про-
фессиональных вредностей у родителей были 
сопоставимыми. На момент обследования 
дети проживали на исследуемых территориях 
не менее трех лет, не имели острых инфек-
ционных заболеваний в период не менее 4 
недель до начала исследования, не принимали 
лекарственных препаратов, оказывающих 
выраженное влияние на костную систему, 
менее чем за 30 дней до начала исследования.

От каждого законного представителя 
ребенка, включенного в выборку, получе-
но письменное информированное согласие 
на добровольное участие в обследовании. 
Диагностические процедуры осуществляли с 
обязательным соблюдением этических прин-
ципов медико-биологических исследований, 
изложенных в Хельсинкской декларации 
1975 г. с дополнениями 2013 г., в гармониза-
ции с Национальным стандартом Российской 
Федерации ГОСТ Р 52379–2005 «Надлежащая 
клиническая практика» (ICH E6 GCP).

1 ГН 2.1.6.3492–17 «Предельно допустимые концентрации (ПДК) загрязняющих веществ в атмосферном воздухе город-
ских и сельских поселений», утверждены постановлением Главного государственного санитарного врача Российской 
Федерации от 22.12.2017 № 165.
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Количественное определение содержания 
фторид-иона в моче выполнено в соответствии 
с действующими в Российской Федерации 
методическими указаниями: МУК 4.1.773–992 
на масс-спектрометре с индуктивно связанной 
аргоновой плазмой Agilent 7500cx (США) и 
ионометре лабораторном автоматизированном 
ИЛА-2 (Россия). Оценка уровня содержания 
фторид-иона в моче выполнена на основании 
сравнительного анализа с его референтным 
уровнем (RL = 0,2 мг/дм3) [6].

Для выявления и оценки зависимости 
концентрации фторид-иона в моче от концен-
трации гидрофторида в атмосферном воздухе 
выполняли математическое моделирование с 
оценкой достоверности и адекватности модели 
на основании однофакторного дисперсионно-
го анализа по критерию Фишера (F ≥ 3,96), 
коэффициенту детерминации (R2) и t-крите-
рию Стьюдента (t ≥ 2) при заданном уровне 
значимости р ≤ 0,05 [1]. При установлении 
адекватной модели, отражающей исследуемую 
зависимость, повышенную концентрацию 
фторид-иона в моче принимали в качестве 
маркера хронической аэрогенной экспозиции.

Протеомные исследования плазмы кро-
ви выполнены у детей группы наблюдения, 
имеющих наиболее высокие уровни содер-
жания фторид-иона в моче (1,0–2,7 мг/дм3). 
В качестве группы сравнения выбраны дети, 
имеющие наиболее низкие уровни содержания 
фторид-иона в моче относительно референт-
ных значений (0,27–0,52 мг/дм3).

Исследование протеомного профиля плазмы 
крови выполнено по технологии двухмерного 
электрофореза в полиакриламидном геле в 
соответствии с методиками, рекомендованны-
ми для используемого оборудования [16–18]. 
Полученные электрофореграммы плазмы 
крови визуализировали методом окраски 
серебром и документировали с помощью 
системы для гель-документирования (BioRad, 
США). Анализ полученных протеомных карт 
проводили с помощью программного комплек-
са PDQuest. В полученной протеинограмме 
выделяли значимые белковые пятна по их 
интенсивности и проводили последующий 
анализ методом жидкостной хроматографии 
в сочетании с масс-спектрометрическим 
анализом (на хроматографе UltiMate 3000 и 
тандемном масс-спектрометре ABSciex 4000 
QTRAP с источником ионизации Nanospray 3). 
Данные тандемных экспериментов обраба-
тывались программой ProteinPilot, версия 
4.5 (AB SCIEX) c идентификацией по базе 
данных UniProt_sprot_fasta (от 24.11.2017), с 
выборкой по таксону Homo Sapiens. Основная 
часть информации о полученных белках экс-
трагирована из баз данных UniProt (http://
www.uniprot.org). Установление гена, которому 
соответствует идентифицированный белок, 
выполнено с помощью базы данных HGNC 

database of human gene name (https://www.
genenames.org/).

Статистическая обработка результатов ис-
следования выполнена в пакете статистического 
анализа Statistica 6.0 и специально разрабо-
танных программных продуктах, сопряженных 
с приложениями MS Office. Использованы 
параметрические методы статистики, так как 
случайные величины анализируемых показа-
телей соответствовали закону нормального 
распределения. Характеристики выборок 
представляли в виде среднего значения и 
ошибки репрезентативности. Сравнение двух 
несвязанных групп проведено по величине 
двухвыборочного t-критерия Стьюдента. 
Статистически значимыми являлись отличия, 
соответствующие оценке ошибки вероятности 
р ≤ 0,05 [1]. Выявление и оценка зависимости 
содержания идентифицированных белков в 
плазме крови от концентрации фторид-иона в моче 
выполнена с помощью регрессионного анализа. 
Достоверность полученных моделей оценивали 
на основе дисперсионного анализа с помощью 
F-критерия Фишера. Достоверность параметров 
модели оценивали по t-критерию Стъюдента. 
Вклад фторид-иона в изменения зависимой 
переменной оценивали по коэффициенту де-
терминации (R2). Критерием статистической 
значимости являлась величина p ≤ 0,05 [1].

Результаты исследования. Оценка качества 
атмосферного воздуха селитебной застройки 
в зоне влияния источников выбросов алюми-
ниевого производства показала превышение 
гидрофторида до 4,0 ПДКсс, фторидов неор-
ганических плохо растворимых до 3,0 ПДКсс.

Химико-аналитическими исследовани-
ями установлено, что у детей группы на-
блюдения среднее содержание фторид-и-
она в моче составило 0,955 ± 0,144 мг/дм3, 
что в 1,8 раза выше аналогичного пока-
зателя у детей группы сравнения (0,526 ± 
0,097 мг/дм3, р = 0,0001) и в 4,8 раза выше 
референтного уровня фторид-иона в моче 
(р = 0,0001). Частота регистрации проб мочи с 
повышенным содержанием фторид-иона отно-
сительно группы сравнения составила 33,8 % 
от общего количества исследованных проб.

Получена адекватная модель зависимос
ти содержания фторид-иона в моче от кон-
центрации гидрофторида в атмосферном 
воздухе (R2 = 0,38; р = 0,002), описываемая 
уравнением вида: у = 0,001 + 9,806x (область 
определения модели [0,0001; 0,023], мг/дм3). 
На основании полученной модели зависимо-
сти концентрация фторид-иона в моче выше 
0,2 мг/дм3 обоснована в качестве маркера 
ингаляционной экспозиции.

Сравнительный анализ результатов изме-
рения протеомных карт плазмы крови детей 
исследуемых выборок позволил выявить 
наличие достоверных различий относитель-
ного объема белковых пятен у детей группы 

2 МУК 4.1.773–99 «Количественное определение ионов фтора в моче с использованием ионселективного электрода» 
// Определение химических соединений в биологических средах: Сб. метод. указаний МУК 4.1.763–4.1.779–99. М.: 
Федеральный центр госсанэпиднадзора Минздрава России, 2000. С. 97–105.
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наблюдения и группы сравнения. В результате 
идентификации достоверно отличающихся 
белковых пятен получены масс-спектры, со-
держащие информацию о пептидах, входящих 
в состав исследуемых белков, характеризую-
щие преимущественно процессы нарушения 
ремоделирования костной ткани: катепсин 
L1, SH3-доменный белок-RF3, аннексин-13.

Катепсин L1 – внутриклеточная проте-
аза, участвующая в связывании коллагена. 
Высвобождение этого протеолитического 
фермента приводит к разложению внеклеточ-
ного матрикса костной ткани с последующей 
деструкцией суставов [9, 11].

SH3-доменный белок-RF3 – домен в со-
ставе аминокислотной последовательности, 
осуществляющий изменение активности взаи-
модействующих молекул. Так, SH3-доменный 
белок-RF3 способен связываться посредством 
родственных лиганд с остеокласт-стимулиру-
ющим фактором человека (hOSF), вырабаты-
ваемым остеокластами, тем самым нарушая 
межмолекулярные взаимодействия между 
фактором и его молекулами-партнерами, 
индуцирующими резорбцию кости через 
каскады клеточной сигнальной трансдукции. 
В результате изменения активности взаимо-
действующих молекул происходит ингибиро-
вание образования остеокластов и замедление 
процесса резорбции костной ткани [14].

Аннексин-13 – белок семейства кальций-за-
висимых фосфолипидсвязывающих белков – 
играет роль в механизмах, поддерживающих 
внутриклеточную концентрацию кальция на 
строго определенном уровне. По данным за-
рубежных исследований, установлено участие 
семейства аннексинов в кальцификации костей 
за счет их экспрессии в остеобластах и способ-
ности связывать кальций и фосфолипиды [13].

Установлены гены CTSL, SH3RF3 и 
ANXA13, кодирующие идентифицируемые 
белки, которые представлены в таблице.

Полученные результаты показали, что 
при повышенном относительно группы 
сравнения содержании фторид-иона в моче 
наблюдается значимое (p ≤ 0,05) снижение в 
группе наблюдения относительного объема 
вышеперечисленных белков. 

Исследована и установлена связь измене-
ния объема идентифицированных белков с 
концентрацией фторид-иона в моче. У детей 
группы наблюдения доля вклада фторид-ио-
на в изменение белкового профиля плазмы 
крови составила для идентифицированных 
белков 45–48 % (таблица).

Таблица. Перечень белков протеомного профиля плазмы крови и  
их связь с содержанием фторид-иона в моче детей

Table. Proteins’ list of the blood plasma proteomic profile and their relationship with  
the content of fluoride ion in the children’s urine 

Наименование белка Код в базе данных Ген, кодирующий 
белок

Коэффициент  
детерминации (R²)

Уровень значимости 
(p)

Катепсин L1 P07711 CTSL 0,45 0,0164
SH3-доменный белок-RF3 Q8TEJ3 SH3RF3 0,45 0,0164
Аннексин-13 P27216 ANXA13 0,48 0,0127

Таким образом, в условиях длительной 
сохраняющейся аэрогенной экспозиции фтор-
содержащих неорганических соединений и 
отсутствия направленных мер профилактики 
у экспонируемых детей вероятным является 
развитие негативных эффектов в виде нару-
шения ремоделирования костной ткани. Это 
может выражаться в последующем возраст-
ном периоде в виде роста заболеваемости 
со стороны опорно-двигательной системы, 
что подтверждается повышенной частотой 
встречаемости заболеваний у детей группы 
наблюдения до двух раз в виде нарушения 
осанки (М.43), плоскостопия (М.21) и сколио
за (М.41) относительно показателей у детей 
в группе сравнения (р ≤ 0,001).

Установленные омик-маркеры представляют 
собой принципиально новые молекулярные 
биологические маркеры, использование которых 
является перспективным и может привести к 
разработке инновационных методов ранней 
диагностики заболеваний опорно-двигательной 
системы, ассоциированных с воздействием 
химических соединений, к своевременному 
выявлению «групп риска», подверженных 
воздействию химических факторов, и повы-
шению эффективности профилактических 
мероприятий.

Выводы
1. В условиях неудовлетворительного ка-

чества атмосферного воздуха по содержанию 
гидрофторида до 4,0 ПДКсс, фторидов неор-
ганических плохо растворимых до 3,0 ПДКсс, 
обусловленного хозяйственной деятельностью 
объектов производства алюминия, у детей 
группы наблюдения установлено повышенное 
в 1,8–4,8 раза содержание фторид-иона в 
моче относительно аналогичного показателя 
у детей группы сравнения и референтного 
уровня.

2. Концентрация фторид-иона в моче выше 
0,2 мг/дм3 обоснована в качестве маркера 
ингаляционной экспозиции.

3. Идентифицированные белки аннек-
син-13, SH3-доменный белок-RF3, катепсин 
L1 и, соответственно, гены CTSL, SH3RF3 
и ANXA13, их кодирующие, обоснованы в 
качестве омик-маркеров аэрогенной экс-
позиции фторсодержащих неорганических 
соединений.

4. Долевой вклад фторид-иона в измене-
ние белкового профиля плазмы крови детей 
с повышенным содержанием фторид-иона 
в моче составил для идентифицированных 
белков 45–48 %.
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