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Изучали влияние хемосигналов 
мочи самцов домашней кошки 
(Felis catus L.)  на стабильность 
генома клеток костного мозга и 
уровень кортикостерона в плаз-
ме крови у мышей-реципиентов 
(Mus musculus L.). Показано, 
что двухчасовое предоставление 
летучих хемосигналов приводит 
к увеличению частоты клеток кост-
ного мозга с поврежденной ДНк, 
а 24-часовая экспозиция с хемо-
сигналами приводит к увеличению 
частоты хромосомных аберраций 
в этих клетках. таким образом, 
в работе впервые продемонстри-
рован эффект индукции геномной 
нестабильности в клетках костного 
мозга домовой мыши хемосигна-
лами хищника. При этом ни через 
30, ни через 60 минут после начала 
воздействия хемосигналами мочи 
кошек не выявлено увеличения 
уровня кортикостерона в плазме 
крови. обсуждаются физиологи-
ческие факторы, способствующие 
накоплению повреждений ДНк 
в клетках костного мозга, а также 
отдаленные последствия действия 
этих хемосигналов на стабильность 
генома.
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ГенетичеСКие оСновы 
эволюции эКоСиСтем

ВВЕДЕНИЕ

Взаимодействие «хищник —  жертва» является классической моде-
лью для изучения врожденных поведенческих и физиологических реакций 
у животных [1, 2]. В процессе длительного сосуществования и генетиче-
ской ко эволюции у видов-«жертв» в ходе эволюции развивается целый ряд 
защитных механизмов, включающих системы распознавания хищников, 
и специализированное поведение избегания и защиты [3, 4]. У грызунов од-
ним из главных механизмов распознавания хищников является обоняние. 
В частности, хемосигналы хищников вызывают врожденную реакцию избе-
гания у крыс, мышей и полевок [5]. Кроме того, показано, что моча домаш-
ней кошки может вызывать изменения уровня различных гормонов в плазме 
крови [6–8] и увеличение частоты генетических нарушений в мейотически 
делящихся клетках грызунов [9]. Ранее было показано, что индуцировать 
дестабилизацию генома могут даже внутривидовые хемосигналы. Напри-
мер, стресс-феромон —  2,5-диметилпиразин, выделяемый самками мышей 
в условиях переуплотненного содержания [10], увеличивает частоту хро-
мосомных аберраций в клетках костного мозга и семенников самцов-реци-
пиентов своего вида [11, 12].

Можно полагать, что некоторые межвидовые хемосигналы (особенно 
хищников) оказывают более сильное стрессорное действие на организм по-
тенциальной «жертвы». Тем не менее влияние таких факторов на стабиль-
ность генома соматических клеток, как и пути их действия на животных-ре-
ципиентов, остаются неизученными.

Целью данной работы было изучение влияния хемосигналов мочи самцов 
домашней кошки на стабильность генома клеток костного мозга и уровень 
кортикостерона в плазме крови самцов мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании были использованы самцы высокоинбредной линии 
СВА, полученные из питомника Рапполово и из Центра генетических ресур-
сов ФИЦ ИЦиГ СО РАН в возрасте от 2 до 4 месяцев. После группировки 
(по 5–6 животных в группе) и десятидневной адаптации к условиям содержа-
ния в виварии биологического факультета СПбГУ или Центра генетических 
ресурсов ФИЦ ИЦиГ СО РАН было проведено два эксперимента по выявле-
нию физиологических и генетических эффектов хемосигналов мочи кошки.

ольфакторное воздействие
Действующим фактором служили летучие хемосигналы мочи самцов до-

машней кошки (Felis catus) (в дальнейшем сокращенно —  МК (моча котов)). 
Донорами мочи служили два половозрелых беспородных самца в возрасте 
полутора лет, диета которых включала мясные продукты. Сразу после сбора 
мочи ее замораживали и хранили до использования не более двух месяцев 
при температуре –20 °С.
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Для воздействия МК на решетках клеток с мышами 
с внешней стороны размещалась перфорированная кап-
сула с фильтровальной бумагой, содержащей 100 мкл 
смеси мочи обоих котов, разбавленной 400 мкл дистил-
лированной воды. В качестве контроля использовали 
капсулу с дистиллированной водой. Прямой контакт 
с веществом исключался. Таким образом, воздействие 
осуществлялось только летучими веществами.

эксперимент 1. изучение влияния мочи котов 
на стабильность генома клеток костного мозга

Для анализа стабильности генома после запахового 
воздействия хемосигналами мочи кошки было сформи-
ровано четыре экспериментальные группы по пять мы-
шей в каждой. Особей первой и второй групп подверга-
ли 2- и 24-часовому воздействию МК. Животным двух 
соответствующих контрольных групп предоставляли 
дистиллированную воду. Для проверки работоспособно-
сти теста ДНК-комет еще двум мышам за 6 часов до взя-
тия костного мозга была сделана инъекция акриламида 
(100 мг/кг), что, по литературным данным, приводит 
к возникновению повреждений ДНК [13].

Сразу после завершения экспозиции с хемосигнала-
ми мышей забивали методом цервикальной дислокации, 
из бедренных костей извлекали костный мозг, исполь-
зуемый в дальнейшем для приготовления препаратов 
ДНК-комет и давленых препаратов для ана-телофазного 
анализа (только для мышей, подвергнутых 24-часовому 
воздействию).

эксперимент 2. изучение влияния мочи котов 
на уровень кортикостерона в крови

Животных рассаживали поодиночке и через два дня 
подвергали воздействию МК. Для каждого варианта воз-
действия (30- и 60-минутного) использовали по шесть 
самцов. На решетки клеток с контрольными животными 
(по шесть мышей на вариант) помещали капсулы с ди-
стиллированной водой на аналогичные промежутки вре-
мени. После завершения экспозиции мышей забивали 
методом декапитации и собирали по 0,3 мл крови, ко-
торую сразу же центрифугировали при 10 000 оборотах 
в минуту в течение 10 минут при 4 °С. Полученную плаз-
му замораживали при температуре –70 °С и хранили для 
последующего анализа уровня кортикостерона.

Кометный электрофорез
Для оценки поврежденности генома клеток костно-

го мозга проводили щелочной кометный электрофорез 
по стандартной методике с небольшими модификаци-
ями [14]. Образцы костного мозга помещали в 3 мл 
фосфатно-солевого буфера (ФСБ), не содержащего 
Ca2+ и Mg2+, и суспензировали. Концентрацию кле-
ток в образце определяли при помощи камеры Горяева 
и доводили до конечной концентрации 2–3 × 105 клеток 
в 1 мл. Далее 150 мкл разбавленной суспензии вноси-

ли в пробирки с 150 мкл 1,5 % раствора легкоплавкой 
агарозы (Type VII, Sigma-Aldrich) в ФСБ, подогретым 
до 38 °C (CH-100, BioSan), и ресуспензировали.

Из каждого образца костного мозга готовили два ми-
кропрепарата. С этой целью 300 мкл суспензии клеток 
в агарозе наносили на два предметных стекла (по 150 мкл), 
предварительно покрытых 1 % раствором универсальной 
агарозы, накрывали покровным стеклом и выдержива-
ли 10 минут при температуре 4 °C. Далее все операции 
проводили при зеленом свете. После затвердевания ага-
розы покровные стекла осторожно удаляли, на микропре-
параты наносили 150 мл лизирующего раствора (10 мM 
Tris-HCl (pH = 10), 2,5 M NaCl, 100 мM EDTA-Na2, 1 % 
TritonX-100), предварительно охлажденного до Т = 4 °С. 
Далее каждый микропрепарат накрывали полоской гер-
метизирующей пленки (Parafilm) и инкубировали 1 час. 
Затем микропрепараты переносили в охлажденную 
до 4 °C камеру для электрофореза (CSL-COM10, Cleaver 
Scientific) с электрофоретическим буфером (300 мM 
NaOH, 1 мM EDTA-Na2 (pH > 13)) и инкубировали в те-
чение 20 минут, после чего проводили электрофорез в те-
чение 20 минут при напряженности поля 1 В/см и силе 
тока ~300 мА. По окончании электрофореза микропре-
параты отмывали в течение 5 мин в ФСБ и фиксировали 
в течение 15 минут в 70 % растворе этилового спирта.

После фиксации микропрепараты высушивали и хра-
нили до анализа при комнатной температуре. Непосред-
ственно перед микроскопированием препараты окра-
шивали флуоресцирующим красителем SYBR Green I 
(1 : 2000 в дистиллированной воде) в течение 20 минут 
в темноте. Цифровые изображения с микропрепаратов 
получали при увеличении ×200 на флуоресцентном ми-
кроскопе Axio Scope.A1 (Zeiss), совмещенном с высоко-
чувствительной цифровой камерой (QImaging, QI Click). 
С полученных на каждый микропрепарат 20–30 изобра-
жений в программе Comet ScoreTM анализировали не ме-
нее 100 ДНК-комет. В качестве показателя поврежден-
ности ДНК использовали процентное содержание ДНК 
в хвосте комет. В случае если хвост кометы содержал бо-
лее 5 % ДНК, то комету считали маркером повреждения 
ДНК исходной клетки. Ядро считали слабоповрежден-
ным при содержании ДНК в хвосте кометы от 5 до 20 %. 
Если же содержание ДНК в хвосте кометы превышало 
20 %, ядро считали сильно поврежденным.

Анализ хромосомных аберраций
Для цитогенетической оценки влияния эксперимен-

тальных воздействий в делящихся клетках использовали 
ана-телофазный метод анализа нарушений митоза [11]. 
После извлечения костный мозг помещали в фиксатор 
Кларка (3 части 96 % этилового спирта к 1 части ле-
дяной уксусной кислоты) и хранили до исследования. 
Для дальнейшего изучения костный мозг окрашивали 
2 % раствором ацетоорсеина (Sigma-Aldrich) и готови-
ли давленые препараты по стандартной методике [15]. 
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К нарушениям относили мосты, фрагменты и отставшие 
хромосомы. При наличии в клетке двух и более повре-
ждений ее относили к классу «множественные наруше-
ния» [11]. Учитывали не менее 200 делений на стадии 
анафазы —  телофазы на животное.

оценка уровня кортикостерона
После разморозки образцы плазмы крови анализиро-

вали на содержание кортикостерона с помощью коммер-
ческого набора для ИФА-анализа (Mouse Corticosterone 
ELISA Kit, Cusabio), следуя всем инструкциям произ-
водителей. Для определения оптической плотности ис-
пользовали планшетный спектрофотометр (Bio-Rad).

Статистический анализ
В обоих экспериментах весь собранный материал 

был закодирован для непредвзятого получения первич-
ных данных.

Статистическую обработку начинали с расшифров-
ки первичных данных и их проверки на гомогенность 
и нормальность распределения анализируемых показа-
телей [16]. Если распределение данных хотя бы одной 
группы было ненормальным, для оценки достоверности 
межгрупповых различий использовали критерий Ман-
на – Уитни. В случае нормального распределения вну-
тригрупповых данных достоверность различий оценива-
ли с помощью t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка поврежденности ДНК клеток костного мозга 
самцов мышей линии СВА в обеих контрольных груп-
пах, выполненная методом ДНК-комет, показала, что 
данные гомогенны как внутри, так и между группами. 
Это позволило объединить все индивидуальные данные 
по всем животным в одну общую группу —  «Контроль» 
(рис. 1, а; К). Общая частота поврежденных ядер у жи-
вотных «Контроля» составила 15 %.

Двухчасовое воздействие летучими хемосигнала-
ми  МК повышало частоту поврежденных ядер до 25 %. 
При этом внутрибрюшинное введение акриламида (по-
зитивный контроль) повышало частоту поврежденных 
ядер в клетках костного мозга самцов мышей до 71 %. 
После 24-часового воздействия МК достоверный эф-
фект выявлен не был.

Раздельный анализ изменений частоты слабо- 
и сильно поврежденных ядер выявил достоверное уве-
личение обоих типов поврежденных ядер у мышей после 
воздействия мочой котов в течение 2 часов (рис. 1, b, c). 
При 24-часовом воздействии МК достоверных отличий 
от контроля не обнаружено.

Параллельно с кометным электрофорезом у мышей, 
подвергнутых 24-часовому воздействию МК, был прове-
ден анализ генетических повреждений на хромосомном 
уровне (рис. 2). Оценка частоты хромосомных аберраций 

a b c

Рис. 1. Общая частота поврежденных ядер с содержанием ДНК в хвосте  кометы > 5 % (а), частоты слабо- (b) и сильноповре-
жденных (c) ядер клеток костного мозга с содержанием ДНК в хвосте комет 5–20 % и >20 % соответственно у самцов 
мышей линии СВА после воздействия мочой котов. Варианты воздействия: C — контроль; CU2 и CU24 — 2- и 24-часо-
вое воздействие мочой котов соответственно; АА — инъекция акриламида. Приведены значения медиан, границ первого 
и третьего квартилей, минимальное и максимальное значения, скобками сверху указаны достоверно отличающиеся вари-
анты (критерий Манна — Уитни)

fig. 1. (a) The total frequency of damaged cells in bone marrow of mouse CBA males with percentage of DNA in the comet tail >5%. 
(b) The frequency of “slightly damaged” cells with percentage of DNA in the comet tail 5-20%. (c) The frequency of “highly 
damaged” cells with percentage of DNA in the comet tail >20%. Variants of treatment: CU2 and CU24 – olfactory exposure 
with cat urine for 2 and 24 hours; C – control olfactory exposure with water; AA – acrylamide injection. The median, first and 
third quartiles, the minimum and the maximum values are shown (comparisons by Mann-Whitney test) 
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ана-телофазным методом показала, что животные вну-
три групп гомогенны по анализируемому показателю, а 
полученные данные распределены нормально.  

Показано, что общая частота учитываемых типов ми-
тотических нарушений у самцов, подвергнутых 24-часо-
вому воздействию МК, составила 4,5%, что достоверно 
выше (в 1,6 раза), чем у животных контрольной группы 
(t-критерий Стьюдента, p = 0,0014).

Анализ уровня кортикостерона в плазме крови мы-
шей обеих контрольных групп при крайне высокой ге-
терогенности индивидуальных показателей не выявил 
достоверных межгрупповых различий, поэтому данные 
были объединены (рис. 3; К). При этом не было выяв-
лено достоверного изменения концентрации кортикосте-
рона в плазме ни после 30, ни после 60 минут воздейст-
вия МК.

ОБСУЖДЕНИЕ

На сегодняшний день проведено большое количест-
во исследований влияния хемосигналов кошек на пове-
дение грызунов, которые в целом демонстрируют ярко 
аверсивное врожденное поведение вида — «жертвы» 
[17–20]. При сравнительном анализе эффекта различ-
ных запахов хищника на домовую мышь выявлен бо-
лее выраженный ответ мышей на хемосигналы кошки 
по сравнению, например, с запахом змеи [21], крысы [22] 
и лисьим феромоном триметил-тиазолином (ТМТ) в ес-
тественной концентрации [23].

Помимо поведенческих эффектов исследователи из-
учают рецепцию хемосигналов кошки с последующей 
активацией различных отделов головного мозга у мы-
шей-реципиентов [24]. В частности, показана активация 
областей гипоталамуса, ответственных за распознава-
ние опасности [21].

Результаты наших экспериментов демонстрируют 
существование нового эффекта —  индукции геномной 
нестабильности у самцов-реципиентов домовой мыши 
при кратковременной (двухчасовой) экспозиции с МК. 
Так, в клетках костного мозга выявлено повышение ча-
стоты как слабо поврежденных (содержание ДНК в хво-
сте кометы от 5 до 20 %), так и сильно поврежденных 
(содержание ДНК в хвосте кометы больше 20 %) ядер. 
При этом общая доля клеток с поврежденной ДНК до-
стигает 25 %, что говорит о силе наблюдаемого эффек-
та —  повреждения выявлены в каждой четвертой клетке 
костного мозга.

Сила 2-часового воздействия МК, опосредованного 
центральной нервной системой (ЦНС) животного-реци-
пиента, оказывается значительно слабее влияния хими-
ческого мутагена —  акриламида. 

После 24-часового воздействия МК достоверного 
отличия от контрольной группы методом ДНК-комет 
не выявлено. Это может говорить либо о привыкании 
мыши к длительному действию запахового сигнала, 

Рис. 2. Общая частота хромосомных аберраций (Mean ± 
± 95 % SD) в делящихся клетках костного мозга самцов 
мышей линии СВА после 24-часового воздействия лету-
чими хемосигналами мочи котов. C — контроль (вода); 
CU 24 — 24-часовое воздействие мочой котов; для вы-
явления различий использовался t-критерий; N — число 
животных в группе

fig. 2. Total frequency of chromosome aberrations (Mean ± 
± 95%SD) in dividing bone marrow cells of mouse CBA 
males after 24 hour treatment by volatile cat urine chemo-
signals. C – control treatment with water, CU24 – 24 hour 
exposure with cat urine volatile chemosignals, N – number of 
animals in group (comparisons by t-test)

Рис. 3. Уровень кортикостерона в плазме крови самцов мышей 
линии СВА после воздействия хемосигналами мочи ко-
тов. C — контроль; CU30 и CU60 — 30 и 60-минутное 
воздействие хемосигналами мочи котов, соответствен-
но. Для каждого варианта отмечены медианы, границы 
первого и третьего квартилей, минимальное и макси-
мальное значения (критерий Манна – Уитни, p > 0,1)

fig. 3. The level of whole plasma corticosterone in mouse CBA 
males after treatment by volatile compounds of cat urine. 
C – control; CU30 and CU60 – 30 and 60 minutes ex-
posure with cat urine volatile chemosignals respectively. 
The median, first and third quartiles, the minimum and the 
maximum values are shown (Mann-Whitney test, p > 0,1)
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либо о наличии первичного всплеска геномных наруше-
ний в ответ на появление МК с дальнейшей репарацией 
этих повреждений. О стрессорной природе хемоком-
муникационного воздействия и о роли репарационных 
механизмов в формировании ответной реакции на МК 
может говорить схожий эксперимент, в ходе которого 
мышей подвергали действию динамического стрессора 
(пятиминутное плавание в холодной воде). Это привело 
к повышению уровня двунитевых разрывов ДНК в кар-
диомиоцитах через час после воздействия и полному вос-
становлению уровня повреждений до контрольного через 
24 часа [25].

Тем не менее после 24-часового воздействия МК 
было обнаружено достоверное увеличение количества 
хромосомных аберраций в делящихся клетках костного 
мозга по сравнению с контролем. Хромосомные абер-
рации (мосты и фрагменты), наблюдаемые в анафазе 
или телофазе, являются результатом неправильной ре-
парации повреждений ДНК на стадии интерфазы и/или 
ошибок репликации [26]. То есть повреждающее собы-
тие, приводяшее к формированию аберрации, происхо-
дит задолго до его реализации на уровне митотической 
хромосомы. Учитывая среднюю продолжительность 
клеточного цикла, составляющую 23–24 часа для кле-
ток костного мозга мыши [27], можно предположить, 
что наблюдаемое увеличение частоты хромосомных 
аберраций является следствием повреждений ДНК, 
часть из которых выявляется методом ДНК-комет уже 
через 2 часа после начала воздействия МК на самцов 
мышей.

Повреждения ДНК, выявляемые при анализе комет 
через 2 часа после начала предоставления МК, индуци-
рованы какими-то внутриорганизменными триггерами 
нейроэндокринной природы, не только участвующими 
в передаче хемокоммуникационного сигнала в ЦНС, 
но и способными передавать команды ЦНС периферий-
ным органам-мишеням, в том числе клеткам костного 
мозга. Известно, что, с одной стороны, при действии 
хемосигналов кошек в некоторых исследованиях наблю-
дали увеличение уровня кортикостерона в плазме крови 
мышей [8, 28, 29]. С другой стороны, 30-минутная экспо-
зиция клеток фибробластов мышей Т3Т с кортикостеро-
ном приводила к увеличению повреждений ДНК [30].

Анализ уровня кортикостерона плазмы крови, про-
веденный в нашем исследовании, не выявил достовер-
ных отличий от контроля ни через 30, ни через 60 минут 
после начала воздействия летучими хемосигналами МК. 
Отсутствие повышения концентрации кортикостеро-
на в плазме крови мышей при действии запаха котов 
наблюдали и в других исследованиях [31, 32]. Одной 
из возможных причин, мешающих обнаружить выброс 
кортикостерона, может быть слишком большой про-
межуток времени от начала воздействия до забора 
материала. В большинстве исследований, в которых 
в ответ на хемосигналы кошки обнаруживали повы-

шение уровня кортикостерона, забор крови проводи-
ли в пределах первых 20 минут от начала воздействия 
[7, 28, 33], а не через 30, как в нашем случае. В нашем 
случае можно предположить, что либо кортикостерон 
уже в течение первых минут после начала воздействия 
МК запускает цепь реакций, ведущих к последующей 
дестабилизации генома клеток костного мозга, либо он 
не является ключевым фактором индукции геномной 
нестабильности при действии МК. Другими гормона-
ми-кандидатами на роль индукторов поврежденности 
генома могут являться катехоламины: норадреналин 
и адреналин. В частности, для адреналина показана роль 
в формировании двунитевых разрывов ДНК у мышей 
при хроническом стрессе [34, 35]. Также известно, что 
феромональный стресс у мышей приводит к исчезнове-
нию норадреналина из нервных окончаний сосудистых 
слизистой оболочке носа и сосудистой оболочке семен-
ников [36], что сопровождается последующим увеличе-
нием уровня хромосомных аберраций в клетках костно-
го мозга и семенников [37].

Усиление мутагенеза в соматических клетках, в част-
ности в клетках костного мозга, может приводить 
к снижению жизнеспособности особи. Известно, что 
повреждения ДНК могут индуцировать опухолеобразо-
вание [38] и способствуют старению [39]. Кроме того, 
геномный стресс в клетках костного мозга может при-
водить к снижению гематопоэтической и иммунной фун-
кций [40]. Выявленное здесь дестабилизирующее влия-
ние запаха хищника (кошки) на генетический материал 
в клетках костного мозга животного-жертвы (мыши) 
демонстрирует, на наш взгляд, существование специфи-
ческого эволюционно сложившегося механизма реакции 
на «хищника». Иммуносупрессия и другие, не исследо-
ванные пока нейрогормональные эффекты МК у мышей 
могут, с одной стороны, вести к снижению их жизнеспо-
собности, с другой —  подобные хемосигналы являют-
ся дополнительным селекционным фактором, способ-
ствующим отбору на оптимальную стрессоустойчивость 
особей.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
16-04-00678. Приобретение лабораторных живот-
ных и использование инструментальных ресурсов 
было обеспечено средствами государственного зада-
ния по проекту № 0324-2015-0004 и гранта Прези-
дента РФ НШ-9513.2016.4.
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PrEdAtOr OdOr INduCES  
GENOME INStABILItY IN thE MOuSE  
BONE MArrOW CELLS 

T.S. Glinin, P.A. Starshova, V.A. Shubina, 
M.V. Anisimova, A.A. Bondarenko, M.P. Moshkin, 
E.V. Daev

For citation: Ecological genetics. 2017;15(1):4-11

 ` SuMMArY: Background. Long coevolution of prey and predator 
species of mammals creates specific mechanisms of their interaction, 
e. g. prey’s innate behavior aversive to the predator odor. However, 
little is known about genetic responses in the prey organism. We 
 assessed genome instability of the bone marrow cells in mice 
 affected by the cat’s odor influence, and proposed pathway of such 
action.  Materials and methods. CBA mouse males were exposed 
to volatiles from adult cat urine for 2 or 24 hours. To estimate the 
genetic  effect, ana-telophase method of chromosome aberration 
analysis and comet assay were used. The level of corticosterone was 
also measured after the exposure for 30 or 60 minutes. Results. The 
exposure to cat’s urine volatiles for 2 hours induced damage of DNA 
in bone marrow cells of the mouse males as was shown by the DNA 
comet analysis. The exposure for 24 hours elevated the frequency of 
chromosome aberrations in mitotically dividing cells at ana-telophase 
stage. No significant changes were found in the level of corticosterone 
in the peripheral blood. Conclusion. We have shown that volatile 
chemosignals from predator’s urine induce genomic instability in 
bone marrow cells of a prey. The hormonal pathway of such influence 
is still unknown. Intraorganismic paths leading to genome damage are 
discussed as well as far consequences of discovered effects.

 ` KEYWOrdS: predator odor; genome instability; corticosterone; 
chromosome aberrations; comet DNA; bone marrow; Felis  catus; 
mouse.
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