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Организм на протяжении всего своего разви�
тия подвергается воздействию весьма разнооб�
разных факторов как внешних, так и внутрен�
них. Одной из главных особенностей живого ор�
ганизма является способность к поддержанию
гомеостаза, как на уровне целого организма, так
и отдельных его составляющих. В нормальных
условиях организм реагирует на воздействие
среды посредством сложной физиологической
системы буферных гомеостатических механиз�
мов. Эти механизмы поддерживают оптималь�
ное протекание процессов развития. Под воз�
действием неблагоприятных условий эти меха�
низмы могут быть нарушения. Такие нарушения
гомеостаза могут происходить до появления из�
менений, обычно используемых в качестве пара�
метров жизнеспособности живых существ. 

Изменения гомеостаза отражают базовые изме�
нения функционирования живых существ и нахо�
дят выражение в процессах, протекающих на раз�
ных уровнях, от молекулярного до организменно�
го, и соответственно, могут быть оценены по
различным параметрам с использованием различ�
ных методов. Способность поддерживать относи�
тельное постоянство и целостность генетических
систем можно назвать генетическим гомеостазом.

Существуют разнообразные методы оценки
генетического гомеостаза организма от молеку�
лярных до цитогенетических. В настоящем обзо�

ре мы попытаемся рассмотреть ограниченный на�
бор цитогенетических методов оценки генетиче�
ского гомеостаза ориентируясь в основном на их
приложение к естественным популяциям живот�
ных на разных стадиях онтогенеза. Прямого или
опосредованного химико�токсикологического ана�
лиза биологического образца недостаточно для по�
нимания возможной опасности для живых организ�
мов тех или иных воздействий. Необходима ком�
плексная оценка реакции организма на разных
уровнях его организации на те или иные токсиче�
ские воздействия.

К основным цитогенетическим методам тако�
го рода можно отнести анализ частот поврежде�
ний ДНК, визуализируемых в виде ДНК�комет,
микроядер, хромосомных аберраций и сестрин�
ских хроматидных обменов.

В настоящее время наиболее часто употреби�
мыми являются ДНК�комет�тест и микроядерный
тест, тогда как анализ хромосомных аберраций и
сестринских хроматидных обменов встречается
сравнительно редко.

Также необходимо отметить, что в данном об�
зоре основное внимание будет уделено примене�
нию этих методов in vivo.
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ДНК�КОМЕТ
Гель�электрофорез единичных клеток (Comet

Assay) является одним из наиболее перспектив�
ных методов в мониторинге генотоксического
действия широкого спектра как антропогенных,
так и природных факторов на животных и расте�
ниях in vivo. Данный высокочувствительный ме�
тод позволяет оценить первичные повреждения
ДНК, которые, впоследствии, как известно, мо�
гут приводить к возникновению хромосомных
аберраций и нарушению процессов клеточной
пролиферации и дифференцировки, к апоптозу
или развитию патологий различных тканей и ор�
ганов. Следствием нарушений целостности гене�
тического материала может оказаться снижение
репродуктивного успеха животных, являющегося
залогом успешного существования популяции.
Таким образом, экотоксикологические парамет�
ры среды обитания и реакции на них биологиче�
ских объектов представляют особенную важность
при изучении экологии видов в контексте их вза�
имодействия с факторами окружающей среды. 

Предложенный в 1978 г. (Rydberg, Johanson,
1978) и усовершенствованный впоследствии (Olive,
Banáth, 2006) метод основывался на принципе
миграции ДНК клеток, иммобилизированных в
агарозный гель и помещенных в электрическое
поле. Преимуществом метода явилась его способ�
ность регистрировать повреждения ДНК на уров�
не единичной клетки. Позднее он был усовершен�
ствован для регистрации целого ряда явлений
(апоптоз, репарация, последствия некоторых фи�
зиологических состояний, оксидативный стресс)
на различных тканях животных (Koppen, Verschae�
ve, 1996). В последнее десятилетие появилось боль�
шое количество работ, посвященных изучению ге�
нотоксического действия физических факторов
(ионизирующая радиация, электромагнитное из�
лучение), а также новых материалов, таких как на�
ночастицы и нанотрубки (Oberdörster et al., 2005).

Основными этапами проведения теста ДНК�
комет являются: получение гель�слайдов, получе�
ние микропрепаратов клеток, лизис, электрофо�
рез, фиксация, окрашивание и микроскопический
анализ слайдов. 

Для получения гель�слайдов предметные стек�
ла покрывают 1% агарозным гелем, в который
вносят исследуемые клетки. Гель с клетками на�
носят на подготовленные гель�слайды. После за�
твердевания клетки подвергают лизису, во время
которого происходит диссоциация клеточных
структур и выпетливания хроматина в поры агаро�
зы. При электрофорезе под влиянием электриче�
ского поля ДНК мигрирует к аноду в виде отдель�
ных фрагментов или петель и формирует электро�
форетический след, напоминающий хвост кометы,
параметры которого зависят от количества разры�
вов в ДНК. После электрофореза препараты фик�
сируют и окрашивают флуоресцирующими кра�

сителями, применяемыми для визуализации
ДНК – этидиум бромид, пропидиум бромид, ак�
ридиновый оранжевый, CYBR Green I, YOYO�I,
DAPI. Микропрепараты анализируют на флуо�
ресцентном микроскопе с использованием высо�
кочувствительной камеры и программного обеспе�
чения, что позволяет проводить цифровую обработ�
ку геометрии комет (Оценка генотоксических
свойств …, 2010). При подобном способе анализа
препаратов в качестве показателей поврежденности
ДНК используют следующие основные показатели:
длина хвоста, процентное содержание ДНК в хвосте
и “момент хвоста” (произведение первых двух пе�
речисленных параметров). При визуальном ана�
лизе ДНК�кометы ранжируются на несколько
условных типов, а степень поврежденности вы�
числяется по формуле для индекса комет (отно�
шение суммы числа комет каждого типа к общей
сумме подсчитанных комет) (Collins, Dušinská,
2002; Collins, 2004; Olive, Banáth, 2006).

Существует два основных варианта метода
ДНК�комет – нейтральный, при котором реги�
стрируются двунитевые разрывы и щелочной, ко�
гда помимо двунитевых регистрируются также
однонитевые. Последний вариант расширяет воз�
можности оценки генотоксических факторов, од�
нако требует дополнительных манипуляций: ще�
лочной денатурации при рН > 13, в результате ко�
торой щелочно�лабильные сайты реализуются в
однонитевые разрывы, щелочного электрофореза
и нейтрализации слайдов.

К преимуществам данного метода можно от�
нести относительную простоту манипуляций, не�
высокую стоимость проведения исследования,
высокую чувствительность, возможность иссле�
довать любой биологический материал, в том
числе малого объема или полученный в полевых
условиях, что важно в экологических и геноток�
сикологических исследованиях. 

Существует ряд работ, посвященных использо�
ванию метода ДНК�комет в качестве биоиндика�
торного теста для экологической оценки влияния
возможных генотоксикантов на окружающую сре�
ду, в частности, судя по реакции со стороны насе�
ляющих данную область организмов.

Наиболее популярными объектами в экологи�
ческих исследованиях акваторий являются прес�
новодные и морские моллюски. Слободсковой
с соавт. в 2010 г. была проведена оценка геноток�
сичности среды обитания на Дальнем Востоке на
степень повреждения молекулы ДНК жаберных
клеток эстуарного двустворчатого моллюска Cor&
bicula japonica, Prime (Слободскова и др., 2010).
Объектом другого исследования послужили прес�
новодные моллюски, обитающие на территории
радиационно�экологического заповедника в зоне
загрязнения Чернобыльской АЭС. В ходе данного
исследования авторам удалось, помимо оценки
загрязненности территорий, выявить различия в
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уровнях пролиферативной активности гемоцитов
моллюсков (Конева, 2013). Помимо моллюсков
объектами для оценки состояния водной среды
также являются различные виды проживающих на
потенциально загрязненных территориях рыб се�
мейства карповых, пециллиевых и т.д. (Russo et al.,
2004; Стяжкина и др., 2011). Кроме изучения пря�
мого воздействия гентоксических агентов рас�
сматриваемый метод применяется для рассмотре�
ния, к примеру, процессов репарации у глубоко�
водных организмов, подверженных воздействию
высокого давления (Pruski, Dixon, 2003).

В целом анализ литературы позволяет сделать
заключение, что метод ДНК�комет прекрасно за�
рекомендовал себя в экотоксикологическом мо�
ниторинге водной среды. 

Сухопутные организмы значительно реже вы�
ступают в качестве тест�объектов в экотоксико�
логических исследованиях. Из беспозвоночных
можно отметить почвенных червей (Verschaeve,
Gilles, 1995) и кузнечика (Augustyniak et al., 2013).
Эти животные являются удобными индикаторами
степени загрязнения почв солями тяжелых метал�
лов или источниками ионизирующих излучений.

Одной из положительных сторон метода ДНК�
комет является возможность проведения несколь�
ких этапов теста в полевых условиях, когда хране�
ние и транспортировка биологического материала
могут оказаться трудоемкими или исказить итого�
вую картину исследования. Так, в исследованиях
зависимости повышения степени повреждения
ДНК на обитающих вблизи угольных карьеров
представителях семейства тукотуковых, авторы
проводили лизис в местах сбора материала, упа�
ковывали образцы и отправляли их в лаборато�
рию (Silva et al., 2000). При подобном подходе ис�
чезает необходимость в изъятии животных из
мест их обитания или их умерщвлении, что соот�
ветствует нормам биоэтики.

Модификация метода для работы с клетками ге�
неративного ряда расширяет возможности при изу�
чении экологии и физиологии уникальных живот�
ных, что демонстрирует недавнее исследование
структурных особенностей спермиев у самцов ав�
стралийской ехидны, где авторы применили ком�
бинацию молекулярно�генетических методов и ще�
лочной модификации метода ДНК�комет (Johnston
et al., 2009).

Оборотной стороной чувствительности метода
является необходимость создания условий для
недопущения появления посторонних поврежде�
ний клеток в процессе проведения исследования,
что требует высококвалифицированного подхо�
да. При этом параметры процедуры тестирования
зависят не только от цели исследования или вы�
бранной ткани, но и тестового вида (Jha, 2008;
Collins, 2004; Сорочинская, Михайленко, 2008).
Таким образом, при биомониторинге должен
учитываться комплекс факторов как биологиче�

ской (пол, возраст, индивидуальная чувствитель�
ность в рамках одного вида), так и физико�хими�
ческой (температура, рН) природы. Не следует
также забывать о необходимости корректного под�
бора положительного и отрицательного контро�
лей. Метод применим на различных тканях и мо�
жет выявлять органоспецифическое действие
агентов, однако, требует индивидуального подбо�
ра и стандартизации параметров таких процедур,
как лизис, электрофорез, подготовка образца.
Наиболее популярным органом�мишенью (для
млекопитающих) является печень ввиду ее роли в
метаболической активации и детоксикации ксено�
биотиков, однако, при выборе органов и тканей
для анализа необходимо исходить из химической
природы и свойств токсического агента (Jha, 2008). 

Рассмотренные вопросы свидетельствуют о
том, что метод ДНК�комет обладает приемлемой
чувствительностью для выявления первичных
повреждений молекулы ДНК, вызванных небла�
гополучной средой обитания, однако его приме�
нимость для экотоксикологических исследова�
ний должна оцениваться в контексте его уместно�
сти и актуальности для той или иной цели и
сочетаться с использованием общепринятых ме�
тодов. 

МИКРОЯДЕРНЫЙ ТЕСТ

В последние 20 лет тест на микроядра исполь�
зуется как надежный показатель генотоксическо�
го действия самых разных факторов (Schmid,
1975; Heddle et al., 1991). Простота и надежность
этого теста позволяет использовать его как в ла�
бораторных исследованиях токсичности различ�
ных веществ (Marrazzini et al., 1994), так и при мо�
ниторинге состояния природных популяций.
Тест на микроядра является наиболее удобным и
распространенным методом измерения повре�
ждений хромосом у различных организмов,
включая рыб, моллюсков, птиц и млекопитаю�
щих как в природе, так и в лаборатории (Bologne�
si, Hayashi, 2011; Al�Sabti, Metcalfe, 1995). Наибо�
лее широко он используется в водных экосисте�
мах как биомаркер уровня загрязнений для самых
разных групп организмов, от моллюсков (Mersch,
Beauvais,1997) до рыб (Hayashi et al., 1998) и амфи�
бий (Fernandez et al., 1993). 

Микроядро (МЯ) – это фрагмент ядра клетки
не содержащий полного генома. Микроядра хо�
рошо различимы в световой микроскоп и, как
правило, расположены в цитоплазме недалеко от
ядра клетки. Интенсивность и структура окраши�
вания микроядер сходна с окраской основного
ядра. МЯ образуются из ацентрических хромо�
сомных (или хроматидных) фрагментов или це�
лых хромосом (хроматид), отстающих в процессе
анафазы и не включающихся в основное ядро в
телофазе. Ацентрические хромосомные фрагмен�
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ты образуются в результате повреждений ДНК, а
МЯ с целыми хромосомами образуются в резуль�
тате нарушений сегрегации хромосом в анафазе,
вызванными повреждениями веретена деления,
кинетохора или дефектами в контроле клеточно�
го цикла (Mateuca et al., 2006). 

Одним из существенных достоинств метода
является его простота и дешевизна. Частота МЯ
подсчитывается на микропрепаратах, полученных
из пролиферирующей ткани и окрашенных диф�
ференциальными или флуоресцентными красите�
лями. Для повышения чувствительности метода,
при получении препаратов используется цитоха�
лазин B, агент, индуцирующий цитокинетический
блок. В результате на препаратах возрастает коли�
чество бинуклеарных клеток, что увеличивает
чувствительность метода. Цитохалазин B блоки�
рует деление цитоплазмы и приводит к образова�
нию двуядерных, а в дальнейшем полиядерных
клеток. Такая методика позволяет анализировать
наличие микроядер в двуядерных клетках, про�
шедших один цикл деления (Fenech, 2007).

Тест на МЯ можно использовать для любых де�
лящихся клеточных популяций независимо от
структуры кариотипа. Как правило используются
эритроциты, костный мозг у наземных позвоноч�
ных, а также жабры, почки или печень у водных
животных (De Flora et al., 1993; Hayashi et al., 1998;
Mersch, Beauvais 1997). При использовании эрит�
роцитов одним из существенных преимуществ
теста на МЯ является возможность применения
этого метода без умерщвления животных, что
позволяет проводить мониторинг состояния по�
пуляции не нарушая генетического разнообразия
(Cabarcas�Montalvo et al., 2012).

Существуют различные механизмы действия
генотоксичных веществ на структуру ДНК и це�
лостность ядра. Генотоксиканты, приводящие к
образованию МЯ условно делят на два класса:
кластогены, приводящие к разрывам хромосом и
образованию ацентрических фрагментов в мик�
роядрах и анеугены, нарушающие веретено деле�
ния в процессе митоза и приводящие к образова�
нию МЯ с отдельными хромосомами. Поэтому
микроядра, образованные в результате кластоген�
ного или анеугенного действия различаются по
своему составу и могут содержать ацентрические
фрагменты или целые хромосомы соответственно
(Terradas et al., 2010). Возможность детектировать
как кластогенные, так и анеугенные эффекты
также является одним из достоинств микроядер�
ного теста.

На образование МЯ могут влиять самые раз�
личные факторы. У здоровых особей МЯ образу�
ются под действием внешних факторов, таких как
загрязнения, радиация, лекарства, биологически
опасные вещества или свободные радикалы. Кро�
ме того, различные генетические заболевания,
инфекции, воспалительные процессы или дефи�

цит питательных веществ также приводят к обра�
зованию МЯ.

Несмотря на очевидные преимущества, тест на
МЯ имеет ряд недостатков. Они прежде всего
связаны с низких спонтанным уровнем МЯ и его
вариабельностью. Спонтанный уровень МЯ мо�
жет варьировать у различных видов, в разные се�
зоны или под действием каких�либо внешних
факторов. Кроме того, существенными являются
физиологические (возраст, генеративное состоя�
ние или сезонные ритмы) и физико�химические
факторы (температура, содержание кислорода в
воде и др.) (Brunetti et al., 1988; 1992). 

Имеются данные о разном уровне спонтанной
частоты МЯ в различных органах и тканях. В не�
которых тканях, например печени и эритроцитах
рыб спонтанная частота МЯ, ниже, чем в пред�
почке (Bolognesi et al., 2006). Во многочисленных
исследованиях было показано, что спонтанная
частота МЯ существенно варьирует у различных
видов и групп животных (Ильинских и др., 1992;
Bolognesi, Hayashi, 2011; Grisolia et al., 2009; Melo
et al., 2013; Zuniga�Ganzalez et al., 2000). 

Известно, что на разных стадиях индивидуаль�
ного развития чувствительность организма к воз�
действию генотоксикантов меняется. С возрастом
возрастает частота хромосомных нарушений и, со�
ответственно, увеличивается частота МЯ (Ильин�
ских и др., 1992; Linde et al., 1998). Влияние сезона
на чувствительность различных видов была отме�
чена у гидробионтов (Bolognesi et al., 2004; Bolog�
nesi, Hayashi, 2011). Такие сезонные параметры
как соленость, температура, рН и доступность пи�
щи могут оказывать существенное влияние на по�
являение МЯ. Кроме того, физиологическое со�
стояние в различные сезоны года, так же как и ге�
неративное состояние отражается на частоте МЯ.
Так, было показано, что частота МЯ может разли�
чаться у самцов и самок (Ильинских и др., 1992).

Исследования в природе показали более высо�
кую изменчивость в частоте МЯ в диких популя�
циях, по сравнению с лабораторными животны�
ми. Авторы рассматривают несколько факторов,
объясняющих такую изменчивость, в том числе
цитотоксичность и адаптацию к загрязненной
окружающей среде, которая зависит от генетиче�
ской составляющей популяции. Так например,
высокая изменчивость и чувствительность были
обнаружены в гетерогенных диких популяциях
мидий (Bolognesi et al., 2004; Nigro et al., 2006). 

Кроме того, особенность метаболизма экоток�
сиканта также может оказывать влияние на обра�
зование МЯ. Микроядра образуются в процессе
деления клеток, поэтому они могут быть обнару�
жены в различное время после действия повре�
ждающего события, в зависимости от кинетики
клеточного цикла и механизма образования (Bo�
lognesi, Hayashi, 2011). Для самых разных групп
животных было показано, что виды обладают раз�
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ной чувствительностью к экотоксикантам. Так
например, чувствительность трех видов рыб евро�
пейских экосистем, кумжи (Salmo trutta, L.),
обыкновенного гольяна (Phoxinus phoxinus, L.) и
речного угря (Anguilla anguilla, L.) к трем наиболее
распространенным генотоксикантам, циклофос�
фамиду, колхицину и хлориду кадмия измеренная
с помощью теста на МЯ оказалась различной (Ro�
drigues�Cea et al., 2003). У кумжи наблюдали до�
стоверный рост МЯ под действием генотоксикан�
тов, в то время как у гольяна и угря его не было.
Таким образом, кумжа оказалась чувствительна к
трем генотоксикантам, а два других вида нет. Раз�
ница в чувствительности разных видов рыб была
подтверждена в природе, так частота МЯ у кумжи
была достоверно выше в более загрязненных во�
доемах, в то время как у гольяна и речного угря
этого не наблюдали. 

Таким образом, микроядреный тест является
простым и надежным методом для мониторинга со�
стояния природных популяций, однако необходи�
мо учитывать видовую, индивидуальную, физиоло�
гическую и сезонную изменчивость спонтанного
уровня МЯ. Кроме того, постоянное присутствие в
окружающей среде различных биотических и абио�
тических факторов затрудняет интерпретацию ре�
зультатов: использование батареи тестов, повтор�
ные измерения и длительный мониторинг могут
позволить снизить влияние изменчивости спонтан�
ного уровня МЯ и выявить эффекты, связанные с
загрязнением.

ХРОМОСОМНЫЕ АБЕРРАЦИИ, ГЕНОМНЫЕ 
МУТАЦИИ И СЕСТРИНСКИЕ 

ХРОМАТИДНЫЕ ОБМЕНЫ

Анализ хромосомных аберраций применяется
уже достаточно длительное время при изучении
воздействия на живые организмы различных фак�
торов окружающей среды (Бородкин, 1981; McBee
et al., 1987; Гилева и др., 1992; Гилева и др., 1993;
Крюков и др., 1995; Jena, Bhunya 1995; Глазко и др.,
1996; Елисеева и др., 1996; Husby et al., 1999; Yadav,
Trivedi, 2009).

Сущность метода состоит в учете нарушений
структуры отдельных хромосом. Типы хромосом�
ных аберраций и методы их анализа хорошо из�
вестны и достаточно полно описаны в разнооб�
разных учебных руководствах и обзорах (Захаров
и др. 1982; Мамаева, 2002; Mateuca et al., 2006;
Danford, 2012). Кроме того, часто при исследова�
нии генотоксичности тех или иных факторов учи�
тывают и геномные мутации к которым относят
анеуплоидию и полиплоидию. Также, особенно
на ранних стадиях онтогенеза или в отдельных
тканях вместе с истинными аберрациями хромо�
сом учитывают и разнообразные нарушения мито�
тического аппарата клетки, так называемый ана�
фазный метод (Печкуренков, 1977; Kocan et al.,

1982; Евгеньева, Фадеева, 1997, Pak et al., 2012;
Пак и др., 2013). Однако в настоящее время он
применяется достаточно редко.

Для получения препаратов хромосом использу�
ются интенсивно пролиферирующие ткани (кост�
ный мозг у амфибий и млекопитающих, фабрици�
ева сумка у птиц и предпочка у рыб), кроме того у
беспозвоночных, рыб и амфибий часто использу�
ют эмбриональные стадии (Cheung et al., 2006; Dix�
on et al., 1999, 2002). Для визуализации хромосом
используют, либо рутинное окрашивание, либо
дифференциальное окрашивание с предвари�
тельной предобработкой препаратов. Следует од�
нако отметить, что техники дифференциального
окрашивания применяются почти исключитель�
но для анализа хромосомных нарушений у чело�
века или для некоторых лабораторных объектов.
Для оценки частот аберраций хромосом у живот�
ных из природных популяций применяют обыч�
но только рутинное окрашивание хромосом, ме�
тоды дифференциального окрашивания исполь�
зуют редко (McBee, 1991).

Пожалуй, из всех вышеописанных методов, под�
счет хромосомных аберраций является наиболее
трудоемким и требующим высокой квалификации
оператора, даже при исследовании контрольных ла�
бораторных образцов высока межлабораторная ва�
риабельность получаемых результатов (Севанькаев
и др., 2013). Кроме того, ограничены возможности
автоматизации данного метода, кариотипирование
все же остается ручной процедурой, автоматизиро�
ваны только некоторые этапы кариотипирования,
например автоматический поиск метафаз. Но даже
в этом случае, необходимо участие оператора, осо�
бенно при работе с разнообразным исходным мате�
риалом. 

Достаточно неплохо он зарекомендовал себя и
при использовании в природных популяциях жи�
вотных (как например, при исследовании генети�
ческих последствий крупных ядерных аварий, или
интенсивного использования пестицидов в агро�
ценозах).

Следует также отметить, что разнообразные
факторы биологической природы могут являться
причиной возникновения аберрантных клеток.
Это могут быть инфекционные агенты (Илиин�
ских и др. 2005), возрастные изменения (Лильп,
1982; Nisitani et al., Krysanov, 1992), гормональные
и иммунологические нарушения, стресс (Скоро�
ва и др., 1986; Dmitriev et al., 1997). Поэтому при
анализе аберраций хромосом в природных попу�
ляциях в постнатальном онтогенезе необходимо
принимать во внимание, что не только какие�ли�
бо физико�химические факторы могут приводить
к возникновению аберрантных клеток, но важ�
ную роль может играть и функциональное состо�
яние исследуемого организма, а также эпидемио�
логическая ситуация. Поэтому в таких условиях
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необходимо увеличивать размер выборки для по�
лучения адекватных результатов. 

Анализ частот сестринских хроматидных
(СХО) обменов является еще более трудоемким
по сравнению с анализом частот аберрантных
клеток. В этом случае требуется предваритель�
ная инъекция 5�Бромдезоксиуридина (БДУ) для
получения дифференциального окрашивания
сестринских хроматид. Известно всего лишь не�
сколько работ на животных (в основном, рыбах),
где этот метод был применен для оценок мута�
генности вод из естественных водоемов или от�
дельных мутагенов в лабораторных условиях
(Kligerman,1979, 1980; Hooftman, 1981; Hooftman,
Vink, 1981; Gaag, Kerkhoff, 1985; Wrisberg, Gaag,
1992; Das, John, 1999; Alsuhaibani, 2010). Суть ме�
тода состоит в дифференциальном окрашивании
сестринских хроматид после предварительного
включения БДУ и подсчета СХО в метафазах. Дан�
ный метод обладает высокой чувствительностью,
однако для использования в природных популя�
циях практически не пригоден, поскольку требует�
ся предварительная обработка животных с БДУ.

Анализ аберраций хромосом и сестринских
хроматидных обменов высокочувствительные те�
сты для оценки влияния различного рода факто�
ров на геном. СХО в большей степени подходит
для оценки воздействия химических агентов. Од�
нако, по сравнению с другими тестами они более
трудоемкие, пригодны для ограниченного числа
объектов и практически не поддаются автомати�
зации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Являясь чувствительным тестом на наличие
или отсутствие общего генотоксического эффек�
та, метод ДНК�комет, однако, ничего не говорит
о специфичности выявляемых повреждений. Как
правило, в системе комплексной оценки геноток�
сических эффектов он используется в сочетании с
такими методами, как микроядерный тест или
анализ частот хромосомных аберраций в костном
мозге. В таблице рассмотрены основные преиму�
щества и недостатки рассмотренных в обзоре те�

Основные преимущества и недостатки рассмотренных тестов

Тест Преимущества Недостатки

ДНК�комет тест Возможность применять модификации ме�
тода для широкого спектра видов, органов, 
тканей.
Относительно невысокая стоимость и тру�
доемкость.
Высокая чувствительность.
Возможность выявлять различные эффекты 
(репарация, апоптоз и др.) и нарушения (од�
но�/двунитевые разрывы).
Возможность выполнять часть исследова�
ния в полевых условиях.
Comet Assay занимает промежуточное поло�
жение между молекулярными и цитогенети�
ческими методами

Необходимость подбирать специфиче�
ские условия для работы на различных 
тканях или с целью выявления тех или 
иных эффектов (апоптоз, окислительный 
стресс и пр.).
Субъективность в оценке результатов в 
случае отсутствия автоматизированных 
систем обсчета параметров ДНК�комет. 
Регистрируются только потенциальные 
нарушения

Микроядерный тест Простота, надежность и невысокая стои�
мость. Возможность использовать любые 
пролиферирующие ткани. Легко выполнять 
в полевых условиях. Нет необходимости 
умерщвлять животных. Можно выявлять как 
кластогенные, так и анеугенные эффекты

Невысокая спонтанная частота. 
Большая видовая, индивидуальная, фи�
зиологическая и сезонная изменчивость. 
Необходимы большие выборки

Аберрации хромосом, 
мутации генома, сест�
ринские хроматидные 
обмены (СХО)

Высокая чувствительность, особенно при 
использовании методов дифференциально�
го окрашивания хромосом. 
Достаточная простота при выявлении ане�
уплоидных и полиплоидных клеток. Воз�
можность работы в полевых условиях и на 
разных стадиях онтогенеза

Невозможность автоматизации. 
Высокая трудоемкость.
Высокая стоимость, особенно при исполь�
зовании флуоресцентных методов анализа.
Субъективность в оценке результатов, 
как следствие квалификации оператора.
Трудности при работе с природными 
образцами (мелкие хромосомы у рыб 
и их большое число, невысокая митотиче�
ская активность и сезонная динамика).
Необходимость предварительной предоб�
работки в случае изучения СХО
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стов, используемых для оценки генетического го�
меостаза.

Наиболее существенные повреждения ДНК на
молекулярном уровне, эффективно детектируе�
мые методом ДНК�комет – разрывы, приводя�
щие к образованию хромосомных аберраций в
случае отсутствия или некорректного протекания
процессов репарации в клетке. Хромосомные
аберрации и потери могут привести к клеточной
гибели, что в свою очередь порождает развитие
патофизиологических состояний. Если разрывы
ДНК не репарировались, то в соматических клет�
ках возможно развитие канцерогенеза, а в случае
клеток генеративного ряда – влияние на фер�
тильность индивида и вероятность передачи на�
рушений потомству. Вместе с тем, необходимо от�
метить, что на ранних стадиях мейоза у самцов в
подобных клетках с достаточной вероятностью
блокируется деление и они не дают начала гаме�
там (Богданов, Коломиец, 2007). Наличие хромо�
сомных аберраций в период эмбриогенеза тесно
взаимосвязано со спонтанными абортами, гибе�
лью эмбрионов на разных стадиях и возникнове�
нием морфологических аномалий. 

Микроядерный тест также показывает нару�
шения, образовавшиеся в процессе клеточных де�
лений из фрагментов, возникших при разрыве
хромосом (кластогенный эффект) или отстающих
хромосом (анеугенный эффект) в зависимости от
исследуемого мутагена. Кроме того, более высо�
кая доля положительных результатов для микро�
ядерного теста может быть обусловлена геноток�
сическим и цитотоксическим эффектом мутаге�
нов одновременно, тогда как цитотоксичский
эффект в тесте ДНК�комет демонстрируется на�
личием так называемых “облаков” или “ежиков”
(клеток с отсутствующим или едва заметным ма�
леньким ядром); как правило, такие клетки ис�
ключаются из группы клеток, используемых для
получения результата, кроме случаев целенаправ�
ленного исследования апоптоза (Collins, 2004). 

Тем не менее, исследователи отмечают доволь�
но высокую взаимосвязь результатов исследова�
ний воздействия различных мутагенов на биоло�
гические объекты, полученных методами ДНК�
комет, оценкой частоты хромосомных аберраций
и микроядерным тестом (Shelby, Witt 1995; Hart�
mann et al., 2001, 2003). Различными комбинаци�
ями описываемых методик оценивались геноток�
сические эффекты пестицидов, промышленных
химикатов, а также применялись в биомонито�
ринговых исследованиях и ряде медицинских
приложений, например, при исследовании при�
чин нарушения сперматогенеза у мужчин разного
возраста. Показано, к примеру, что магнитное по�
ле с частотой 50 Гц не приводит к каким�либо ге�
нотоксическим эффектам, причем этот вывод
был получен сочетанием трех описываемыми ме�
тодик в сочетании с еще одним общепринятым

тестом – оценкой частоты сестринских хрома�
тидных обменов (Stronati et al., 2004). Однако от�
мечается более высокое согласие между методом
ДНК�комет и хромосомных аберраций, чем меж�
ду методом ДНК�комет и микроядерным тестом
(Hartmann et al., 2001). В некоторых случаях соче�
тание двух методик (ДНК�кометы и микроядер�
ный тест) дает положительный результат для од�
ного теста и отрицательный для второго, что яв�
ляется следствием того, что для проведения теста
ДНК�комет стадия клеточного цикла, на которой
формируется нарушение, не является таким
определяющим фактором, как для микроядерно�
го теста. Как правило, в целом исследователями
отмечается более высокая (или, по крайней мере,
не меньшая) чувствительность метода ДНК�ко�
мет по сравнению с общепринятыми цитогенети�
ческими методами. 

Однако из�за некоторых ограничений и неод�
нозначных трактовок результатов, полученных ме�
тодом ДНК�комет, для получения выводов при�
знается необходимость сочетания генотоксиче�
ских и экотоксикологических подходов. 

Рассмотренные выше достоинства и недостат�
ки методов применяемых для оценки генетиче�
ского гомеостаза показывают, что применение
только одного из них не позволяет получить адек�
ватной оценки состояния организма. Поэтому, на
наш взгляд необходимым является применение
как минимум двух из вышеприведенных методов,
а в идеале всех возможных.
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Abstract—Modern methods of genetic homeostasis assessment in animals are described in the present arti�
cle. The single gel�electrophoresis test (Comet Assay), micronuclei test, chromosome aberration frequency,
and sister chromatid exchanges are reviewed in detail. The questions of test�sensitivity of given methods and
principles or their application for genetic homeostasis assessment in wild populations of animals are consid�
ered.
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