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часть 2. фактоРы сРеДы и инДивиДуальные 
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ЭкспеРиментов и цитоГенетическоГо анализа

стрЕсс И ЕГо сВязь с НЕстабИльНостью ГЕНома

По определению Г. Селье, стресс (синонимы — стресс-ответ, стресс-ре-
акция, общий адаптационный синдром) — это неспецифический ответ всего 
организма на любое воздействие — стрессор, влияние которого не обязатель-
но является опасным либо травмирующим для индивидуума [68, 11, 64]. Эта 
реакция — первая по времени от начала воздействия — проявляется на всех 
уровнях функционирования организма, в том числе — эмоциональном [18]. 

Анализ нестабильности генома у людей в разном эмоциональном состоянии 
показал, что как острый, так и хронический неадаптивный стресс индуцируют 
хромосомные аберрации и модифицируют чувствительность генома к мутаге-
нам различной природы [3, 4, 5, 30, 63, 27]. Понятно, что эффекты, выявлен-
ные в тесте на индукцию хромосомных аберраций, должны также проявляться 
и в микроядерном тесте, однако в доступной литературе нам не удалось найти 
описания подобных исследований, поэтому для иллюстрации в этом разделе 
будут приведены собственные данные.

Анализ связи между показателями нестабильности генома и выраженнос-
тью эмоционального стресса (табл. 8) проводили в группах детей 5–8 лет из 
Казахстана и  взрослых мужчин из разных городов России, имевших (либо нет) 
производственный контакт с высокотоксичными химическими соединениями  
(характеристика всех групп приведена в ч.1 этой статьи).  Для этого в каждом 
обследовании людей тестировали с помощью стандартных психологических 
тестов [4, 16] и по результатам этого тестирования подразделяли на 2 подгруп-
пы: «Норма» — люди, находившиеся в состоянии психологического комфорта 
и «Дезадаптация».  Статистический анализ ни в одном случае не выявил раз-
личий между соответствующими подгруппами по частоте двуядерных клеток с 
МЯ. В то же время у людей, находившихся в состоянии эмоциональной деза-
даптации, — по сравнению с подгруппой «Норма» — было отмечено увеличе-
ние пролиферативного пула (как спонтанно, так и при облучении клеток в дозе  
1,0 Гр). В культурах крови детей это сопровождалось почти двукратным по-
вышением частоты асимметрично делящихся 3-ядерных клеток, а для взрос-
лых подобная закономерность достоверно проявлялась только без облучения  
in vitro. Для нас важно, что эти наблюдения были сделаны на когортах разного 
пола и возраста, поскольку они доказывают, что  вне зависимости от особен-
ностей экспозиции,  наличия либо отсутствия дополнительных генотоксичес-
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ких воздействий на культуру клеток, эффекты стресса у 
человека  проявляются, кроме прочего, в особенностях 
пролиферации клеток в культуре, где при хронической 
эмоциональной  дезадаптации донора чаще возникают 
несимметрично делящиеся клетки (табл. 8). Кроме отме-
ченных различий, в культурах крови детей, находившихся 
в состоянии эмоциональной дезадаптации, были выше 
спонтанные частоты ускоренно делящихся клеток и мито-
тический индекс. Снижение частоты апоптоза было обна-
ружено во всех вариантах культивирования клеток крови 
детей, находящихся в состоянии эмоциональной дезадап-
тации, но не взрослых. 

И сразу возникает вопрос о существовании подобных 
эффектов в популяциях низкодифференцированных кле-
ток, поскольку тогда риск развития опухолей как у людей, 
долго живущих в состоянии эмоциональной дезадаптации 
(дистресса), так и у леченых с использованием их стволо-
вых клеток должен значительно возрастать. К сожалению, 
в литературе нет не только данных, но отсутствуют сведе-
ния о подобных исследованиях.

Для завершения этой темы хочется отметить два мо-
мента.

1. В крови обследованных нами детей из Казахстана 
были обнаружены полихлорированные бифенилы РСВ 
[34]. Важно, что содержание РСВ180  коррелировало 
по критерию Спирмена со спонтанной частотой 3-ядер-

ных клеток в культуре крови (к=0,49; р=0,028), а с час-
тотами 3-х и 4-ядерных клеток в однократно облученных  
культурах крови было связано содержание РСВ 153  
и РСВ 180 (к=0,58; р=0,015 и к=0,40; р=0,013, со-
ответственно). Кроме того, частота 3-х ядерных клеток 
в культурах крови, облученных в дозе 1,0 Гр, коррели-
ровала с содержанием DDE — канцерогенного мета-
болита ДДТ (к=0,34; р=0,0096). Интересно, что сте-
пень тревожности детей коррелировала с содержанием  
в плазме крови РСВ 153 (к=0,388; р=0,0020) и РСВ 180 
(к=0,34; р=0,03). Результаты биохимических анализов 
позволяют реконструировать картину развития эффек-
тов нестабильности и чувствительности генома обсле-
дованных детей во взаимосвязи со стрессом. Известно, 
что диоксиноподобные РСВ (а все обнаруженные в кро-
ви детей РСВ принадлежат к этой группе соединений), 
обладают гормоно-подобным действием, одной из ми-
шеней которого являются рецепторы эстрогенов [22]. 
Поэтому их присутствие в организме может вызывать 
гормональный дисбаланс, одним из проявлений и пос-
ледствий которого является эмоциональная дезадапта-
ция (повышенная тревожность, как один из способов ее 
проявления). Это означает, что начало цепи негативных 
изменений генома обследованных детей могло быть 
положено токсическими воздействиями, которые, по-
мимо прочих эффектов, усиливали эмоциональную де-

Выраженность 
стресса / 
Пролиферация 
и повреждения 
генома клеток  
в культуре  
(на 1000 клеток)

Дети (N = 78) Взрослые (N=60)

Спонтанный фон 
(М±m1)

1,0 Гр  
(М±m1)

Спонтанный фон 
(М±m1)

1,0 Гр  
(М±m1)

Норма Дезадап-
тация

Норма Дезадап- 
тация

Норма Дезадап- 
тация

Норма Дезадап- 
тация

Пролифера- 
тивный пул

612,7±69,8 681,4±48,8* 489,3±39,8 594,7±59,2* 361,5±44,6 460,9±53,4* 291,4±26,2 388,6±51,9*

Частота 3-ядер-
ных клеток 2)

33,5±7,6 51,4±11,8* 31,3±5,6 53,0±10,7* 8,9±3,9 13,2±6,3* 8,4±5,4 11,9±8,7

Частота 4-ядер-
ных клеток 2)

119,9±23,0 142,7±23,2 64,9±12,6 89,5±18,3 33,8±25,1 48,2±33,3 22,8±15,5 39,6±42,3

% ускоренно 
делящихся 
клеток среди 
делящихся

19,6±3,1 28,6±3,7* 19,6±2,4 24,0±2,9 12,6±3,2 13,8±5,0 12,7±17,4 14,1±32,7

Апоптоз 7,5±2,6 2,7±1,2* 7,7±3,0 3,9±2,8* 10,6±10,4 16,5±14,6 7,6±5,9 12,0±10,2

МИ 33,2±6,2 44,9±8,4* 42,3±19,8 48,4±9,1 27,0±8,6 25,6±8,7 18,3±5,6 22,7±8,2

Примечание: *) различия с группой «Норма» значимы, р # 0,05
                                           1) стандартная ошибка
                                           2) частоты, определяемые при анализе спектра делящихся клеток, (см.рис.1 в части 1 этой публикации)

Таблица 8
показатели пролиферации и повреждения генома клеток в культуре крови детей и взрослых, находящихся в различном 
эмоциональном состоянии 
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задаптацию, связанную с социальными причинами, что, 
создавая порочный круг, увеличивало нестабильность  
и повышало чувствительность генома. 

2. У мужчин, контактировавших с высокотоксичны-
ми химическими соединениями на производстве (и груп-
пы сравнения), содержание токсических соединений  
в крови не определяли, но психологическое тестиро-
вание показало, что степень выраженности стресса у 
них была значимо выше, чем в группе сравнения [3].  
То есть, как и у детей, степень эмоциональной дезадап-
тации коррелировала с экспозицией химическими со-
единениями. Это, однако, не позволяет сказать, что во 
всех случаях только химическое воздействие является 
индуктором состояния неадаптивного стресса у чело-
века. Так, контингентом, стандартно используемым для 
изучения эффектов стресса, являются родители детей-
инвалидов и больные шизофренией [30, 63].

Заключая этот раздел, хочется отметить, что сте-
пень эмоциональной адаптации может серьезно вли-
ять на стабильность и чувствительность генома чело-
века, причем эти эффекты проявляются, видимо, во 
всех цитогенетических исследованиях. Именно поэтому  
эмоциональное состояние людей следует обязательно 
учитывать при формировании групп для обследования. 
Понятно также, что важную, если не решающую, роль 
степень выраженности эмоционального стресса играет 
при подборе доноров для тестирования на генотоксич-
ность in vitro.

ЭффЕкты ГЕНЕтИчЕскоГо полИморфИзма 

В последние десятилетия началось активное изуче-
ние связи генетического полиморфизма с индивидуаль-
ной чувствительностью генома человека. В основном, 
эти исследования посвящены трем проблемам: 
1. полиморфизму генов, кодирующих ферменты деток-

сикации ксенобиотиков (для этого чаще всего изуча-
ются различные производства); 

2. полиморфизму онкогенов и генов предрасположен-
ности к развитию опухолей — часто одни и те же 
ферментные системы ответственны за оба эффекта 
[42];

3. изучению нестабильности генома у людей с наследст- 
венными заболеваниями. 
Как правило, подобные исследования связаны с изу-

чением эффектов таких генов, частоты полиморфизма 
которых высоки. Например, полиморфизм семейства 
генов глютатионсульфотрансфераз (GST) в разных по-
пуляциях может достигать 50% [23, 45].  

Приведем несколько примеров исследований, в ко-
торых применялся микроядерный тест на культуре лим-
фоцитов человека.

1. Guven et al. (2005) изучали нестабильность ге-
нома людей разного возраста — носителей нормаль-

ного аллеля гена глютатионсульфотрансферазы М1 
(GSTM1+) и гена с концевой делецией (GSTM1 0). 
Всего было обследовано 2 группы — 30 человек  
26–30 лет и столько же людей в возрасте 66–87 лет, 
причем в группах было равное количество добровольцев 
с каждым аллелем GSTM1. Для оценки индивидуаль-
ной чувствительности генома параллельные культуры 
от каждого донора в течение 48 часов обрабатывали  
30 мкМ гидроперекиси кумола (ГПК). Авторы не обнару-
жили различий в спонтанном уровне повреждений между 
молодыми и пожилыми людьми, однако частота ГПК-ин-
дуцированных микроядер в двуядерных клетках была зна-
чительно выше в культурах клеток пожилых людей. Связи 
частоты микроядер с генотипом выявлено не было.

Silva et al. (2004)  на культурах лимфоцитов 15 здоро-
вых некурящих доноров изучали эффекты гидрохинона 
(генотоксичный метаболит бензола, эффекты которого 
связывают с развитием миелопластического синдрома и 
острой миелогенной лейкемии). У добровольцев опре-
деляли аллельность генов детоксикации ксенобиотиков 
семейства GST — M1, T1 и P1, причем исследование 
проводили параллельно в нескольких тестах. Геноток-
сические эффекты гидрохинона были выявлены в куль-
туре лимфоцитов крови человека с ЦХВ и при оценке 
частоты сестринских хроматидных обменов (СХО)  
в культуре крови — люди с генотипом GSTM1(0) имели 
значимо большую гидрохинон-индуцированную частоту 
микроядер в двуядерных клетках по сравнению с носи-
телями нормального аллеля этого гена. В то же время 
спонтанные и гидрохинон-индуцированные частоты 
СХО с генотипом связаны не были. 

В культуре лимфоцитов крови полицейских Рима 
Leopardi et al. (2003) изучали связь генотоксических эф-
фектов автотранспорта с генотипом. Группы, сбаланси-
рованные по полу, возрасту и курению — 134 человека 
регулировщиков движения  и 58 служащих офисов, раз-
личались по экспозиции бензином — 9,5 и 3,8 мкг/м3, 
соответственно (присутствие других соединений в воз-
духе не анализировали). У всех обследованных опре-
деляли аллельность генов CYP1A1, CYP2E1, GSTM1, 
GSTT1 и DT-диафоразы. У людей с аллелем GSTM1(0) 
частота микроядер в двуядерных клетках была несколь-
ко ниже, чем у носителей нормального аллеля. В этой 
работе  также была выявлена связь повреждений ге-
нома с возрастом и полом доноров — более высокие 
уровни были отмечены у людей старшего возраста  
и женщин, но не были связаны с экспозицией бензи-
ном и курением. Для анализа связи индивидуальной 
чувствительности генома с полиморфизмом изученных 
генов параллельные культуры 44 регулировщиков и 32 
служащих офисов были в течение первых 16 часов куль-
тивирования экспонированы ингибитором репарации 
ДНК цитозин-арабинозидом. В этих культурах частота 
двуядерных клеток с микроядрами также не была связа-
на с экспозицией и курением, но была выше у женщин.  
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Сравнительный анализ связи генотипа с геноток-
сическими эффектами в лимфоцитах крови работниц 
обувных фабрик в Болгарии (32 и 20 человек в экспе-
риментальной  и контрольной группах, соответствен-
но) был проведен в исследовании Pitarque et al. (2002).  
Большая частота двуядерных клеток с микроядрами  
была обнаружена в экспериментальной группе у носи-
телей аллеля GSTM1(0) как у курящих, так и некуря-
щих, по сравнению с частотами у носителей нормально-
го аллеля в контрольной группе. У некурящих работниц 
с нормальным аллелем гена GSTM1 также было отме-
чено значимое повышение частоты двуядерных клеток  
с микроядрами по сравнению с контролем. Для аллелей 
гена GSTТ1 различий выявлено не было.

Отсутствие связи полиморфизма генов GSTM1, 
GSTT1 и GSTP1 с частотой микроядер в двуядерных 
клетках крови 6 здоровых доноров было показано при 
экспозиции 0,05–0,5 мкг/мл Thimerosal (консервант, 
часто используемый в фармацевтической промышлен-
ности для стабилизации вакцин) [76]. Отсутствие связи 
частоты микроядер в двуядерных клетках с полимор-
физмом генов  GSTM1, GSTP1, GSTT1 было также 
продемонстрировано у 30 пациентов с опухолями щи-
товидной железы [46]. Обследование проводили до и 
после терапии препаратами радиоактивного йода. В то 
же время, использование еще одного маркера предрас-
положенности к развитию опухоли — гена N-ацетил-
трансферазы (NAT) показало, что присутствие аллеля 
NAT2*7 было связано с небольшим, но значимым по-
вышением частоты микроядер. 

В собственных исследованиях мы изучали связь 
между показателями нестабильности генома в клетках 
крови мужчин, экспонированных комплексом токси-
ческих и генотоксических факторов химического про-
изводства, и полиморфизмом генов CYP1A1, CYP2E1, 
GSTM1, GSTT1 (характеристика групп приведена  
в ч.1 этой работы). Анализ показал, что спонтанные  
и радиоиндуцированные (1,0 Гр Со60) частоты двуя-
дерных клеток с микроядрами не были ассоциированы 
с генотипом. В то же время, в облученных культурах 
крови людей с делецией в гене GSTM1(0) наблюдалось 
значимое снижение численности фракций ускоренно 
делящихся клеток. Однако частота этих клеток с мик-
роядрами была значимо выше, чем в культурах крови 
людей с нормальным аллелем этого гена. Для осталь-
ных изученных генов связи с чувствительностью генома 
выявлено не было. Интересно, что среди носителей де-
леции в гене GSTM1 (но не GSTТ1), контактировавших 
на производстве с  высокотоксичными соединениями, 
состояние эмоциональной дезадаптации (в зависимости 
от использованного психологического теста) имели 70–
73% обследованных, а среди носителей нормального 
аллеля — 26–43% доноров. Экспериментальное обна-
ружение этой связи позволяет еще раз подчеркнуть, что 
только многопараметровые исследования, в которых 

всесторонне учитываются индивидуальные особенности 
доноров, позволяют достаточно точно описать картину 
развития эффектов нестабильности генома.

2. Эффекты нестабильности генома в двуядерных 
клетках крови 6 здоровых доноров и 6 гетерозиготных но-
сителей гена атаксии-телеангиэктазии изучали Scott D. 
et al. (1996). Во многом эта работа носила методичес-
кий характер. В 9 повторностях эксперимента сравни-
вали спонтанные и радиоиндуцированные (Со60, 3,0 Гр) 
эффекты при облучении с большой и малой мощнос-
тями дозы. В культурах крови здоровых доноров была 
обнаружена значительная вариабельность частоты дву-
ядерных клеток с микроядрами между экспериментами 
во всех вариантах постановки, хотя эффекты при малой 
мощности облучения были всегда ниже, чем при боль-
шой. Кроме того, были выявлены существенные инди-
видуальные различия между донорами, которые про-
являлись только при облучении большой мощностью 
дозы. Важно, что 5 из 6 культур крови гетерозиготных 
носителей гена атаксии-телеангиэктазии вне зависимос-
ти от различий между экспериментами при облучении с 
малой мощностью содержали меньше микроядер в двуя-
дерных клетках, чем культуры людей группы контроля. 

На сегодня уже проведено более сотни исследова-
ний связи генетического полиморфизма и показателей 
нестабильности генома. Как показывает даже неболь-
шой обзор, изучение эффектов полиморфизма одной  
и той же системы генов приводит разных исследовате-
лей к различным заключениям относительно сущест-
вования связи с нестабильностью генома. Однако это 
противоречие, по всей видимости, кажущееся, пос-
кольку корректные заключения можно делать только  
в случае точного соответствия экспозиции и фермен-
тных систем, отвечающих за эффекты (например, де-
токсикации). Поэтому общий вывод, который можно 
сделать при анализе исследований связи генетического 
полиморфизма с нестабильностью генома, заключается 
в том, что феномен генетической предрасположенности  
к повышенной чувствительности генома существует, но 
проявляется, как правило, в сочетании с другими фак-
торами — экспозицией генотоксикантами in vivo или 
in vitro, носительством других генов, связанных с повы-
шением нестабильности генома, возрастом, курением, 
эмоциональной дезадаптацией и пр. Несмотря на то, 
что в геноме человека содержится около 24,5 тыс. ге-
нов, а продукты одних генов могут модифицировать ак-
тивность других, все-таки представляется возможным 
использовать анализ генетического полиморфизма для 
качественного прогноза индивидуальной чувствитель-
ности генома к определяемым факторам. Его точность 
значительно повышается в тех случаях, когда известен 
химический состав экспозиции и ферментные системы, 
отвечающие за детоксикацию именно этих соединений. 
По всей видимости, только в таких случаях анализ гене-
тического полиморфизма может стать весьма полезным 
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инструментом профессионального отбора для работы 
в конкретных вредных условиях. В подобной ситуации 
культивирование клеток крови в присутствии цитохала-
зина В и с дополнительной генотоксической нагрузкой 
in vitro представляется одним из лучших способов про-
верки корректности прогноза, сделанного по результа-
там ПЦР-анализа.

аДаптИВНый отВЕт

Адаптивный ответ — общебиологическая реакция, вы-
работанная в процессе эволюции, заключается в том, что 
воздействие радиации или другого повреждающего агента 
в малой дозе повышает резистентность к последующему 
воздействию того же либо иного агента в высокой дозе.  
В лимфоцитах периферической крови человека адаптив-
ный ответ был обнаружен Olivieri с соавторами (1984)  
и с тех пор подтвержден на многих объектах [7–10, 1, 
67, 78]. При исследовании механизма этого феномена  
Д. М. Спитковский с соавторами (2002) показали, что 
под действием малых доз ионизирующей радиации в те-
чение нескольких часов в интерфазной клетке происходит 
сближение центромер гомологичных хромосом, которое, 
видимо,  должно облегчать рекомбинантное восстанов-
ление целостности хромосом. Сравнение этих эффектов  
в клетках здоровых доноров, пациентов с анемией Фанко-
ни и носителей гена BRCA2 показало, что при одинаковом 
уровне воздействия у здоровых доноров расстояние между 
центромерами гомологичных хромосом было значительно 
меньше, чем у носителей мутаций. Эта работа, с нашей 
точки зрения, является одним из доказательств давно су-
ществующего среди радиобиологов, генетиков, врачей  
и экологов мнения, что направленность и выраженность 
адаптивного ответа можно считать показателем защитной 
реакции организма на экстремальные воздействия окру-
жающей среды. 

В работах группы И. И. Пелевиной предлагается выде-
лить 4 типа адаптивного ответа: положительный, который 
принято считать нормальным (статистически значимое 
снижение суммарного эффекта по сравнению с действием 
только большой дозы); тенденция к нормальному адаптив-
ному ответу; тенденция к увеличению радиочувствитель-
ности и инверсия эффекта (увеличение повреждения при 
предобработке низкой дозой). На рисунке 8 приведены 
данные из статьи И. И. Пелевиной с соавторами (1996), 
посвященной сравнительному анализу микроядер в лим-
фоцитах цельной крови людей, живущих на территориях, 
затронутых следом аварии на ЧАЭС.

Как видно на этом рисунке,  группа жителей Москвы 
отличалась от других по доле людей с разными видами 
адаптивного ответа. Так,  в популяциях, проживающих 
в регионах, загрязненных радионуклидами, доля людей 
с проявлением нормального  адаптивного ответа  была 
ниже, чем в Москве. Кроме того, среди московских доно-

ров не было людей с повышением радиочувствительности 
культур крови после предоблучения в дозе 0,05 Гр. Авторы 
пришли к заключению, что хроническое облучение в ма-
лых дозах, которому подвергаются жители Брянской обл., 
не вызывает само по себе адаптивной реакции, т. е. не яв-
ляется адаптирующим фактором. 

Комментируя результаты цитированной работы, хо-
телось бы отметить, что действие низкой дозы облучения 
может вызывать снижение суммарного эффекта только 
в том случае, когда клетка или организм в течение всей 
жизни сохранили высокий адаптивный потенциал [12, 13]. 
Поэтому Д. М. Спитковский предположил, что роль адап-
тирующего воздействия в реальной жизни могут играть, 
например, проживание на загрязненной территории или 
производственный контакт с токсикантами и геноток-
сикантами. В подобных случаях можно ожидать сниже-
ния или отсутствия адаптирующего действия малых доз 
и, следовательно, относительного повышения радио-
чувствительности клеток в системе экспериментальной 
оценки адаптивного ответа. По нашему мнению, позиция  
Д. М. Спитковского весьма корректно  отражает суть 
адаптивного ответа как биологического феномена и близ-
ка по своему подходу к концепции Г. Селье о стрессе. Более 
того, список дезадаптирующих факторов и ситуаций, при-
веденный в работах Д. М. Спитковского, можно дополнить 
событиями или состояниями, связанными с постоянным 
или временным снижением адаптационного потенциала 
организма. Это — болезнь, в том числе, наследственная, 
операция или терапевтическое воздействие, а также серь-
езная эмоциональная травма или дезадаптация — во всех 
подобных случаях можно ожидать либо отсутствие адап-
тивного ответа, либо его инверсию. В литературе имеются 
сведения о подобных эффектах. Например, Цховребова  
и Македонов (2004) изучали адаптивный ответ в клетках 
крови здоровых доноров и больных с синдромом Марфа-
на и гомоцистинурией, для которых характерно снижение 
активности систем репарации ДНК. В тесте на индукцию 
хромосомных аберраций было установлено, что у здоро-
вых доноров и доноров с синдромом Марфана наблюдал-
ся нормальный адаптивный ответ к разным типам воз-
действий — ионизирующей радиации или 3H-тимидину  
в качестве адаптирующих воздействий на стадии G1кле-
точного цикла и  8-метоксипсоралена, активированного  
УФ-светом, как разрешающего агента. В то же время, 
клетки больных с гомоцистинурией не проявили адап-
тивного ответа к обоим видам воздействия. Отсутствие 
адаптивного ответа к ионизирующей радиации у детей 
с трисомией (47, XX or XY, +21) обнаружили I. Kalina  
с соавторами (1994). Monsieurs и Thierens в микроядер-
ном тесте с ЦХВ определяли адаптивный ответ лимфоци-
тов крови к действию ионизирующей радиации (0,05 Гр+ 
1,0 Гр Со60) у здоровых доноров и у людей с заболеваниями 
щитовидной железы — непосредственно перед и через не-
делю после приема препаратов радиоактивного йода [57]. 
Результаты показали, что до лечения у всех 20 пациентов 
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наблюдалось увеличение числа микроядер в двуядерных 
клетках после предоблучения в малой дозе. Однако пос-
ле лечения у 8 пациентов было отмечено уменьшение ра-
диочувствительности — нормальный адаптивный ответ. 
В культурах клеток еще 8 человек не было реакции на 
предоблучение и только у 4 доноров сохранился эффект 
повышения радиочувствительности клеток после предоб-
лучения в малой дозе. Авторы сделали заключение, что  
для 40 % больных йодотерапия  имела характер адаптиру-
ющего воздействия.

При анализе адаптивного ответа в собственных ис-
следованиях и после консультации с И. И. Пелевиной и  
А. М. Серебряным мы несколько изменили критерии 
оценки адаптивного ответа — единственным отличием от 
цитированной работы является объединение всех незна-
чимых различий между эффектами облучения в большой 
дозе и облучения в большой дозе с предоблучением, в одну 
категорию, которую назвали «нет различий». Результаты 
анализа адаптивного ответа у мужчин, экспонированных 
химическими генотоксикантами (характеристика групп 
приведена в ч. 1 этой публикации), показаны на рисунке 9. 
Эксперименты проводили по схеме И. И. Пелевиной [7]. 
Анализ полученных данных показал, что наиболее тяже-
лая ситуация наблюдалась среди пациентов терапевти-
ческого отделения больницы (позитивный контроль), где 
не было людей со  снижением радиочувствительности 
клеток крови при предоблучении малой дозой ионизирую-
щей радиации (нормальным адаптивным ответом). Самую 
благоприятную ситуацию, как не странно, мы наблюдали 
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Рис. 8. Проявление адаптивного ответа в лимфоцитах крови 
(предварительное облучение in vitro в дозе 0,05 Гр и последующего 
в дозе I Гр) у московских доноров (М) и жителей загрязненных 
районов — Клинцов (К), Вышкова (В) и детей из новозыбкова 
(И). Доля людей (%), у которых: проявление адаптивного 
ответа достоверно (/), тенденция к проявлению адаптивного 
ответа (2), достоверное повышение радиочувствительности 
(3), тенденция к повышению радиочувствительности (4). 
По данным сайта: «Ситуация на загрязненных в результате 
Чернобыльской аварии территориях (http://www.wdcb.ru/min-
ing/obzor/Radsit.htm), ссылающегося на роскомгидромет, на 1992 г. 
уровни загрязнения почвы цезием-137 составили: Клинцы — 
5–15 Ku/km2; новозыбков — 15–45 Ku/km2; Клинцы — ок 28 Ku/
km2

в группе инвалидов, которые на момент обследования 
были пациентами профилактория. 

В обследовании детей из Казахстана (рис. 10) клетки 
крови культивировали и облучали в тех же условиях. Ана-
лиз результатов показал, что доля детей с нормальным адап-
тивным ответом в регионе сравнения (поселок Акчи) была 
почти в 3 раза больше, чем в Аральске, а доля детей с ин-
вертированным адаптивным ответом, когда предоблучение 
культур крови в малой дозе приводило к увеличению числа 
клеток с МЯ, была выше в Аральске. Для сравнения сле-
дует отметить, что в Москве среди здоровых детей того же  
возраста около 20 % имели нормальный адаптивный ответ 
[8]. В нашем обследовании сходная частота нормального 
адаптивного ответа была характерна для детей из Акчи.

Анализируя причины обнаруженных эффектов, следу-
ет иметь в виду, что хотя химический анализ проб крови  
и мочи обследованных детей обнаружил присутствие низ-
ких концентраций токсических соединений, но различий 
между поселками по этим показателям выявлено не было 
[34]. В то же время, социоэкономические показатели ка-
чества жизни [16] — бедность и недостаточность питания, 
низкий социальный статус родителей,  эмоциональная на-
пряженность и пр. — вдвое чаще встречались в Араль-
ске, чем в Акчи. Мы полагаем, что негативное действие 
социальных факторов на фоне длительной экспозиции 
малыми дозами токсических соединений могли исчерпать 
адаптивный потенциал организма детей из Аральска, что 
проявилось в значительной распространенности инверти-
рованного адаптивного ответа в этой группе.
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Рис. 9. Адаптивный ответ в культуре лимфоцитов взрослых 
мужчин (описание групп приведено в подписях к таблице 4).
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Рис. 10. Доля детей (%) в Аральске и Акчи с различными типами 
адаптивного ответа
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Bosi и Olivieri (1989) высказали предположение, что 
феномен адаптивного ответа генетически детерминирован 
и повышение радиочувствительности при предоблучении 
клеток в малой дозе указывает на нарушения в геноме 
человека. В пользу этого предположения косвенно мо-
гут свидетельствовать результаты исследования Coleman  
et al. (2005), которые в системе адаптивного ответа ана-
лизировали транскрипционные профили 145 генов из 
различных клеточных линий.  Результаты показали, что 
в ответ на действие адаптирующей дозы облучения уве-
личивалась активность белок-синтезирующих генов, 
но до 10 раз снижалась активность генов, связанных  
с клеточным метаболизмом и передачей сигнала, ассо-
циированных с такими последствиями как репарация 
ДНК, стресс-ответ, контроль клеточного цикла и апоптоз.  
В итоге происходило либо  снижение эффекта облучения 
в разрешающей дозе (в этой работе — 2 Гр), либо его по-
вышение. 

Таким образом, данные, приведенные в этом разделе,  
указывают на то, что адаптационный потенциал организ-
ма играет существенную роль в реализации эффектов 
адаптивного ответа лимфоцитов крови человека, а куль-
тивирование этих клеток с ЦХВ может с успехом исполь-
зоваться как основной инструмент этого анализа.

сраВНЕНИЕ чуВстВИтЕльНостИ мИкрояДЕр-
НоГо тЕста На культурЕ лИмфоцИтоВ кро-
ВИ чЕлоВЕка И ДруГИх тЕстоВ На ГЕНоток-
сИчНость

Несмотря на короткую историю обсуждаемого тес-
та, эффективность его применения для оценки неста-
бильности генома человека доказывается в более чем 
300 публикациях. Однако до сих пор ученых волнует 
вопрос о сравнительной чувствительности этого тес-
та. Поэтому оценку генотоксических эффектов у одной  
и той же группы доноров часто проводят параллельно  
в нескольких тестах. Так, в цитированном выше сравни-
тельном исследовании Pitarque et al. (2002) для анализа 
генотоксических эффектов производства обуви парал-
лельно в пробах периферической крови работниц опре-
деляли число микроядер в двуядерных клетках, частоту 
сестринских хроматидных обменов (СХО) и длину хвос-
тов в Сomet-assay. Различия между экспонированной  
и контрольной группами были выявлены только в мик-
роядерном тесте. При этом частоты двуядерных клеток 
с микроядрами отрицательно коррелировали с уровнем 
гемоглобина в крови обследованных женщин — его 
снижение характерно для экспозиции комплексом фак-
торов производства обуви. 

При сравнении эффектов двух пестицидов — 1-(6-
хлор-3-пиридилметил)-N-нитроимидазолин-2-илидени-
амина и 2’-бензоил-1’-трет-бутилбензоилгидразина на 
лимфоцитах крови здоровых доноров [40] в тесте на ин-

дукцию СХО и микроядерном тесте на лимфоцитах кро-
ви с ЦХВ были обнаружены идентичные генотоксичес-
кие эффекты. Однако, отмечая более широкий диапазон 
варьирования показателей в тесте на индукцию СХО, 
авторы рекомендуют использовать оба теста для оценки 
потенциальной генотоксичности факторов окружающей 
среды. Более критично относиться к результатам анали-
за СХО из-за возможности получения ложнопозитивных 
результатов призывают Abou-Eisha et al. (2004), кото-
рые анализировали генотоксические эффекты сульфа-
метоксазола в микроядерном тесте с ЦХБ и при учете 
СХО. Дозозависимые генотоксические эффекты были 
выявлены в обоих тестах, но различия с контролем были 
более значимы при оценке СХО. В цитированном ис-
следовании Garaj-Vrhovac и Zeljezic (2001), при анализе 
эффектов производственного контакта с пестицидами  
у рабочих со стажем не менее 8 лет, а затем у тех же 
людей через 8 месяцев после окончания работы на этом 
заводе, обнаружили снижение всех показателей неста-
бильности генома. При этом частота хромосомных абер-
раций снизилась, в среднем, в 2 раза, частота микроядер 
в двуядерных клетках — в 2–3 раза, длина хвостов ДНК  
в Сomet-assay в 2–6 раз, а уровень СХО сократился 
только на 20–50%. Авторы предполагают, что повышен-
ная частота СХО и их стабильность могли быть связаны 
с возрастом обследованных людей. Следует отметить, 
что подобную связь обнаружили Donbak et al. (2005).

В нескольких тестах изучали эффекты нестабильнос-
ти генома рабочих заводов пластмасс, расположенных  
в одном регионе [74]. В обследовании, в котором груп-
пы формировали с учетом экспозиции и социоэкономи-
ческих показателей качества жизни, принимали участие 
86 человек, экспонированных стиролом, и 42 человека  
входили в группу сравнения. Генотоксические эффекты 
в лимфоцитах крови определяли в тестах на индукцию 
хромосомных аберраций и в микроядерном тесте с ЦХВ, 
а также оценивали активность репарации ДНК при об-
лучении клеток в дозе 5 Гр (Сomet-assay), содержание 
8-оксигуанина в крови, концентрацию стирола в воздухе 
рабочей зоны и его метаболитов в крови.  В группе рабо-
чих уровень хромосомных аберраций был, практически, 
вдвое выше, чем в группе сравнения, прямо коррелиро-
вал с возрастом обследованных людей, но не был связан 
с экспозицией, как и результаты Сomet-assay. Частота 
двуядерных клеток с микроядрами также была выше  
у рабочих, но, кроме того, коррелировала с  концентра-
цией стирола в воздухе рабочей зоны и содержанием его 
метаболитов в крови обследованных людей, а также с их 
возрастом.

При обследовании 20 рабочих завода по производству 
пестицидов в Хорватии и 20 неэкспонированных доноров 
в группах, сбалансированных по полу, возрасту, курению 
и употреблению алкоголя [41, 79] были проанализирова-
ны частоты разных типов хромосомных аберраций, час-
тоты микроядер в двуядерных клетках, частоты (СХО)  
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и повреждения ДНК в Сomet-тесте. Все использованные 
методы анализа выявили генотоксические эффекты экспо-
зиции, однако сравнительная чувствительность генома была 
определена следующим образом: СХО $ микроядерный тест 
с ЦХБ > индукция хромосомных аберраций > Сomet-assay.

 

ДополНИтЕльНыЕ ВозможНостИ тЕста

Несомненным преимуществом метода культивирова-
ния клеток с ЦХБ [38] является возможность выявлять 
не только микроядра, но и такие генетические поврежде-
ния, как межъядерные мосты и ядерные почки (синони-
мы: микроядра типа «разбитое яйцо», протрузия). 

Исследования последнего времени [62, 36] показа-
ли, что при культивировании клеток с ЦХБ межъядер-
ные мосты образуются из дицентрических хромосом, 
центромеры которых прикрепляются к разным ядрам  
в анафазе митоза, что позволяет выявлять такие эффек-
ты как ошибочная репарация, хромосомные перестройки 
и сегрегация хромосом. Разрывы и поломки межъядер-
ных мостов в митозе могут приводить к образованию 
микроядер. Этот механизм предполагает высокую про-
гностическую значимость выявления межъядерных мос-
тов при оценке эффектов радиации и радиомиметиков, 
для которых характерна  повышенная частота обменных 
аберраций. Действительно, Maluf et al. (2001) изучали 
нестабильность генома 22 здоровых медсестер и врачей-
радиологов, у которых действие радиации контролиро-
валось дозиметрами. Группу сравнения, сбалансирован-
ную по полу, возрасту и курению, также составляли 22 
человека. Авторы работы обнаружили большую частоту 
межъядерных мостов в двуядерных клетках у медсес-
тер и врачей-радиологов, причем частоты микроядер в 
двуядерных клетках между группами не различались. В 
этом обследовании параллельно оценивали эффекты 
в Comet-assay, где большая длина хвостов ДНК также 
была характерна для экспонированной группы. Одна-
ко ни один из изученных показателей не коррелировал  
и данными индивидуальной дозиметрии. Maluf и Erdtmann 
(2000) выявили связь  между частотами межъядерных 
мостов в двуядерных клетках и экспозицией противоопу-
холевыми препаратами. В этом обследовании, проведен-
ном параллельно в микроядерном тесте и Comet-assay 
на 10 экспонированных и 10 контрольных донорах, все 
показатели были связаны с экспозицией.

На стадии прогрессии опухоли  часто происходят та-
кие процессы, как амплификация генов, потеря нормаль-
ного аллеля онкогена и потеря супрессорного гена [15]. 
Одним из механизмов, с помощью которого клетка из-
бавляется от избыточно амплифицированной ДНК явля-
ется образование ядерных почек [36,  75]. Установлено, 
что избыточно амплифицированная ДНК локализована  
в специфических участках ядерной периферии, из кото-

рых элиминируется в S-фазе клеточного цикла путем об-
разования ядерных почек. Другой механизм ее элимина-
ции — рекомбинация между гомологичными участками 
внутри амплифицированных последовательностей, что 
приводит к образованию ацентрических и ателомерных 
колец, которые также локализованы в определенных 
участках ядра [54]. С нашей точки зрения, понимание 
этого механизма важно для осознания ценности пока-
зателя «ядерная почка» как одного из самых серьезных 
прогностических критериев нестабильности генома. Так, 
например, El-Zein et al. (2006) культивировали с ЦХВ 
лимфоциты крови пациентов с опухолями легких, впер-
вые обратившихся в медицинские учреждения. У 23 % 
обследованных (против 2,0 % в контроле) были обна-
ружены микроядра типа «ядерные почки». Кроме того,  
у всех пациентов наблюдалась  повышенная частота мик-
роядер и хроматиновых мостов в двуядерных клетках. По 
мнению авторов, полученные данные свидетельствуют  
о возможности прогноза некоторых типов опухолевых 
заболеваний по наличию ядерных почек, микроядер  
и хроматиновых мостов в культивированных лимфоцитах 
периферической крови. Следует отметить, что повыше-
ние частоты ядерных почек в клетках опухоли традицион- 
но считается одним из морфологических признаков зло-
качественности [50]. 

Весьма интересны исследования, направленные на 
оценку эффектов анеуплоидии, поскольку, в частности, 
они связаны с возможностью выявления негенотоксич-
ных канцерогенов (анеугенов). Например, анеуплоидия 
в культуре лимфоцитов человека в комбинации с FISH-
мечением центромер при действии метилметансульфо-
ната, колхицина, сульфатов винкристина и винбластина, 
циклофосфамида, гексаметилфлсфорамида, 2- и 4-аце-
тиламинофлюоренов была продемонстрирована в иссле-
довании, проведенном под руководством A. T. Natarajan 
[29]. Анеуплоидия по 21 и 13 хромосомам, проявивша-
яся в повышенной частоте FISH-позитивных микроядер 
в двуядерных клетках, была обнаружена в лимфоцитах 
крови людей с болезнью Альцгеймера, культивирован-
ных в условиях цитокинетического блока [56]. Rosefort  
et al. (2004) показали, что анеугенный эффект, в отли-
чие от кластогенного, можно также определять по чис-
лу микроядер в одноядерных клетках. Эти авторы с ис-
пользованием флуоресцентного мечения центромер 
показали, что действие 80 мкМ диэтилстилбестрола,  
25 мкг/мл гризеофулвина и 15 мкг/мл сульфата винк-
ристина in vitro приводило к увеличению частоты микро-
ядер как в одноядерных, так и в двуядерных клетках, в то 
время как такие кластогенные агенты, как митомицин С  
(500 нг/мл), блеомицин (6 мкг/мл) и доксорубицин  
(20 мкг/мл) повышали частоту микроядер только в дву-
ядерных клетках культур крови здоровых доноров. В ка-
честве позитивного контроля в этой работе использовали  
лекарственный препарат беренил (300 мкг/мл), обладаю- 
щий способностью к деконденсации гетерохромати-
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на Y-хромосомы. Оказалось, что беренил индуцировал 
микроядра как в одноядерных, так и в двуядерных клет-
ках, что, по мнению авторов, доказывает его анеугенное 
действие. 

Еще одним преимуществом оценки микроядер  
в клетках крови человека является возможность анализа 
регуляторных процессов. Так, например, эффекты гипо-
метилирования ДНК, связанные либо с особенностями 
питания, либо с ингибированием метилтрансферазы, 
которые также являются одним из источников образо-
вания микроядер, были продемонстрированы McRobbie 
и Newell (1985), Fenech и Crott (2002), а также Wang  
и Fenech (2003). В этих работах было показано, что при 
гипометилировании ДНК возможна реализация двух аль-
тернативных механизмов повреждения — потери одной 
или нескольких хромосом или возникновение поломок 
хромосом. При оценке эффектов радиации и дефицита 
фолиевой кислоты [36, 75] была выявлена  четкая корре-
ляция между частотами  микроядер в двуядерных клетках, 
ядерных почек и межъядерных мостов (к=0,75–0,77;  
р # 0,001), что согласуется с единым генезом этих пов-
реждений. Аналогичные эффекты были выявлены мно-
гими исследователями, работающими в микроядерном 
тесте на клетках крови человека (см., например, [54]). 
В собственных исследованиях [2], мы тоже обнаружили 
высокозначимую (к=0,76–0,88; р # 10–5) корреляцион- 
ную связь между частотой микроядер, хроматиновых 
мостов и частотой ядерных почек.  

Международный протокол также рекомендует оцени-
вать такие виды клеточной гибели, как апоптоз и некроз, 
хотя анализ апоптоза и его использование в системе 
оценки нестабильности генома до сих пор вызывает мно-
го споров. Так, например, оптимальным для выявления 
микроядер в двуядерных клетках при культивировании 
с ЦХВ считается фиксация культуры на 72 часа [39],  
а максимальная частота апоптоза выявляется при куль-
тивировании клеток в течение 12 часов [66]. Понятно, что  
разные методические приемы, в принципе, могут при-
вести к получению качественно различных результатов. 
Например, лимфоциты человека в культуре способны  
к фагоцитозу [58], поэтому  анализ апоптоза при фикса-
ции результатов на 72 часу от начала культивирования 
может показывать заниженные эффекты. Eще одной 
причиной различий в уровне апоптоза при культивирова-
нии либо цельной крови, либо суммарной фракции лим-
фоцитов в присутствии ЦХВ, может стать вариабель-
ность численности клеточных популяций лимфоцитов, 
всегда различающихся между людьми. Так, Wilkins et al. 
(2002) изучали спонтанный и радиоиндуцированный 
апоптоз в отдельных фракциях клеток крови здоровых 
доноров — гранулоцитах, В-лимфоцитах, природных 
киллерах (NK), а также  CD4(+) и CD8(+) T-лимфо-
цитах. Наиболее чувствительными к действию ионизи-
рующей радиации оказались CD4(+) и CD8(+) T-клет-
ки, которые имели самый низкий спонтанный уровень 

апоптоза. Поэтому иммунный статус организма может 
существенно влиять на результаты оценки эффектов ра-
диации, а, может быть, и других факторов. Понятно, что 
эта проблема нуждается в детальном изучении, но уже 
сегодня можно сказать, что иммунологический статус ор-
ганизма следует учитывать при формировании групп для 
обследования. 

Связь между частотой двуядерных клеток с микрояд-
рами иапоптозом на 3 линиях клеток опухолей человека  
и 2 опухолевых линиях грызунов изучали Guo et al. 
(1998). Дозозависимые эффекты и высокий уровень 
прямой корреляций между этими параметрами был 
обнаружен для клеток SHIN-3, DU-145 и CHO-K1,  
в то время как на клетках F9 и COLO 320DM подобные 
эффекты не наблюдались. Авторы объясняют обнару-
женные эффекты  разницей в радиочувствительности ис-
пользованных клеточных линий. Различия в радиочувс-
твительности апоптоза между 5 клеточными линиями 
продемонстрировали Akudugu и Bohm (2001).  Возник-
новение подобных эффектов вполне понятно, и различий 
может быть обнаружено столько, сколько существует 
клеточных линий. 

Теоретически, процессы апоптоза и образования 
клеток с микроядрами  у людей с нормальным уровнем 
адаптации и нормальными аллелями генов апоптоза 
при воздействии, не превышающем адаптивный потен-
циал клеток, должны иметь разнонаправленные тренды  
и, следовательно, отрицательно коррелировать между со-
бой. В литературе можно встретить как подтверждение, 
так и опровержения этого предположения. Например,  
в культуре с ЦХВ клеток подростков, постоянно находя-
щихся под воздействием низких доз облучения, Мельнов 
и Лебедева (2004) выявили высокодостоверную прямую 
корреляцию между частотой двуядерных клеток с мик-
роядрами и апоптозом. В то же время  Joksic и Petrovic 
(2004) продемонстрировали отрицательную корреля-
цию между частотой двуядерных клеток с микроядрами  
и апоптозом в культуре клеток крови рабочих, контакти-
рующих с радиоактивным излучением в течение 9–19 лет. 
Дозозависимое увеличение частоты двуядерных клеток  
с микроядрами, сопровождавшееся снижением апопто-
за, продемонстрировали Argentin и Cicchetti (2004) при 
изучении эффектов разных концентраций никотина на 
культурах лимфоцитов здоровых доноров. 

Причины обнаружения как положительных, так и от-
рицательных корреляций между количеством микроядер 
в двуядерных клетках (либо частотой двуядерных клеток 
с микроядрами) и частотой апоптоза, пока неизвестны  
и эта проблема требует дальнейшего изучения. Однако  
в литературе имеются указания на некоторые возмож-
ные причины подобных различий. L. D. Tomei et al.  
в цикле исследований обнаружили зависимость частоты 
апоптоза в лейкоцитах крови человека от физиологичес-
кого состояния организма [24], возраста обследованных 
людей [72], их эмоционального состояния (снижение  
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а-поптоза у студентов во время сессии [71]), а также  мо-
дификацию апоптоза и некроза под действием g-интер-
ферона [60]. Следует отметить, что изменение частоты 
микроядер в двуядерных клетках в зависимости от пола  
и возраста, а также от физического состояния организма 
и эмоционального статуса уже было продемонстрирова-
но в данном обзоре. 

В собственных исследованиях мы обнаружили, что  
у детей из Казахстана спонтанные и радиоиндуциро-
ванные частоты апоптоза отрицательно коррелировали 
со степенью эмоциональной дезадаптации (к = –0,40; 
р=0,001 и к = –0,31; р=0,02, соответственно), но пря-
мо коррелировали с частотой двуядерных клеток с мик-
роядрами (к=0,54; р=0,008 и к=0,61; р=0,042, соот-
ветственно). 

Приведенные данные еще раз свидетельствуют о том, 
что при планировании исследований и трактовке их резуль-
татов с учетом апоптоза в микроядерном тесте на культуре 
крови человека следует обращать внимание на особеннос-
ти выбора доноров для проведения обследования.

Очень перспективным и интересным направлени-
ем исследований в микроядерном тесте представляется 
использование комбинаций различных методических 
подходов. Так, применение центромерных FISH-меток 
на индивидуальные хромосомы позволяет достаточно 
надежно оценивать эффекты анеуплоидии [73].  Ком-
бинированные технологии выявления различных типов 
повреждений стали незаменимым инструментом для изу-
чения механизмов образования генетических поврежде-
ний, репарации, апоптоза и пр. Например, Ponsa et al. 
(2001) при использовании центромер-специфических 
флуоресцентных маркеров к 4, 7 и 18 хромосомам на об-
лученных клетках человека показали, что частота хромо-
сомных мостов в участках мечения была выше в ядерном 
материале, чем в микроядрах. Это означает, что не все 
существующие повреждения хромосом локализуются 
в микроядра. Авторы предположили, что этот эффект 
связан с действием ЦХБ, присутствующего в культуре. 
Однако приведенные данные, по нашему мнению, также 
свидетельствуют о возможности реализации этих пов-
реждений в микроядра в тех случаях, если клетка, их со-
держащая, пройдет еще один митоз. Действительно, во 
всех наших исследованиях частоты межъядерных мостов 
в ускоренно делящихся клетках — как спонтанные, так 
и радиоиндуцированные — были значительно выше, чем 
в двуядерных.

Большой интерес представляют данные, полученные 
с использованием  FISH-мечения отдельных хромосом 
вместе с CREST-окрашиванием (антитела к кинетохо-
рам). В работе M.Schuler et al. (2003) такой методичес-
кий прием был использован в микроядерном методе с 
ЦХБ и 5-бром-2-дезоксиуридином для выявления чис-
ленных аномалий хромосом (нон-дизъюнкция), а также 
отношений между индукцией потерь хромосом и поли- 
анеуплоидией при действии известного лекарственного 

препарата гидрохлорида носкапина. Подобных исследо-
ваний становится все больше.

мЕтоДИка аНалИза мИкрояДЕр В практИкЕ 
оцЕНкИ НЕстабИльНостИ ГЕНома чЕлоВЕка

Для культивирования лимфоцитов человека в иссле-
довательской практике  обычно используют как цельную 
кровь, так и выделенные лимфоциты. Сравнение этих 
двух способов проводили, экспонируя клетки циклофос-
фамидом, бенз(а)пиреном и метилметансульфонатом  
в присутствии микросомальной  фракции S9 и без нее [32]. 
Результаты этого эксперимента оказались неожиданными. 
Циклофосфамид и бенз(а)пирен в присутствии S9 дозо-
зависимо индуцировали микроядра в выделенных лимфо-
цитах, в то время как в культуре цельной крови эффекты 
выявлены не были. В то же время, метилметансульфонат 
(позитивный контроль), показал дозозависимые эффекты  
в обоих типах культур. Поэтому влияние эритроцитов затем 
исследовали отдельно. Для этого культуры изолированных 
лимфоцитов обрабатывали одновременно циклофосфами-
дом и S9 в присутствии очищенного концентрата эритроци-
тов. Результаты этой серии экспериментов показали значи-
мое снижение частоты микроядер в двуядерных клетках по 
сравнению с эффектами, обнаруженными при культивиро-
вании фракции лимфоцитов. Авторы делают вывод о том, 
что культура выделенных лимфоцитов является более чувс-
твительной системой для оценки генотоксического действия 
химических соединений, но культивирование цельной крови 
отражает эффекты, наблюдаемые в реальной жизни. 

В Вашингтоне 25–26 марта 1999 года состоялось вто-
рое заседание «Международной рабочей группы по оценке 
генотоксичности»,  на котором обсуждалась методология  
и результаты оценки микроядер in vitro в лимфоцитах че-
ловека, культивируемых в присутствии ЦХВ. Отдельно 
обсуждалась проблема использования различных линий 
клеток. В результате были разработаны некоторые руково-
дящие принципы для проведения испытаний, которые за-
тем были обсуждены и утверждены 28–29 июня 2002 года 
в Плимуте на третьем заседании Международной рабочей 
группы (приводятся ниже). Для подготовки международных 
рекомендаций были использованы данные Французского 
общества по генетической токсикологии, японских между-
народных исследований, данные, полученные в лаборатори-
ях фармацевтической промышленности в Европе и исследо-
вательских лабораториях Lilly Research Laboratories [49]. 

Основные рекомендации касались следующего: 
1. Оценка пролиферации клеток — как лимфоцитов, так  

и любых клеточных линий — является необходимой 
частью каждого исследования. 

2. Для заключения о наличии генотоксичности могут 
быть использованы только исследования, проведенные  
в диапазоне доз с учетом пролиферации (индекса реп-
ликации, индекса пролиферации или митотического ин-
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декса). В подобных экспериментах рекомендуется учи-
тывать такие показатели, как некроз и апоптоз, которые 
могут дать полезную информацию. 

3. Для экспозиции в отсутствии S9 рекомендовано исполь-
зовать 2 типа позитивных контроля: кластоген (митоми-
цин С или блеомицин) и анеуген (колхицин). Для экспе-
риментов с использованием S9 в качестве позитивного 
контроля рекомендуется использовать диметилнитроза-
мин или циклофосфамид. 

4. Для повышения точности анализа рекомендуется ис-
пользовать дублирующие культуры и кратное их числу 
увеличение числа проанализированных клеток. Также 
рекомендуется ставить повторные эксперименты. На-
пример, для оценки генотоксичности in vitro на лим-
фоцитах крови человека рекомендуется использовать 
параллельные культуры клеток 2 молодых здоровых не-
курящих доноров, эффекты в которых следует сравнить 
после завершения микроскопического анализа. При 
использовании клеточных линий эксперименты следует 
повторять в том случае, когда в первом получен отрица-
тельный результат. 

5. Выбор статистических методов анализа должен опреде-
ляться характером распределения. Эксперты особо от-
метили, что статистическая значимость не должна быть 
единственным фактором для определения положитель-
ных результатов — директивой должен быть биологи-
ческий смысл обнаруженного явления.  
Хочется добавить, что пол, возраст, физиологический  

и эмоциональный статус обследуемых людей, а также диета 
и вредные привычки  могут иметь серьезное влияние на ре-
зультаты, получаемые в этом тесте. Поэтому эти факторы 
следует учитывать как при формировании групп для обсле-
дования, так и при трактовке результатов. 

Следует отметить, что микроскопический анализ мик-
роядер представляет достаточно серьезную проблему —  
в литературе имеется много данных, демонстрирующих, что 
фоновые частоты клеток с микроядрами значительно варь-
ируют как в экспериментах in vitro, так и в исследованиях 
на добровольцах. Для ее решения были предприняты меж-
дународные исследования, участниками которых стали 34 
лаборатории из 21 страны [37]. План и анализ результатов 
заслуживают подробного описания не только потому, что 
такая работа была проведена впервые в исследовательской 
практике, но еще и благодаря удивительной продуманнос-
ти деталей постановки и корректности анализа полученных 
результатов. Итак:
— из 100 мл крови здорового мужчины 30 лет были вы-

делены лимфоциты [35], которые разделили на 3 пор-
ции: для оценки спонтанного фона и эффектов радиа-
ции в дозах 1,0 и 2,0 Гр. Затем ФГА-стимулированные 
клетки в концентрации 106 кл./мл культивировали 
72 часа в среде RPMI 1640 с 10 % сывороткой. ЦХВ  
(4,5 мкг/мл) вводили на 44 часа от начала культивиро-
вания. По окончании культивирования клетки осаждали 
и из каждой культуры готовили препараты для цитоге-

нетического анализа. Для этого на каждое стекло поме-
щали 2 капли клеточной суспензии, которые сушили на 
воздухе, фиксировали метанолом и шифровали.  Затем 
половину препаратов окрасили Diff-Quick [35] и заклю-
чили в бальзам, а остальные (неокрашенные) хранили 
при 4 оС. Все препараты разослали экспресс-почтой по 
лабораториям, причем в каждую лабораторию, кроме 
окрашенных и неокрашенных стекол, были направле-
ны подробные инструкции, цитогенетические критерии 
и протокол анализа микроядер, микрофотографии всех 
возможных повреждений, а также стандартный пакет 
программ Excel для обработки результатов. Исследова-
тели, принимавшие участие в работе, могли самостоя-
тельно выбрать окраску для чистых препаратов, а также 
использовать одного или несколько счетчиков для про-
ведения цитогенетического анализа. В случае возник-
новения трудностей и/или вопросов, всех участников 
просили консультироваться с руководителем исследо-
вания М. Fenech. По окончании анализа участников 
просили вернуть заполненные протоколы с указанием 
числа счетчиков (с протоколом анализа каждого из них), 
их опыта работы в данном тесте, типа микроскопа, на 
котором проводили анализ, а также описать возникшие 
трудности и прислать микрофотографии типичных и не-
типичных повреждений, которые учитывали (или нет) 
при микроскопическом анализе. 
Все счетчики на каждом стекле в каждом пятне кле-

ток анализировали по 1000 двуядерных клеток, определяя 
(табл. 9):
— число клеток с одним и более микроядрами (МЯкл);
— число микроядер на 1000 двуядерных клеток (МЯ);
— число двуядерных клеток, содержащих межъядерные 

мосты (Мост).
Дополнительно при подсчете 500 клеток на всех препара-

тах во всех пятнах определяли индекс пролиферации (ИП).
После сбора всех протоколов организаторы экспери-

мента составили общую базу данных, для обработки кото-
рой была построена специальная математическая модель. 
Анализ всех полученных данных показал, что разница  
в оценках оказалась весьма значительной (табл. 9).

Однако, несмотря на различия, которые хорошо вид-
ны на этой таблице, анализ базы данных продемонс-
трировал устойчивое увеличение частоты всех типов 
повреждений клеток с дозой облучения, которое обна-
ружили все счетчики (р # 0,001). Для ИП уровень зна-
чимости корреляций с облучением составил р # 0,01, но 
этот показатель определялся с минимальными ошибка-
ми и различиями между счетчиками. Показатель «число 
микроядер на 1000 двуядерных клеток» оказался более 
чувствителен к действию радиации, чем «число клеток 
с одним и более микроядрами». Важно, что практичес-
ки для всех счетчиков соблюдалась почти одинаковая 
кратность увеличения числа повреждений между фоном 
облучения, что гарантирует пригодность микроядерного 
теста для проведения цитогенетического анализа. 
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Анализ вариативности показал, что межлаборатор-
ные различия составили 26,6 %. Организаторы исследо-
вания, отмечая высокую квалификацию всех счетчиков, 
указали, что одной из наиболее существенных причин 
обнаруженных различий в результатах анализа могли 
быть реальные различия между клетками на разных пре-
паратах, поскольку различия, связанные с типом окраски 
составили 0,3–0,5 %, с номером пятна клеток на пре-
парате — 0,4 %, а различия между счетчиками — 4 %. 
Невыясненные причины ошибок составили 22,2 %. 

Обсуждая полученные данные, организаторы работы сде-
лали заключение о возможности получения сравнимых ре-
зультатов экспериментов in vitro только при использовании 
внутрилабораторных позитивных и негативных контролей.

По материалам этого исследования в том же журнале 
была опубликована еще одна статья [39], в которой при-
водится детальное описание критериев для анализа всех 
показателей, используемых в микроядерном тесте, а так-
же микрофотографии пригодных и непригодных для ана-
лиза клеток. Кроме того, существует сайт HUMN (между-
народный проект по изучению эффектов в микроядерном 
тесте) http://ehs.sph.berkeley.edu/holland/humn, на 
котором публикуются и обсуждаются исследования, свя-
занные с оценкой нестабильности генома в этом тесте.

заключЕНИЕ

Тест на индукцию микроядер в лимфоцитах человека, 
культивируемых в условиях цитокинетического блока,  
позволяет оценивать 3 группы показателей:

— пролиферативную, репликативную и митотическую 
активности клеток в культуре, 

— уровень и тип повреждения генома,
— варианты клеточной гибели — апоптоз и некроз. 

Каждая группа этих показателей характеризует не-
специфические генетические изменения, связанные, тем 
не менее, с опухолевой трансформацией клетки. Бла-
годаря возможности одновременного выявления всего 
комплекса эффектов нестабильности генома, микро-
ядерный тест является уникальным цитогенетическим 
методом. Его прогностическую ценность значительно 
повышает возможность моделирования разнообразных 
воздействий in vitro, а также возможность оценки инди-
видуальной чувствительности генома. Последнее может 
быть особенно важным для анализа эффектов лекарс-
твенных препаратов, а также для отбора персонала для 
работы во вредных условиях. Результаты, полученные  
в данном тесте, могут быть использованы для выявления 
как межиндивидуальных, так и межгрупповых  различий, 
а также для оценки эффектов экспозиции и влияния фак-
торов среды. 

Поскольку индукция большинства генетических пов-
реждений является неспецифическим ответом на дейс-
твие генотоксикантов, с помощью этого теста, по всей 
видимости, невозможно верифицировать источник ге-
нотоксической активности, хотя правомочным является 
сравнение между собой производств, регионов и пр. 

Автор выражает искреннюю благодарность к. м. н. 
В. В. Юрченко за полезные замечания, сделанные при 
обсуждении этого обзора, а также Н. А. Юрцевой за по-
мощь в подготовке рукописи к печати.

Показатель Доза  
облучения  

(Гр)

Окраска Diff-Quick (51 счетчик) Окраска произвольная, преимущественно 
азурэозин по Гимзе-Романовскому (44 счетчика)

Медиана Ст. отклон. Мин.-макс. Медиана Ст. отклон. Мин.-макс.

Клеток с МЯ 0 8,0 4,3 2–28 7,0 3,3 1–19

1 116,5 29,8 59–217 95,0 33,5 35–200

2 305,9 69,9 165–563 257,5 77,6 63–564

Всего МЯ 0 9,0 4,9 2–28 7,6 3,7 1–23

1 138,5 37,1 61–265 105,0 39,5 26–230

2 401,4 104,8 191–753 345,5 109,6 78–763

Клеток  
с мостами

0 2,0 13,5 1–125 2,0 15,0 0–121

1 18,0 18,1 3–124 16,8 16,0 0–93

2 41,5 36,7 9–300 32,6 29,0 1–191

Индекс 
пролиферации

0 1,95 0,18 1,56–2,47 1,92 0,19 1,49–2,39

1 1,89 0,19 1,44–2,37 1,86 0,19 1,43–2,21

2 1,77 0,15 1,45–2,19 1,73 0,15 1,39–2,12

Таблица 9
результаты анализа микроядер и пролиферативной активности культуры лимфоцитов, полученные в международных 
исследованиях
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F. Ingel

`	SuMMaRy: The publication is the 2-nd and the last part of the review 

analyzing modern trends of the researches in micronuclear test on hu-

man blood lymphocytes, cultivated with  cytochalasin B. using data of 

literature and own results the opportunities of application of the test for 

study association between parameters of genome instability and genetic 

polymorphism,  adaptive response to gamma-irradiation and emotional 

stress expression are considered. The analysis of additional capability 

of the test — frequencies of cells with nuclear buds and nucleoplasmic 

bridge are presents. Finally, results of the international researches on 

harmonization of the data of the test and guidelines for evaluation geno-

toxicity  of chemical compounds in vitro are described.
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