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природы. Это могут быть резкие колебания темпе-
ратуры, кислотности, популяционный стресс, ви-
русные инфекции, паразитарные инвазии, гормо-
нальные нарушения и пр. Кроме того, известно, что 
в процессе онтогенеза может изменяться частота ци-
тогенетических нарушений, например, аберраций 
хромосом (Krysanov, 1992).

В связи с этим, при выполнении цитогенети-
ческих исследований в  природных популяциях 
необходимо работать с большими выборками, вы-
ровненными хотя бы по половому и возрастному 
составу. В дальнейшем это будет способствовать 
корректному статистическому анализу.

Кроме того, следует по возможности применять 
методы, исключающие травматические послед-
ствия для животных.

ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ

На первоначальном этапе исследования, как 
нам представляется, необходимо выполнять пред-
варительный скрининг на отобранных для иссле-
дования полигонах.

Кроме того, для более точной оценки воздей-
ствия антропогенных факторов на природные био-
логические объекты необходимо провести анализ 
воздействия этих же факторов используя лабора-
торных животных. Это могут быть, например, про-
бы воды или водные вытяжки с исследуемых тер-
риторий, а также инкубация подопытных живот-
ных на исследуемых полигонах.

ВВЕДЕНИЕ

К цитогенетическим методам, которые в насто-
ящее время применяются при анализе воздействия 
различного рода антропогенных факторов (радиа-
ция, экотоксиканты и др.) можно отнести следую-
щие цитогенетические характеристики: аберрации 
хромосом, сестринские хроматидные обмены, ми-
кроядра, ДНК-комет, нарушения мейоза.

В силу разнообразных причин, о которых под-
робнее будет сказано ниже, к  наиболее распро-
страненным следует отнести только два из выше-
приведенных, а именно анализ частот микроядер 
и ДНК-комет тест.

В последнее время именно эти методы получи-
ли наибольшее распространение в силу их доста-
точной методической простоты и возможностью 
автоматизации.

Следует также отметить, что работ, в которых 
применяются цитогенетические методы при ана-
лизе воздействия антропогенных факторов на при-
родные популяции не так много. В первую очередь 
это связано с комплексным воздействием разноо-
бразных по природе факторов на геном. В подавля-
ющем числе работ использовали анализ микроядер 
и/или ДНК-комет тест.

При анализе цитогенетических нарушений в при-
родных популяциях следует учитывать, что вызывать 
их могут не только присутствующие в окружающей 
среде экотоксиканты, например, повышенный ра-
диационный фон, но и разнообразные естествен-
ные факторы, как абиотической, так и биотической 
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или иной степени, а также подчеркивают необходи-
мость наработки исторических контролей и уровней 
фонового воздействия различных природных гено-
токсикантов, по сравнению с оценкой антропоген-
ного воздействия (Jha et al., 2004).

Одним из  важнейших этапов оценки рисков 
методом ДНК-комет является выбор видов и ор-
гана-мишени. Несмотря на  наличие исследова-
ний на амфибиях, морских млекопитающих, ра-
кообразных (Lacaze et al., 2011), наиболее часто 
и  успешно применяемыми для рассматриваемо-
го метода объектами водой среды являются рыбы 
и моллюски. У рыб чаще всего исследуют печень, 
жабры, предпочку и периферические эритроциты; 
у моллюсков – гемолимфу, пищеварительные желе-
зы (гепатопанкреас) и клетки жабр. Исследование 
генотоксического эффекта проб воды (р. Велика 
Морава), где было зафиксировано повышенное со-
держание цинка, меди, никеля и кадмия, на прес-
новодном моллюске (Sinanodonta woodiana) под-
твердило не только его высокую чувствительность, 
как тест-объекта, но и возможность исследовать 
процесс репарации ДНК (Kolarević et al., 2013); уро-
вень повреждений ДНК положительно коррелиро-
вал с концентрациями металлов. Пищеварительные 
железы участвуют в трансформации ксенобиотиков 
и вследствие этого являются прямым органом-ми-
шенью для ДНК-повреждающих агентов. Клетки 
жабр – компоненты органов фильтрации, оказы-
ваются первым барьером на пути потенциальных 
загрязняющих агентов и представляют интерес для 
оценки рисков методом ДНК-комет. Однако, при 
использовании тканей необходимо проводить ли-
зис для клеточной диссоциации, а этот этап сам по 
себе сопряжен с риском индуцирования поврежде-
ний ДНК. Таким образом, для каждого индикатор-
ного вида и органа-мишени необходимо проводить 
стандартизацию протокола и оценивать базовые 
уровни повреждений ДНК (Bolognesi et al., 2014; 
Frenzilli et al., 2009).

Для получения более точных результатов и до-
полнения картины исследования метод ДНК-комет 
применяют в сочетании с другими общеприняты-
ми цитогенетическими и  молекулярными мето-
дами – подсчетом частот микроядер, хромосом-
ных аберраций, вариациями метода ДНК-комет 
(Comet-FISH).

Так, например, в исследовании, посвященном 
оценке генотоксических эффектов тяжелых метал-
лов, присутствующих в водоеме на северо-востоке 
Бразилии, авторы применили группу тестов. Хими-
ческий анализ воды в различные сезоны на протя-
жении двух лет выявил повышенное содержание 
кадмия, свинца, цинка, меди и других металлов. 
Allium cepa-тест показал статистически значимо 
повышенный уровень хромосомных аберраций 
и  митотического индекса, а  метод ДНК-комет 

Основные цитогенетические методы применяе
мые при оценках состояния окружающей среды 
были нами описаны ранее (Ordzhonikidze  et  al., 
2015), там же рассмотрены их основные особенно-
сти. Поэтому здесь мы вкратце остановимся лишь 
на двух из них. Один из них посвящен анализу по-
вреждений ДНК (ДНК-комет), другой нарушениям 
в мейозе.

Метод ДНК-комет

Гель-электрофорез единичных клеток, или 
метод ДНК-комет, в  настоящее время является 
одним из  самых широко применяемых методов 
биомониторинга и  оценки рисков окружающей 
среды, включая водную среду, которая зачастую 
выступает конечным звеном в накоплении загряз-
няющих агентов антропогенной природы. Клетки, 
извлеченные из различных тканей в виде суспен-
зии, помещаются в  агарозный гель, лизируются 
и подвергаются электрофорезу. Фрагменты ДНК 
поврежденных клеток мигрируют под влиянием 
электрического поля, демонстрируя при микроско-
пической оценке большую или меньшую степень 
повреждения ДНК вследствие одно-/двунитевых 
разрывов ДНК. Таким образом, метод позволя-
ет оценить степень повреждения ДНК напрямую. 
Существует большое число модификаций данно-
го метода для оценки разных типов повреждений 
ДНК – щелочная и нейтральная; оценка апоптоза 
и окислительного стресса, репарации и т.д.

К числу преимуществ данного метода в  его 
применении для биоиндикации и оценки эколо-
гических рисков относят его воспроизводимость 
на большом спектре организмов (растения, мле-
копитающие, рыбы, ракообразные, моллюски, 
черви), доступность и, в ряде случаев с определен-
ными ограничениями, использования в полевых 
условиях. При этом отсутствует необходимость 
предварительного знания кариотипа или клеточ-
ного цикла.

Эко-генотоксикологические исследования окру
жающей среды определяют и ограничения примене-
ния метода ДНК-комет. В подобных исследованиях 
возникает большое количество дополнительных фак-
торов, которые необходимо принимать во внимание: 
наличие комплексного вклада физических, химиче-
ских и биологических факторов, вносящих вклад 
в генотоксический эффект в природных условиях; 
выявление таргетных видов и определение наибо-
лее чувствительных к воздействию генотоксикантов 
стадий жизненного цикла; индивидуальная изменчи-
вость и генетическая восприимчивость и т.д. Поми-
мо таких факторов, как пол и возраст, вышеперечис-
ленные аспекты делают полевые исследования более 
сложными, по сравнению с лабораторными, когда 
большинство из них возможно контролировать в той 
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частота выявления транслокаций при анализе СК 
превышает частоту выявления транслокаций в диа
кинезе-метафазе в 1,8 раза. Современным методом 
изучения СК является иммунофлуоресцентный ана-
лиз с использованием антител к специфичным бел-
кам структурных компонентов СК, кинетохоров, 
хроматина, рекомбинации. Иммунофлуоресцент-
ный анализ кроме структурных нарушений хромосом 
способен выявить особенности мейотической реком-
бинации, поведения полового бивалента, процессов 
транскрипции, инактивации хроматина. Наиболее 
точных данных о динамике мейоза можно добиться, 
комбинируя эти методы (анализ диакинеза – мета-
фазы I, электронно-микроскопический и иммуно-
флуоресцентный анализы СК).

Метод анализа СК был применён при изуче-
нии репродуктивной системы мышей и крыс, под-
вергавшихся действию ионизирующих (ЧАЭС) 
и рентгеновских излучений, широкого спектра му-
тагенов и лекарственных препаратов (Allen et al., 
1988; Backer, 1990; Pina-Calva, 1997; Cusido et al., 
1995; Pujol et al., 1997; Богданов, Коломиец, 2007; 
Коломиец и др., 2013; Ловинская и др., 2016).

На ход мейоз могут оказывать воздействие не толь-
ко антропогенные, но и естественные биотические 
и абиотические факторы (температура, концентра-
ция определенных элементов, вирусные инфекции 
и пр.) (Andronic, 2012; Higgins et al., 2012; Si et al., 2015; 
Lambing et al., 2017), что необходимо учитывать при 
анализе.

В качестве природных объектов для оценки ци-
тогенетических показателей среди позвоночных 
можно рекомендовать представителей рыб, амфи-
бий и  мелких млекопитающих, широко распро-
страненных в регионе исследования. Для анализа 
аберраций хромосом наиболее пригодны виды, 
имеющие наименьшее число диплоидных хромо-
сом. В случае применения методов подсчета ми-
кроядер и ДНК-комет можно использовать любые 
широко распространенные в данном регионе виды 
животных. При анализе мейоза следует помнить, 
что в средних широтах он имеет сезонную выра-
женность (разные фазы мейоза могут быть доста-
точно тесно связаны с сезонами года). Для тропи-
ческих видов это не так существенно.

Среди приведенных выше методов наиболее 
доступным и простым в техническом отношении 
является метод подсчета микроядер. Для исследо-
вания микроядер могут быть использованы раз-
личные органы и ткани. Следует лишь учитывать, 
что они могут обладать разной чувствительностью 
к  экотоксикантам. Метод не  требует умерщвле-
ния животного и позволяет взять пробы от зна-
чительного количества экземпляров, что упро-
щает последующие статистические расчеты. Кро-
ме того, возможно использование видов разных 

повышенный уровень разрывов ДНК в эритроци-
тах нильской тиляпии, тогда как частота микроядер 
оставалась на уровне контроля (Barbosa et al., 2010).

Нарушения мейоза

Формирующиеся половые клетки высокочув-
ствительны к  действию факторов окружающей 
среды. Наиболее чувствительным этапом форми-
рования половых клеток является деление мейоза, 
на этапе которого могут проявляться как наруше-
ния, возникшие ранее в соматических клетках, так 
и нарушения, специфические для мейоза.

Косвенным методом оценки хода мейоза явля-
ется метод учёта доминантных леталей у млекопи-
тающих. Метод основан на оценке генетических 
изменений в гаметах подвергавшихся воздействию 
самцов по выживаемости эмбрионов в скрещива-
ниях с интактными самками. Считается, что доми-
нантные летали являются результатом численных 
и  структурных изменений хромосом в  гаметах, 
образованных в результате нарушенного мейоза 
(Абилев, Глазер, 2015). Для растений существует 
пыльцевой тест, который основан на учёте фер-
тильных и стерильных пыльцевых зёрен, и также 
даёт косвенную оценку хода мейоза в пыльниках 
подвергавшихся воздействию растений. Метод 
успешно применялся для анализа загрязнённых 
территорий (Гераськина, Сарапульцева, 2010).

Прямым методом изучения мейоза является 
классический метод учёта реципрокных трансло-
каций, который осуществляется в сперматоцитах 
I порядка на стадиях диакинеза-метафазы I. В слу-
чае наличия реципрокной транслокации на этих 
стадиях обнаруживается квадривалент, либо бо-
лее сложные мультивалентные ассоциации, если 
транслокаций две и более. Считается, что в спер-
матогониях (предшественниках сперматоцитов) 
при воздействиях могут возникать различные 
типы хромосомных перестроек, но многие из них 
элиминируются во время митотических делений и 
до профазы I мейоза доходят только те клетки, ко-
торые несут сбалансированные хромосомные пе-
рестройки (реципрокные транслокации) (Абилев, 
Глазер, 2015).

Наиболее точным методом выявления реципрок-
ных траслокаций в мейозе является электронно-
микроскопический анализ контрастированных 
азотнокислым серебром синаптонемных комлексов 
(СК) в профазе I мейоза. Благодаря большой чув-
ствительности ультраструктурного анализа, конфи-
гурации СК позволяют выявить не только мелкие 
транслокации, но и делеции, внутрихромосомные 
аберрации, ассоциации аутосом с половым бива-
лентом и другие нарушения, которые недоступны 
для анализа в диакинезе-метафазе I (Allen et al., 1988; 
Backer, 1990; Богданов, Коломиец, 2007). В среднем, 
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систематических групп, что повышает объектив-
ность оценки. Поэтому в качестве первоначаль-
ного сканирования выбранной территории мы 
предлагаем использовать именно его. Необходимо 
лишь учитывать, что чувствительность данного ме-
тода ниже, чем, например, ДНК комет-теста.

Лабораторные эксперименты необходимы при 
уточнении первоначальных данных, полученных 
при скрининге природных популяций. Они позво-
ляют использовать ряд методов, таких как комет-тест, 
анализ нарушений в мейозе, анализ аберраций хро-
мосом и сестринских хроматидных обменов, которые 
трудно применить в полевых исследованиях.

ЛАБОРАТОРНЫЙ ОБЪЕКТ

В качестве лабораторного объекта для исполь-
зования как тест-объекта для оценки генотоксич-
ности факторов окружающей среды целесообраз-
но использовать тропическую рыбу Nothobranchius 
rachovii. Данный вид имеет минимальное среди 
рыб и  общепринятых лабораторных животных 
диплоидное число достаточно крупных хромосом 
равное 16 (рис. 1). Достаточно прост в содержа-
нии и разведении в лабораторных условиях. Име-
ет короткий жизненный цикл (3–4 месяца после 
выклева из икры). Половозрелость наступает че-
рез месяц после выклева. В эмбриональном раз-
витии имеет диапаузу продолжительностью от 1 
до 3 месяцев. Кроме того, для кроветворного ор-
гана (пронефрос) отмечена высокая митотическая 
активность, что позволяет получить достаточное 
количество метафазных пластинок хорошего ка-
чества. Это особенно важно для анализа сестрин-
ских хроматидных обменов (рис.  2). Поскольку 
в мейозе наблюдаются всего 8 бивалентов, обра-
зованных крупными хромосомами (рис.  3 и  4), 
значительно упрощается оценка мейотических 
нарушений и повышается ее точность. Достаточ-
но прост учет хромосомных аберраций (рис.  5). 
Представителей рода Nothobranchius в настоящее 
время используют в  многочисленных биологи-
ческих исследованиях. Они достаточно хорошо 

Рис. 1.  Кариотип Nothobranchius rachovi (M  - ме-
тацентрические хромосомы, SM  – субметацен-
трические хромосомы, А  – акроцентрические 
хромосомы).

Рис. 2.  Сестринские хроматидные обмены у N. ra-
chovii (указаны стрелками).

Рис. 3.  Иммунофлуоресцентное выявление си-
наптонемных компклексов (СК) в сперматоцитах 
N. rachovii (норма) с помощью антител против белка 
SYCP3 (белый цвет): 8 СК-бивалентов на стадии па-
хитены. Хроматин окрашен DAPI (серый цвет).

Рис. 4.  Сперматоцит N. rachovii (норма) на стадии 
метафазы I: 8 бивалентов (4 бивалента с одной хиаз-
мой, 4 – с двумя хиазмами).

Рис. 5. А беррантная метафаза у N. rachovii.
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Practical aspects of the application of cytogenetic indicators during the analysis of the environmental state 
are considered in the article. Cytogenetic characteristics of the Nothobranchius rachovii fish species (proposed 
as a test object) are presented.
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