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Аннотация. Целью настоящего исследования было изучение экспрессии антиоксидантных генов в тканях печени цыплят-бройле- 
ров в ответ на внесение гербицида глифосат в рацион. 260 суточных цыплят-бройлеров (Росс 308) были случайным образом распре­
делены на 4 группы с различными рационами: 1-я группа -  основной рацион (ОР), 2-я группа -  ОР с добавлением глифосата (20 мг/кг 
корма), 3-я группа -  ОР с глифосатом и антибиотиками, 4-я группа -  ОР с добавлением глифосата и противококцидийного препарата. 
Анализ обогащения набора генов показал, что семейства генов SOD, CAT, GPX, TXNRD и HMOX участвуют и рассматриваются как наибо­
лее перспективные гены-кандидаты, демонстрирующие активность антиоксидантных ферментов. По результатам анализа установлено, 
что добавление в рацион глифосата отрицательно влияет на экспрессию генов антиоксидантной активности в печени, однако скармлива­
ние антибиотиков и кокциостатиков позволяет восстановить активность ферментов. Введение в рацион антибиотика энрофлоксацина D 
в 1,5 раза повышало экспрессию супероксиддисмутазы (SOD) и каталазы (CAT) -  основных антиоксидантных систем, подвергающихся 
окислительному стрессу. А введение в рацион препарата колистина метансульфоната увеличило экспрессию генов семейства GPX 
(отвечает за усвоение селена и играет критическую роль в защите клеток) в 2,5 раза.
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Abstract. The purpose of this research was to study antioxidant gene expres-sion in the liver tissues of broiler chickens in response to 
introduction of the herbicide glyphosate into their diet. 260-day-old broiler chickens (Ross 308) were randomly divided into 4 groups with different 
diets: group 1 - basic diet (BD), group 2 - BD with glyphosate (20 mg/kg of feed), group 3 - BD with glyphosate and antibiotics, group 4 - BD with 
glyphosate and an anticoccidial agent. The gene set en-richment analysis showed that the SOD, CAT, GPX, TXNRD and HMOX gene families 
are involved and are considered as the most prospective candidate genes demonstrating the ac-tivity of antioxidant enzymes. Accord-ing to the 
results of the analysis, it is found that addition of glyphosate to the diet negatively affects antioxidant activity gene expression in the liver, how­
ever, feeding antibiotics and coc-cidiostats allows for restoring enzyme activity. Introduction of antibiotic en-rofloxacin D into the diet increased 
the expression of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), the main antioxidant systems under oxidative stress, 1.5-fold. Introduction of 
col-istin methanesulfonate sodium salt in-to the diet increased gene expression of the GPX family (responsible for ab-sorption of selenium and 
plays a criti-cal role in cell protection) 2.5-fold.
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Введение. Глифосат является наиболее 
широко используемым гербицидом в сельском 
хозяйстве во всем мире. Влияние глифосата 
на организмы обусловлено нарушением шики- 
матного пути, в результате которого образуют­
ся ароматические аминокислоты в растениях 
и некоторых микроорганизмов. Поскольку у че­
ловека и животных не используется шикиматный 
путь для синтеза аминокислот, предполагается, 
что глифосат не оказывает какого-либо негатив­
ного воздействия на их здоровье. Тем не менее 
в нескольких исследованиях изучалось влия­
ние гербицидов на основе глифосата на птиц. 
Глифосат накапливается в основном в печени 
и в меньшей степени в мышцах ног и жировой 
ткани [1]. В связи с этим существует вероятность 
накопления пестицида в тканях и органах птицы, 
который в дальнейшем может попасть в организм 
человека с продуктами питания. Также недавнее 
исследование показывает, что глифосат может 
снижать активность каталазы печени и уровень те­
стостерона у японских перепелов [2]. Полученные 
результаты убедительно свидетельствуют о том, 
что чрезмерное получение свободных радикалов, 
ослабление антиоксидантной защиты и окисли­
тельный стресс часто приводят к пагубным по­
следствиям у домашней птицы. В ходе эволюции 
у домашней птицы развились комплексные си­
стемы антиоксидантной защиты, регулирующие 
выработку свободных радикалов (а Фк  и РНС) 
и поддерживающие окислительно-восстанови­
тельный баланс (антиоксидант/прооксидант). Этот 
окислительно-восстановительный баланс играет 
решающую роль в управлении различными фи­
зиологическими и биохимическими процессами, 
охватывающими передачу сигналов в клетках, экс­
прессию генов и общее поддержание гомеостаза 
внутри клетки и всего организма [3].

В научных исследованиях подчеркивается, 
что окислительный стресс негативно влияет 
на рост массы, нарушает антиоксидантную защиту 
клеток, препятствует перевариванию и всасыва­
нию питательных веществ, нарушает барьерную 
функцию и целостность слизистой оболочки ки­

шечника, вызывает местное и системное воспа­
ление, нарушает баланс микробиоты кишечника 
и может даже ухудшать количество и качество 
мясной продукции у бройлеров [4].

Антиоксидантная защита у бройлеров обе­
спечивается интегрированной системой антиокси­
дантных ферментов, включая супероксиддисму- 
тазу (SOD), глутатионпероксидазу (GSH-PX), глу- 
татион S-трансферазу (GST), пероксидазу (POD), 
каталазу (CAT) и другие. Эти ферменты защищают 
организм от активных форм кислорода (АФК), пре­
вращая их в нейтральные продукты.

Определенный как селенопротеин в 1973 году 
фермент глутатионпероксидаза (GSH-PХ) игра­
ет решающую роль в системе антиоксидантной 
защиты всех животных, включая птицу. Семей­
ство GSH-PХ включает, по меньшей мере, восемь 
членов, четыре из которых (GSH-Px1, GSH-Px2, 
GSH-Px3 и GSH-Px4) идентифицированы как се- 
ленопротеины у животных. Эти ферменты прояв­
ляют видово- и тканеспецифическую экспрессию 
и активность. Поддержание оптимального статуса 
селена (Se) в тканях жизненно важно для макси­
мизации экспрессии GSH-PХ. Следовательно, ак­
тивность GSH-PХ широко используется в иссле­
дованиях птиц в качестве биомаркера для оценки 
статуса и потребности в Se [5].

Ген супероксиддисмутазы 1-го типа (SOD1) 
и SOD2 кодирует фермент SOD, функция которо­
го заключается в защите от повреждений, опосре­
дованных свободными радикалами кислорода [6]. 
Глутатионпероксидаза-1 (GPx-1) представляет со­
бой внутриклеточный антиоксидантный фермент, 
который ферментативно восстанавливает пере­
кись водорода до воды, чтобы ограничить ее вред­
ное воздействие. Определенные активные формы 
кислорода, такие как перекись водорода, также 
необходимы для передачи сигнала, опосредован­
ной фактором роста, функции митохондрий и под­
держания нормального редокс-баланса тиолов [7]. 
Чрезмерный стресс может привести к снижению 
активности SOD, часто сопровождающемуся акти­
вацией апоптоза.

Первоначальная характеристика и очистка
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куриного SOD относятся к началу 1970-х годов. 
Как и у млекопитающих, в куриной печени при­
сутствуют два типа SOD: митохондриальные 
(Mn-SOD) и цитозольные (Cu, Zn-SOD) фермен­
ты. Антиоксидантная сеть внутри клетки/тела уча­
ствует в сложных взаимодействиях, поддерживая 
гомеостаз во время стрессовых состояний. Изуче­
ние методов повышения регуляции SOD в птице­
водстве и изучение физиологических и коммерче­
ских результатов такого повышения остаются об­
ластями дальнейших исследований [5].

Этот ген кодирует каталазу (CAT), ключевой 
антиоксидантный фермент в защите организма 
от окислительного стресса. Каталаза -  это 
гем-фермент, который присутствует в пероксисоме 
почти всех аэробных клеток. Каталаза превращает 
активные формы кислорода в перекись водорода 
в воду и кислород и тем самым смягчает токсиче­
ское воздействие перекиси водорода [8].

Фермент глутатион S-трансфераза (GST) 
(EC.2.5.1.18) играет жизненно важную роль 
в поддержании внутреннего баланса, катализируя 
начальный этап образования меркаптуровой кис­
лоты. Эта кислота представляет собой конечный 
продукт систем детоксикации организма, пред­
назначенных для противодействия воздействию 
окружающей среды, химических и радиоактивных 
веществ. В рамках трехфазной системы детокси­
кации GST возникает в фазе II, где участвует в ре­
акциях конъюгации [9; 10].

Для уравновешивания уровня АФК, у млеко­
питающих развилась сложная система удаления, 
состоящая из различных ферментов, таких как ка- 
талаза (CAT), супероксиддисмутаза (SOD), тиоре- 
доксинредуктазы (TXNRD) и глутатионпероксида- 
зы (GPX) [11]. Активность тиоредоксинредуктазы 
(TXNRD) в печени при тепловом стрессе значи­
тельно снижается [12]. Селенопротеины, принад­
лежащие к семейству TXNRD (TXNRD1, t X n RD2 
и TXNRD3), играют жизненно важную роль в окис­
лительно-восстановительной регуляции, антиок- 
сидантной защите, превращении Т4 в Т3 и иммун­
ной регуляции при заболеваниях хозяина [13].

Гемоксигеназа-1 (HMOX1) играет решающую 
роль в защите клеток, а индуцируемый фермент 
участвует в целом ряде заболеваний хозяина. 
Растущая распространенность сердечно-сосуди­
стых и метаболических заболеваний, для которых 
существующие подходы к лечению не являются оп­
тимальными, подчеркивает необходимость лучше­
го понимания ключевых игроков, таких как HMOX1, 
которые могут быть терапевтическими мишенями
[14]. HO-1 обычно экспрессируется на базальном, 
«домашнем» уровне в большинстве тканей, но он 
может быть вызван различными факторами, свя­
занными с окислительным стрессом, такими как 
гемин, ультрафиолет, тяжелые металлы, цитоки-

ны, перекись водорода, оксид азота (NO) и исто­
щение запасов глутатиона [15].

Эти ферменты помогают нейтрализовать АФК, 
тем самым предотвращая окислительный стресс 
и повреждение клеток. У птиц экспрессия генов ко­
дирующих эти ферменты могут меняться в зависи­
мости от возраста и условий окружающей среды, 
что может влиять на их устойчивость к окислитель­
ному стрессу. В целом понимание механизмов экс­
прессии генов, ответственных за антиоксидантную 
активность в тканях печени бройлеров, может по­
мочь в разработке стратегий улучшения защиты 
от окислительного стресса и, соответственно, по­
вышения мясной продуктивности.

Цель исследования -  установить изменения 
экспрессии генов антиоксидантной защиты в тка­
нях печени бройлеров под влиянием глифосата 
в количестве 1 ПДК для кормов (в концентрации 
20 мг/кг корма) и глифосата в сочетании с ветери­
нарными антибиотиками и кокциостатиками.

Материалы и методы. Исследования прово­
дились в соответствии с требованиями Европей­
ской конвенции по защите позвоночных живот­
ных, используемых в экспериментальных и других 
научных целях (ETS № 123, Страсбург, 1986 г.). 
Исследование одобрено биоэтической комиссией 
Федерального научного центра животноводства 
имени Л.К. Эрнста и проведено в соответствии 
с этическим законодательством Российской Фе­
дерации в соответствии с Федеральным законом 
№ 498-ФЗ «Об ответственном обращении с живот­
ными».

Эксперимент проведен на бройлерах 
Росс 308 в 2023 году. Опыт проводился с 1-го дня 
жизни цыплят в течение 40 дней. На основе анало­
гов отобраны 4 группы (по 65 животных в каждой 
группе): 1-я контрольная группа получала основной 
рацион (ОР), 2-я опытная группа получала ОР с вве­
дением глифосата (в концентрации 20 мг/кг корма) 
(СанПиН, 2021), 3-я опытная группа получа­
ла ОР с введением глифосата (в концентрации 
20 мг/кг корма), а также антибиотика энрофлокса- 
цина, 4-я группа -  колистина метансульфоната.

На 40-й день выращивания по 3 бройлера 
из каждой группы забивали путем декапитации 
и немедленно собирали ткани слепой кишки 
в максимально асептических условиях для ана­
лиза экспрессии мРНК. Образцы стабилизирова­
ли с помощью реагента RNAlater (Thermo Fisher 
Scientific, Inc., США) и сразу же отправляли в моле­
кулярно-генетическую лабораторию научно-про­
изводственной компании ООО «БИОТРОФ+» 
для выделения РНК.

Печень -  важнейший орган и играет ключевую 
роль в синтезе жизненно важных белков, метабо­
лизме биологически важных веществ, детоксика­
ции токсичных соединений и содействии иммун­
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ной защите. Несмотря на то, что многие функции 
печени в молодом возрасте незрелы, значитель­
ные изменения происходят во время постнаталь- 
ного развития печени, что приводит к различным 
функциям на разных стадиях развития. Однако 
детали транскриптома постнатальных изменений 
печени у бройлеров и молекулярные механизмы, 
регулирующие этот процесс развития, остаются 
неясными [16].

Для выделения РНК ткани смешивали с жид­
ким азотом и гомогенизировали. Тотальную РНК 
выделяли с помощью мини-набора AurumTM Total 
RNA (Bio-Rad, США), следуя инструкциям произ­
водителя. Тотальную РНК синтезировали в виде 
кДНК для библиотечных конструкций. Сконстру­
ированные библиотеки анализировали с исполь­
зованием Illumina Miseq (Illumina, Inc., Сан-Диего, 
Калифорния, США) и проводили секвенирование 
парных концов (2^150 пар оснований).

Для проверки качества полученных необрабо­
танных ридов использовалась программа FASTQC 
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/ 
fastqc). Считывания хорошего качества были полу­
чены путем удаления чтений низкого качества, счи­
тываний поли-N и phred-score <20. Были рассчита­
ны Q20, Q30 и GC%. Trimmomatic (v0.33) использо­
вался для удаления адаптеров с 5’- и 3’-конца [16].

Впоследствии отфильтрованные последо­
вательности использовались для картирования 
генома на основе эталонов. Для сборки ридов 
чистые риды сопоставлялись с эталонным ге­
номом курицы (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
datasets/g enome/GCF_016699485.2) с помощью 
STAR (v2.6.1c), картографической программы. 
Выравнивание сплайсированных транскриптов 
по эталону (STAR) -  это быстрый картограф счи­
тывания секвенирования РНК с поддержкой об­
наружения считывания сплайсинговых соедине­
ний и слияния.

Затем с помощью RSEM оценили уровни экс­
прессии генов в каждом образце RSEM (v1.3.1) с ис­
пользованием функции rsem-calculate-expression 
(параметры: -s ta r -sort-bam-by-coordinate) и того 
же справочного файла https:// www.ncbi.nlm.nih. 
gov/datasets/genome/GCF_016699485.2/). RSEM 
(RNA-Seq by Expectation-Maximization) — это ин­
струмент для количественной оценки данных 
секвенирования РНК. Транскрипты на миллион 
(TPM) в настоящее время являются наиболее ча­
сто используемым методом оценки уровней экс­
прессии генов. Измерение ТРМ предпочтительнее 
других распространённых показателей транскрип­
ции (RPKM и FPKM), поскольку оно не зависит 
от средней длины экспрессируемого транскрипта
и, таким образом, более сопоставимо между об­
разцами и видами [17]. Кроме того, чтобы узнать 
связь дифференциально экспрессируемых генов

с метаболическими путями, мы использовали базу 
данных путей Киотской энциклопедии генов и гено­
мов (KEGG) (http://www.genome.jp/kegg). Для упро­
щения аннотации значения выражений, получен­
ные в группе 1, были приняты за единицу.

Результаты исследования и их обсужде­
ние. В бройлерном птицеводстве повышение 
мясной продуктивности является первоочередной 
задачей. Это достигается за счет оптимизации ге­
нетических и экологических факторов [18].

Исследование всего транскриптома имеет 
решающее значение для понимания структуры, 
функций и генетических сетей генома, влияющих 
на клеточные, физиологические, биохимические 
и биологические системы. Этот анализ помогает 
установить молекулярные биомаркеры, реагирую­
щие на заболевания, патогены и проблемы окру­
жающей среды. В этой статье мы изучаем совре­
менные методы, используемые для анализа всего 
транскриптома, включая секвенирование транс­
криптома и дальнейший его анализ [17].

Мы исследовали экспрессию генов суперок- 
сиддисмутазы (рисунок), в том числе супероксид- 
дисмутазы Cu/Zn (SOD1), супероксиддисмутазы 
Mn (SOD2) и каталазы (CAT), которые защищают 
организм хозяина от постоянно генерируемых вы­
сокотоксичных кислородных радикалов.

Благодаря глубокому пониманию роли членов 
семейства GPX в здоровье и развитии заболе­
ваний, окислительно-восстановительный баланс 
стал функциональным ядром семейства GPX, что­
бы дополнительно прояснить экспрессию и регу­
ляторный механизм каждого члена в окислитель­
но-восстановительном процессе, мы рассмотре­
ли членов семейства GPX по отдельности. GPX2 
и GPX3 используют селеноцистеин в качестве ак­
тивного центра, катализирующего восстановление 
пероксида водорода или низкомолекулярный ги- 
дропероксиддо воды или соответствующих спир­
тов, тем самым снижая их токсичность и поддер­
живая окислительно-восстановительный баланс. 
GPX7 и GPX8 расположены в эндоплазматическом 
ретикулуме и являются необходимыми фермента­
ми, участвующими в окислительном образовании 
белков эндоплазматического ретикулума, а GPX8 
также играет важную роль в регуляции Ca2+ в эн­
доплазматическом ретикулуме [19].

При сравнении уровней экспрессии разных ге­
нов отмечалось, что ген GPX7 имеет самый высокий 
уровень экспрессии (в 3,61 раз выше относительно 
контроля) в третьей группе, тогда как ген GPX8 -  
наиболее низкий уровень экспрессии (0,45 от уровня 
контроля) в той же группе. Также интересно оценить 
связь между уровнями экспрессии различных генов 
в группах. Например, мы отметили, что увеличение 
уровня экспрессии гена GPX2 сопровождалось сни­
жением уровня экспрессии гена GPX3.

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih
http://www.genome.jp/kegg
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Рисунок -  Экспрессия генов, связанных с антиоксидантной активностью, в тканях печени бройлеров 
кросса Росс 308 в ответ на скармливание глифосата и антибиотиков

Данные показали, что уровни экспрессии мРНК 
селенопротеинов, таких как TXNRD1, TXNRD2, 
TXNRD3, в целом были ниже в опытных группах 
по сравнению с контролем. На основании этих ре­
зультатов можно сделать вывод, что введение в ра­
цион глифосата снижает усвоение селена из корма, 
что еще сильнее подавляет иммунный ответ птицы.

Семейство HMOX представлено двумя отдель­
ными ферментами: гемоксигеназой-1 (HMOX1) 
и гемоксигеназой-2 (HMOX2). Например, HMOX1 
индуцируется в ответ на различные внешние 
стимулы, тогда как HMOX2 экспрессируется по­
всеместно [7]. Экспрессия гена HMOX1 во 2-й 
и 3-й опытных группах снизилась относительно 
контроля, а в 4-й опытной группе она находилась 
примерно на том же уровне, тогда как экспрессия 
гена HMOX2 снижалась при введении в рацион 
глифосата.

В экспериментальной группе 2 (ОР + глифо- 
сат) наблюдалось снижение уровня экспрессии 
генов семейства GPX, TXNRD и HMOX. Эти гены 
обеспечивают активность каталазы и пероксида- 
зы, а также образование селена и других важных 
для организма хозяина ферментов.

В 3-й опытной группе (ОР + глифосат + ан­
тибиотик) отмечено увеличение генов семейства 
SOD и CAT в 1,5 раза относительно контрольной 
группы. Однако экспрессия других исследуемых 
генов снизилась, за исключением GPX7, который 
является внутриклеточным антиоксидантным ге­
ном, имеющим решающее значение для детокси­
кации различных пероксидов, его значения пока­
зали четырехкратное увеличение по сравнению 
с контрольной группой.

В 4-й опытной группе (OP + глифосат + кокци- 
диостатик) отмечено достоверное снижение экс­
прессии генов GPX2, GPX8, а также генов семей­
ства TXNRD относительно контрольной группы. 
Выявлено, что применение препарата приводило 
к нейтрализации негативного действия глифосата. 
Все остальные изученные гены имели антиокси- 
дантную активность, аналогичную или превышаю­
щую активность контрольной группы.

Биомаркеры РНК признаны полезными ин­
струментами для оценки воздействия загрязните­
лей на организмы. Они являются потенциальны­
ми инструментами для выявления воздействия 
глифосата на организм и разработки реакций 
на разных уровнях биологической организации. 
Молекулярные биомаркеры, которые могут быть 
разработаны на основе наших результатов и бу­
дущих экспериментов, потенциально способны 
обеспечить раннее выявление токсикологического 
стресса и относительно эффективный мониторинг 
здоровья стада (таблица).

Антиоксидантная защита бройлеров включает 
такие ферменты, как GPx, GST, POD и CAT. Гены 
SOD1 и SOD2 защищают от свободных радикалов 
кислорода. GPx-1 уменьшает перекись водорода, 
необходимую для передачи сигналов в клетках 
и окислительно-восстановительного баланса. Ка- 
талаза (CAT) защищает от окислительного стрес­
са путем преобразования перекиси водорода. 
Система очистки АФК включает TXNRD, жизненно 
важный для иммунной защиты. HMOX1 защища­
ет клетки и важна при различных заболеваниях. 
В целом анализ показывает, что уровни экспрессии 
генов-антиоксидантов варьируются в зависимости
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от различных условий эксперимента: уровень экс­
прессии некоторых генов снижается, а уровень 
экспрессии других увеличивается. Препараты, 
использованные в экспериментальных группах 
3 и 4, по-видимому, оказывают положительное вли­
яние на нейтрализацию отрицательного влияния 
глифосата на экспрессию антиоксидантных генов. 
Эти данные подчеркивают динамический характер 
экспрессии антиоксидантных генов у бройлеров 
в различных экспериментальных условиях. Тонкая 
реакция этих генов предполагает сложное взаи­
модействие между внешними факторами и слож­
ными регуляторными механизмами. Это отражает 
важность мер по поддержанию хрупкого баланса 
окислительного стресса и механизмов антиокси- 
дантной защиты у домашней птицы.

Заключение. Полученные результаты откры­
вают возможности для дальнейшего изучения 
конкретных механизмов, лежащих в основе изме­
нений экспрессии генов антиоксидантной защиты 
у птицы и разработки индивидуальных стратегий 
для повышения устойчивости бройлеров к окисли­
тельному стрессу, вызванному такими факторами 
окружающей среды, как глифосат. Полученные 
результаты являются базой для будущих иссле­
дований, открывая путь для разработки целевых 
стратегий по усилению устойчивости бройлеров 
к окислительному стрессу, индуцированному фак­
торами окружающей среды.

Таблица -  Результаты анализа экспрессии генов антиоксидантной системы в тканях печени 
бройлеров

Ген Название гена Функция гена

Отношение к контролю

2-я
группа

3-я
группа

4-я
группа

SOD1 Супероксиддисмутаза Cu/Zn расщепляет свободные радикалы до 
перекиси водорода

Т Т Т

SOD2 Супероксиддисмутаза марганца Т Т 4

CAT Каталаза
защищают клетки от токсического 
воздействия перекиси водорода Т Т Т

GPX2 Глутатионпероксидаза 2
катализируют восстановление 
органических гидроперекисей и перекиси 
водорода (H2O2) глутатионом

Т 4 4

GPX3 Глутатионпероксидаза 3
основной селенопротеин, действующий 
как антиоксидант 4 4 Т

GPX7 Глутатионпероксидаза 7 обеспечивает активность каталазы
Т Т Т

GPX8 Глутатионпероксидаза 8 обеспечивает активность пероксидазы
Т 4 4

TXNRD1 Тиоредоксинредуктаза 1 смягчение окислительного и 
нитрозативного стресса за счет 
уменьшения и удаления пероксидов и 
свободных радикалов

4 4 4

TXNRD2 Тиоредоксинредуктаза 2 Т Т Т

TXNRD3 Тиоредоксинредуктаза 3 4 4 4

HMOX1 Гемоксигеназа-1

ферменты, лимитирующие скорость, 
которые расщепляют гем (протопорфирин 
железа IX) до оксида углерода (CO), 
двухвалентного железа (Fe2+) и 
биливердина IXa.

4 4 Т

HMOX2 Гемоксигеназа-2 4 4 4
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