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` Проведена сравнительная 
оценка всхожести семян 
и цитогенетических показателей 
семенного потомства сосны 
обыкновенной в экологически 
чистом и загрязненном 
(Новолипецкий металлургический 
комбинат) районах. у потомства 
деревьев сосны, произрастающих 
в загрязненном районе, происходит 
существенное изменение 
цитогенетических показателей 
по сравнению с контролем, 
что связано с интегральными 
эффектами воздействия 
загрязнителей. Среди проростков 
выявлены «мутабильные» 
и «слабомутабильные» формы. 
обсуждаются вопросы адаптации 
семенного потомства деревьев 
сосны обыкновенной к стрессовым 
воздействиям на клеточном 
и субклеточном уровнях.
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ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ СЕМЕННОГО ПОТОМСТВА 
СОСНЫ ОбЫКНОВЕННОЙ НА КОМбИНИРОВАННОЕ  
АНТРОПОГЕННОЕ ЗАГРЯЗНЕНИЕ В РАЙОНЕ 
НОВОЛИПЕЦКОГО МЕТАЛЛУРГИЧЕСКОГО КОМбИНАТА 

В современных условиях природная среда подвержена комбинированно-
му техногенному загрязнению. Известно, что в связи с промышленной дея-
тельностью человека синтезируются и попадают в окружающую среду сотни 
тысяч новых химических соединений с невыясненными токсикологическими 
характеристиками (Дятлов, 2000). 

Города как промышленные центры, характеризующиеся высокой кон-
центрацией производства и населения, оказывают постоянно усиливающе-
еся многостороннее воздействие на окружающую среду и здоровье людей. 
Учитывая, что экологический каркас любого города образован разными по 
происхождению, назначению и структуре зелеными насаждениями, пер-
спективной и актуальной является оценка стабильности развития древес-
ных культур, в том числе их цитогенетического гомеостаза как маркера 
состояния окружающей среды (Дружкина, 2007). Нами была предпринята 
попытка выявить цитогенетические реакции семенного потомства деревьев 
сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) на комбинированное загрязнение 
в условиях крупного промышленного центра. Выбор объекта исследования 
был продиктован тем, что сосна обыкновенная является одним из основных 
видов-лесообразователей на территории России и имеет важное природоох-
ранное значение. Установление вышеуказанных закономерностей позволит 
разработать методы использования данного растения для целей биомонито-
ринга загрязнения окружающей среды, выявить возможные пути адаптации 
к стрессовым факторам на клеточном и субклеточном уровнях, на основании 
чего отбирать устойчивые особи для целей лесовосстановления на антропо-
генно загрязненных территориях. 

В настоящее время в литературе приводится большое количество дан-
ных об использовании древесных растений в качестве тест-объектов: пред-
ставителей родов лиственных — Populus, Quercus, Betula, Acer и других; 
хвойных — Pinus, Larix, Picea и Abies (Буторина и др., 2000, 2002; Kalaev, 
Butorina, 2006; Дружкина, 2007; Калашник, 2008; Квитко, 2009 и др.). 

Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.) является перспективным видом 
для контроля загрязнения окружающей среды. Хвойные породы обладают 
исключительно высокой радиочувствительностью, примерно такой же, ка-
кая свойственна человеку. ЛД100 у видов рода Рinus колеблется в пределах 
6–20 Гр (Кальченко, 1989). Наряду с высокой чувствительностью к загрязня-
ющим веществам, сосна удобна для анализа цитологических, морфологиче-
ских и биохимических критериев (Эрна, Раук, 1986). Еще одно преимущество 
хвойных растений — длительность генеративного цикла. Если у большинства 
покрытосеменных видов репродуктивный цикл длится несколько месяцев, то 
у сосны с момента закладки генеративных органов до созревания семян про-
ходит более двух лет. В условиях хронического действия антропогенных пол-
лютантов столь длительный цикл развития семян даже при низких дозах (кон-
центрациях) приводит к накоплению достаточного для индикации внешнего 
воздействия количества повреждений ДНК (Гераськин, 2000).

Ранее проводились исследования цитогенетических характеристик семен-
ного потомства сосны обыкновенной на экологически «чистых» территориях 
(Буторина и др., 2001; Дорошев, 2004; Черкашина, 2007), в районе крупных 
ядерных объектов (Гераськин и др., 2000; Сенькевич, 2007), на территориях, 
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подвергшихся радиоактивному загрязнению в результа-
те аварии на Чернобыльской АЭС (Butorina et al., 2000; 
Миронов, 2002), в условиях промышленного загрязне-
ния (Шафикова, Калашник, 2000; Буторина и др., 2005; 
Калашник, 2008), под влиянием выхлопных газов авто-
транспорта (Машкина и др., 2008), показавшие разно-
направленные тенденции в изменении митотической ак-
тивности, ядрышковых характеристик, патологий митоза. 
Исследования же в условиях комбинированного воздей-
ствия промышленных поллютантов различной этиологии 
и выхлопных газов автотранспорта ранее не проводились. 
На территории Липецкой области цитогенетические ис-
следования сосны обыкновенной проводятся впервые.

ОБъекТ и МеСТО пРОВедениЯ  
иССЛедОВАний

Объектом исследования служили деревья сосны 
обыкновенной из: 1) насаждений Усманского бора, село 
Ступино (территория Воронежского биосферного го-
сударственного заповедника (Вбгз)). Участок Усман-
ского бора, расположенный в границах ВБГЗ, может 
рассматриваться по данным цитогенетического анализа 
как эталон экологически безопасной территории (Бу-
торина и др., 2007); 2) лесозащитного насаждения в 
районе Новолипецкого металлургического комбината 
(ОАО «НЛМК», г. Липецк) (рис. 1).

ОАО «НЛМК» — одна из крупнейших в мире ме-
таллургических компаний, производящая чугун, слябы, 
сталь. В то же время ОАО «НЛМК» вносит существен-
ный вклад в загрязнение окружающей природной сре-
ды г. Липецка и области. На долю выбросов комбината 
приходится 89 % от всех выбросов предприятий области 
(Доклад … 2000, 2003). Основными источниками загряз-
нения атмосферы металлургического производства яв-
ляются агломерационное, коксохимическое, доменное, 
сталеплавильное, огнеупорное, прокатное производ-
ства, теплосиловое хозяйство. От 1362 стационарных 
источников выбросов вредных веществ ОАО «НЛМК» 
в атмосферу поступает 76 загрязняющих веществ. Так, 
общее количество выбросов в 1999 году составило 
343,4 тыс. т, в 2004 г. — 333,5 тыс. т (Доклад … 2000; 
Стрельникова, Пешкова, 2006). Основными загрязни-
телями являются газообразные соединения, такие как 
оксид углерода (280 тыс. т), диоксид серы (20,2 тыс. т), 
окислы азота (15,7 тыс. т). Кроме того, комбинат вы-
брасывает: бенз(а)пирен (0,168 т), фтористые соедине-
ния (1,848 т), ксилол (0,165 т), фенол (11,474 т), бен-
зол (80,366 т), этилбензол (0,020 т) и другие (Доклад … 
2000, 2003). 

На территории ОАО «НЛМК» расположено ЗАО 
«Завод холодильников Стинол», имеющее 65 источников 
выбросов вредных веществ в атмосферу, таких как фре-
он 11, циклопентан, акрилонитрил, бутилцеллозольв. 

Рис. 1. Место сбора семенного материала сосны обыкновенной на территории города Липецка
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Кроме того, в Липецке происходит неуклонный рост 
количества автотранспорта. Так, в 1999 г. количество 
автотранспорта составило 107 415 ед., при этом выбро-
сы вредных веществ составили 99,4 тыс. т, или 22 % от 
общего объема выбросов вредных веществ в атмосферу. 
Из-за выхлопных газов автотранспорта (составляющи-
ми выбросов автотранспорта являются свинец, бенз(а)
пирен, оксид углерода, окислы азота, углеводороды, 
окислы серы, бензол, формальдегид, окислы тяжелых 
металлов и др.), накладывающихся на выбросы промыш-
ленных предприятий, в Липецке наблюдается общее не-
благоприятное состояние атмосферы. Многие из выше 
перечисленных загрязнителей относятся к группе кла-
стогенов, вызывающих различные аберрации хромосом 
(Дружинин, 2003). Таким образом, исследуемое нами 
защитное насаждение сосны обыкновенной испытывает 
интегральный эффект от комплекса стрессорных воз-
действий, связанных с влиянием различных по природе 
антропогенных факторов. 

Место сбора семян находилось на расстоянии 2 км от 
ОАО «НЛМК». 

Цитогенетические исследования проводились нами в 
течение двух лет (2006, 2007 гг.). Материалом для ис-
следований служили семена сосны обыкновенной от 
свободного опыления. Сбор семян осуществляли в 2005 
и 2006 гг. в октябре-ноябре месяце. Для каждой кон-
трольной и опытной территории семена заготавливали 
с 4–5 фенотипически нормальных деревьев. Собранные 
семена (в равных количествах от каждого дерева) сме-
шивали и помещали в чашки Петри на влажную филь-
тровальную бумагу; проращивание их производили при 
комнатной температуре. Определение лабораторной 
всхожести семян проводили на 14-й день проращивания. 
Материалом для цитогенетического анализа служили 
проростки семян, достигшие длины 5–15 мм. Проростки 
из контрольного и опытного вариантов фиксировали в 9 
часов утра по зимнему времени (в это время в корневой 
меристеме проростков семян отмечается пик митотиче-
ской активности (Дорошев, 2004)) в спиртово-уксусной 
смеси (3 части 96 % этилового спирта и 1 часть ледяной 
уксусной кислоты). Препараты для цитологического 
анализа, окрашенные ацетогематоксилином, изготав-
ливали по описанной ранее методике (Буторина и др., 
2000). Просмотр препаратов осуществлялся на микро-
скопе LABOVAL-4 (Carl Zeiss, Jena) при увеличении 
40 × 1,5 × 10. Для каждого варианта просматривали не 
менее 9–10 корешков проростков. Микрофотосъемку 
проводили с использованием видеоокуляра DCM300 
(Shangrao TeleView Optical Instruments Co., Ltd.).

На препаратах определяли следующие цитогенетиче-
ские характеристики.
1.  Митотическую активность (мА) мeриcтeматичecкой 

ткани определяли по митотическому индексу (мИ), 
как показателю интeнcивноcти ростовых процeccов 
(Ченцов, 2004). Митотическую активность рассчи-

тывали как процентное отношение числа делящихся 
клеток в митозе к общему числу подсчитанных кле-
ток. Уровень митотической активности вычисляли с 
учетом и без учета клеток на стадии профазы митоза. 
Поскольку в профазе возможна задержка деления, 
то это может существенно повлиять на конечный ре-
зультат.

2.  Процентное соотношение количества клеток по ста-
диям митоза. Данный критерий имеет большое значе-
ние, поскольку ряд неблагоприятных факторов среды 
может вызывать задержку деления в различных фазах 
митоза вследствие повреждения хромосом или мито-
тического веретена (Алов, 1965). Учет числа клеток 
на каждой стадии митоза необходим для опрeдeлeния 
их продолжитeльноcти и рeгулярноcти прохождения 
клеточного цикла чeрeз точки проверки (check point).

3.  Частоту и спектр (типы) патологий митоза (Пм) учи-
тывали в метафазе, анафазе и телофазе митоза кле-
ток меристемы корешков проростков. В связи с тем, 
что на стадии профазы трудно уловить какие-либо 
отклонения в хромосомном аппарате, наиболее объ-
ективная информация о патологиях митоза получает-
ся, если не учитывать эту стадию. Частота патологий 
митоза вычислялась как отношение числа клеток с 
патологиями в мета-, ана-, телофазе митоза к обще-
му числу просмотренных делящихся клеток (на тех 
же стадиях), в %. Спектр патологических митозов 
представлен как процентное отношение каждого вида 
патологий к общему числу патологических митозов. 
Классификацию патологических митозов произво-
дили по Алову (1965). Учитывали наличие и частоту 
встречаемости клеток c микроядрами, поскольку этот 
показатель может отражать степень ухудшения усло-
вий окружающей среды.

4.  Подсчитывали число клеток c n ядрышками в интер-
фазных клетках и определяли долю клеток (в %) c тем 
или иным их количеством. Количество ядрышек под-
считывали в 500–600 интерфазных клетках на каж-
дом препарате.
Статистическую обработку полученных данных прово-

дили с использованием пакета статистических программ 
«Stadia». Процедура группировки данных и их обработ-
ка изложены в работе Кулаичева (2006). Для сравнения 
выборок по митотической активности и ядрышковым 
характеристикам использовали t-критерий Стьюдента. 
Сравнение выборок по патологиям митоза проводили с 
использованием Х-критерия рангов Ван-дер-Вардена, 
так как данный признак не подчиняется нормальному 
распределению. Проверка нормальности распределения 
осуществляли с использованием критерия хи-квадрат. 
Влияние фактора места произрастания определяли с ис-
пользованием однофакторного непараметрического дис-
персионного анализа Крускалл–Уоллиса. Кластерный 
анализ проводили с использованием метрики нормиро-
ванный Эвклид, стратегия классификации — группового 
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соседа. В матрицу данных вносили значения следующих 
цитогенетических показателей каждого из проростков c 
данной опытной территории: % клеток с нарушениями 
митоза, % клеток с микроядрами. Достоверность раз-
биения на классы определяли с помощью дискриминант-
ного анализа на основании критерия Махаланобиса.

РеЗУЛЬТАТЫ иССЛедОВАний и ОБСУЖдение

В контроле (с. Ступино) всхожесть семян была высокой 
и в среднем по результатам двух лет исследований соста-
вила 90,3 %. Всхожесть семян в опытном варианте (рай-
он ОАО «НЛМК») была низкой (в 2006 году — 32 %). 
Семена начинали прорастать только на 7–10-й день (в 
контроле — на 4–5-й день), причем большинство из них 
останавливались в развитии, не успев достичь необхо-
димого для фиксации размера — 5–15 мм. В 2007 году 
всхожесть семян была еще ниже и составила 18 %.

Результаты изучения цитогенетических показателей 
в корневой меристеме проростков семян деревьев сосны 
обыкновенной, произрастающих на экологически «чи-
стой» территории и в условиях антропогенного загрязне-
ния, представлены в таблице. 

Митотическая активность определяет интенсивность 
роста. Помимо генетической обусловленности этого пока-
зателя, на его проявление могут оказывать значительное 
влияние и факторы внешней среды. Например, малые дозы 
радиации и химические мутагены в некоторых случаях сти-
мулируют митотическую активность (Нариманов, Корыстов, 
1997), а в некоторых — ингибируют (Митрофанов, 1969). 
При этом ингибирование митотического индекса происхо-
дит при высоких уровнях стрессовых воздействий (Крышев 
и др., 1990). Поскольку МИ в определенное время суток у 
конкретного вида — достаточно устойчивый показатель, его 
изменение может отражать мутагенное действие на иссле-
дуемые объекты факторов среды (Буторина и др., 2005). 

Цитогенетические 
показатели, %

Год исследования
Усманский бор (контроль) Район ОАО «НЛМК» (опыт)

X ± Sx min–max X ± Sx min–max

Митотическая 
активность с учетом 

профаз

2006 9,5 ± 0,3 8,0–11,1 7,7 ± 0,8* 3,9–11,4

2007 9,2 ± 0,4 7,4–11,0 7,4 ± 0,5** 4,7–10,7

2006 + 2007 9,3 ± 0,2 7,4–11,1 7,6 ± 0,5** 3,9–11,4

Митотическая 
активность без учета 

профаз

2006 6,8 ± 0,3 5,2–8,1 6,2 ± 0,7 3,3–10,6

2007 6,8 ± 0,3 5,4–8,7 5,9 ± 0,5 3,9–8,6

2006 + 2007 6,8 ± 0,2 5,2–8,7 6,1 ± 0,4 3,3–10,6

Доля клеток 
на стадии профазы 

митоза

2006 27,3 ± 1,5 21,3–39,0 20,9 ± 2,6*** 4,0–41,0

2007 24,5 ± 1,9 11,8–26,3 18,6 ± 1,4*** 11,8–26,3

2006 + 2007 25,9 ± 1,2 16,0–39,0 19,9 ± 1,6*** 7,0–41,0

Доля клеток 
на стадии 

метафазы митоза

2006 28,3 ± 1,8 20,9–39,1 44,5 ± 2,5*** 33,3–63,4

2007 28,3 ± 0,8 23,6–33,3 43,4 ± 1,6*** 35,9–50,0

2006 + 2007 28,3 ± 0,9 20,9–39,1 44,0 ± 1,5 33,3–63,4

Доля клеток 
на стадии 

анафазы + телофазы 
митоза 

2006 44,5 ± 2,2 33,1–52,7 34,6 ± 3,2*** 19,9–50,0

2007 47,3 ± 2,1 37,7–60,6 38,0 ± 2,7*** 23,7–45,9

2006 + 2007 45,8 ± 1,5 33,1–60,6 36,1 ± 2,1*** 19,9–50,0

Уровень патологий 
митоза без учета 

профаз

2006 1,1 ± 0,3 0,0–2,5 11,8 ± 2,5** 0,0–28,0

2007 0,8 ± 0,3 0,0–2,9 8,9 ± 3,1** 0,0–28,6

2006 + 2007 0,9 ± 0,2 0,0–2,9 10,5 ± 1,9** 0,0–28,6

Число клеток 
с микроядрами

2006 0,01 ± 0,01 0,0–0,09 0,9 ± 0,2** 0,0–2,6

2007 0 0 0,5 ± 0,1 0,0–1,2

2006 + 2007 0,004 ± 0,004 0,0–0,09 0,7 ± 0,1*** 0,0–2,6

* — различия с контролем достоверны (Р < 0,05);
** — различия с контролем достоверны (Р < 0,01);
*** — различия с контролем достоверны (Р < 0,001).

¯ ¯

Таблица 
цитогенетическая характеристика семенного потомства деревьев сосны обыкновенной, произрастающих 
на экологически безопасной территории (с. Ступино, усманский бор) и на территории с антропогенной 
нагрузкой (район оАо «НЛмк»)

¯¯
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Показатели митотического индекса в семенном по-
томстве деревьев сосны из с. Ступино (контроль) были 
высокими и соответствовали значениям и пределам их 
колебаний, выявленным для сосны обыкновенной в 
средней полосе России в норме (Буторина и др., 2001; 
Дорошев, 2004; Сенькевич, 2007; Черкашина, 2007). 
Среднее значение МИ в контрольном варианте соста-
вило 9,3 ± 0,2% (с учетом профаз) и 6,8 ± 0,2 % (без 
учета профаз), при их варьировании соответственно 
7,4–11,1 % и 5,2–8,7 %. 

Не выявлено различий по митотической активности 
между контрольным и опытным вариантами без учета про-
фазных клеток. Значения МИ в опытном варианте были 
также достаточно высокими (6,1 ± 0,4 %), хотя имели бо-
лее широкие пределы варьирования (3,3–10,6 % против 
5,2–8,7 % в контроле). Снижение митотического индекса 
на опытной территории (по сравнению с контролем) отме-
чено для значений МИ с учетом профаз, что связано с су-
щественным уменьшением в образцах проростков семян 
на опытной территории доли клеток на стадии профазы 
(таблица).

При сравнении частоты встречаемости клеток, на-
ходящихся на различных стадиях митоза, выявлено, что 
в условиях стресса (на опытной территории) происходит 
снижение доли клеток на стадии профазы и рост доли кле-
ток на стадии метафазы и анафазы-телофазы митоза по 
сравнению с контролем. Указанные эффекты связывают 
с изменением времени формирования веретена деления 
и блокированием процессов расхождения хромосом к 
полюсам и цитокинеза (повреждение веретена деления 
и затруднение процессов прохождения цитотомии) (Ка-
занцева, 1981). Аналогичные явления были выявлены у 
семенного потомства березы повислой и дуба черешча-
того на территориях, подвергшихся радиоактивному за-
грязнению в результате аварии на Чернобыльской АЭС 
(Артюхов, Калаев, 2006; Artyukhov, Kalaev, 2006). Изме-
нение времени прохождения клетками профазы митоза 
может быть связано с активацией системы checkpoint 
(проверки целостности генетического материала), дей-
ствием механизмов checkpoint-репарации. Известно, 
что продукты checkpoint-генов сканируют целостность 
ДНК и способствуют задержке клеточного цикла в слу-
чае обнаружения повреждения. К критическим стадиям 
клеточного цикла (в которых происходит его временная 
остановка) относят переход клетки от G1 к S-стадии, от 
G2 к митозу и от метафазы к анафазе (точка проверки 
целостности генетического материала — mid-anaphase- 
checkpoint) (Епифанова, 2003; Омельянчук и др., 2004). 
Например, в точке контроля М–А (метафаза-анафаза — 
переход) осуществляется проверка правильности сборки 
веретена и прикрепления хромосом к нему, состояние 
кинетохоров, что обеспечивает правильную сегрегацию 
хромосом. При обнаружении слабых дефектов («оши-
бок») включается система ликвидации повреждений 
ДНК и восстановления ее исходной структуры. Если же 

повреждения ДНК значительны и их исправление не 
происходит, клетка либо самоуничтожается с помощью 
процесса апоптоза, либо вступает далее в аберрантное 
деление. Поэтому «точки контроля» клеточного цикла 
представляют собой механизм, который предохраняет 
делящиеся клетки от летального митоза. Это дает нам 
основание рассматривать изменение времени прохож-
дения клетками стадии профазы или анафазы-телофазы 
митоза как механизм адаптации к стрессовым факторам 
среды и поддержания гомеостаза клеточной популяции у 
проростков семян сосны обыкновенной, произрастаю-
щей в экологически неблагоприятных условиях.

Цитогенетическим показателем, отражающим сте-
пень повреждения ДНК, является уровень патологий 
митоза. Данные по изучению частоты патологий мито-
за (Пм) в потомстве деревьев сосны из контрольного 
и опытного вариантов представлены в таблице. По ча-
стоте встречаемости нарушений митоза можно судить 
об интенсивности мутационного процесса в клеточных 
популяциях организма (поскольку патологический митоз 
может стать источником геномных мутаций и хромосом-
ных аберраций), по спектру нарушений — о степени по-
вреждения генетического материала, т. е. совместимо-
сти с жизнью возникающих повреждений (Алов, 1965; 
Казанцева, 1981). Ранее было выявлено (Дорошев, 
2004; Сенькевич, 2007), что наиболее чувствительными 
к антропогенному загрязнению цитогенетическими по-
казателями у проростков семян сосны обыкновенной, 
объективно отражающими состояние их генетическо-
го аппарата, являются уровень и спектр ПМ, частота 
встречаемости клеток с микроядрами и число ядрышек 
в клетке. 

Выявлено достоверное увеличение (P < 0,01) частоты 
нарушений митоза у семенного потомства сосны, про-
израстающей на территории ОАО «НЛМК», подвер-
гающейся хроническому антропогенному воздействию 
по сравнению с потомством деревьев из экологически 
благоприятного места (с. Ступино, Усманский бор). 
Средняя частота встречаемости патологий митоза (Пм) 
за два года исследований составила соответственно 
10,5 ± 1,9 % и 0,9 ± 0,2 % (Р < 0,01), на опытной тер-
ритории данный показатель существенно превышает 
пределы нормальных значений уровня спонтанного му-
тирования в средней полосе России — до 5 % (Буторина 
и др., 2001). Отмечено также значительное расширение 
границ варьирования доли ПМ в клетках проростков из 
экологически неблагоприятного района (0–28,6 %) по 
сравнению с контролем, где эти значения составили от 
0 до 2,9 %. 

При сравнении частоты ПМ по годам исследований 
(2006 и 2007 гг.) в пределах каждого района произраста-
ния анализируемых деревьев достоверных различий вы-
явлено не было, хотя в целом в 2007 г. отмечено сниже-
ние уровня ПМ в районе ОАО «НЛМК» по сравнению 
с 2006 г. Однако пределы варьирования частоты ПМ 
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оставались такими же широкими, как и в 2006 г. (от 0 до 
28,6 %). 

Данные о частоте встречаемости клеток с микроядра-
ми представлены в таблице. На рис. 2 представлены ми-
крофотографии клеток с микроядрами в корнях пророст-
ков семян сосны обыкновенной из насаждения в районе 
ОАО «НЛМК». В контрольном варианте в клетках кор-
невой меристемы проростков семян клетки с микроядра-
ми были выявлены только в одном проростке (с часто-
той встречаемости 0,09 %) из 20 изученных. В опытном 
варианте из 20 проростков у 14 встречались клетки с 
микроядрами, средняя частота их составила 0,7 ± 0,1 % 
при вариабельности данного показателя от 0 до 2,6 %, 
что свидетельствует о наличии значительного числа не-
репарированных повреждений хромосомного материала 
и ведет к цитогенетической нестабильности клеточных 
популяций (Ильинских и др., 1992). 

Дисперсионный анализ показал, что место произрас-
тания влияет на частоту встречаемости микроядер в кле-
точных популяциях изученных проростков семян сосны 
обыкновенной (P < 0,001). 

Все проанализированные проростки из опытного ва-
рианта методами кластерного анализа были разбиты по 

частоте ПМ и встречаемости микроядер на две группы — 
«слабомутабильные» и «мутабильные» (рис. 3). На долю 
«слабомутабильных» проростков приходится 28,6 % (6 
проростков из 21), а на долю «мутабильных» — 71,4% 
(15 проростков из 21). Для «мутабильной» группы про-
ростков характерно высокое количество патологий ми-
тоза (более 5 %) и клеток с микроядрами. Для «слабо-
мутабильных», соответственно, наоборот (частота ПМ 
ниже 4 %, отсутствие или очень малое количество (не 
более 0,3 %) микроядер). 

В контроле все проростки по принятым критериям 
были отнесены в одну группу — «слабомутабильные». 

Таким образом, наличие группы «слабомутабиль-
ных» проростков в семенном потомстве сосны, произ-
растающей на территории со значительной стрессовой 
нагрузкой, свидетельствует о возможности образования 
в потомстве деревьев устойчивых форм и отбора по дан-
ным цитогенетического анализа материнских деревьев, 
продуцирующих устойчивое к неблагоприятным факто-
рам среды («слабомутабильное») семенное потомство. 

Различия между изученными образцами проявились 
не только по частоте, но и по спектру нарушений митоза 
(рис. 4). Микрофотографии наиболее часто встречаю-

Рис. 2. Микроядра в клетках корневой меристемы проростков семян сосны обыкновенной из насаждения в районе 
ОАО «НЛМК» (г. Липецк). Увеличение 10 × 1,5 × 40
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щихся нарушений представлены на рис. 5 и 6. Всего нами 
было выявлено 11 типов патологий митоза, перечень ко-
торых представлен ниже: 1) раннее разделение хроматид 
в профазе и метафазе; 2) фрагменты хромосом в мета-
фазе; 3) отставание хромосом в метакинезе; 4) отстава-
ние хромосом в анафазе; 5) мосты в анафазе и телофазе; 
6) агглютинация (склеивание) хромосом; 7) к-митоз; 8) 
рассеивание хромосом; 9) обособление групп хромо-
сом в метафазе и анафазе; многополюсный митоз; 10) 
микроядра в метафазе, телофазе; 11) сложные наруше-
ния (мост + агглютинация, мост + отставания хромосом, 
мост + обособление группы хромосом и др.). 

В потомстве деревьев сосны обыкновенной, произ-
растающей в районе ОАО «НЛМК», встречались все 11 
типов патологий митоза, тогда как в контроле выявлено 
только 3 типа.

Спектр ПМ у проростков семян сосны из Усманско-
го бора представлен отставаниями хромосом в мета-
кинезе (21,3 %) и анафазе (66,4 %) митоза, мостами в 
ана-телофазе (12,3 %). Преобладающим типом наруше-
ний (66,4 %) является отставание хромосом в анафазе, 
связанное с повреждением хромосом. Такие нарушения 
могли быть следствием спонтанного мутационного про-
цесса в результате флуктуации погодных факторов или 

Рис. 4. Спектр патологий митоза (Пм) в потомстве деревьев сосны обыкновенной из Усманского бора (с. Ступино) 
и района ОАО «НЛМК». По оси ординат — частота встречаемости клеток с ПМ, %; по оси абсцисс — типы 
патологий митоза (расшифровка типов патологий митоза представлена в тексте)

Рис. 3. Дендрограмма кластерных расстояний между проростками семян сосны обыкновенной, произрастающих на 
опытной территории. По оси ординат — кластерные расстояния, по оси абсцисс — номера проростков
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Рис. 5. Типы патологий митоза, встречающиеся у семенного потомства сосны обыкновенной, произрастающей на антро-
погенно загрязненной территории: А, Б — раннее разделение хроматид и фрагменты хромосом в прометафазе; В — 
обособление группы хромосом в метафазе; Г — отставание хромосом в анафазе; Д–З — различные типы мостов 
в анафазе; И — фрагменты хромосом в анафазе; К — обособление группы хромосом в анафазе (многополюсный 
митоз); Л — микроядро в анафазе; Ж, М–Р — сложные нарушения: мост + разорванный мост + отставание 
хромосом в анафазе (Ж), мосты + агглютинация хромосом в ана-телофазе (М), разорванный мост + отставший 
фрагмент хромосомы + микроядро в анафазе (Н), мост с двумя фрагментами в анафазе (О), мост + агглютинация 
хромосом + микроядра в телофазе (П), мост + множество микроядер в телофазе (Р); С–У — цитомиксис в клет-
ках корневой меристемы; Ф — амитозоподобное деление клетки. Увеличение 10 × 1,5 × 40
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действия вторичных метаболитов, образующихся в ходе 
нормальных метаболических процессов в организме, ко-
торые в большинстве случаев исправляются репараци-
онными системами клетки.

Спектр ПМ у проростков семян сосны из района 
ОАО «НЛМК» был представлен как патологиями, свя-
занными с повреждением хромосом (раннее разделение 
хроматид в профазе, фрагменты хромосом в профазе и 
метафазе; мосты в анафазе и телофазе; отставание хро-
мосом в метакинезе и анафазе-телофазе, большая часть 
из которых способна дать начало микроядрам), так и ве-
ретенами деления (рассеивание хромосом в метафазе, 
к-митоз). Обнаруженные нарушения могут привести к 
неравномерному распределению хромосом между дочер-
ними клетками, потере генетического материала, воз-
никновению анеуплоидии и нарастанию гетерогенности 
клеточных популяций (Казанцева, 1981).

Преобладающим типом аномалий в клетках пророст-
ков семян, собранных в районе ОАО «НЛМК» являются 
простые и сложные мосты, мосты с фрагментами и ми-
кроядрами, разорванные мосты и фрагменты в анафазе 
и телофазе (5 тип), которые в сумме составили 47,2 %. 
Их преобладание в общем спектре свидетельствует о по-
вышении уровня мутационного процесса (хромосомных 
перестроек) на антропогенно загрязненной территории. 
С другой стороны, присутствие мостов, по мнению неко-
торых авторов (Акопян, 1967; Симаков, 1983) отражает 
возрастание репарационных способностей объектов и 
возможную их адаптацию к стрессовому воздействию. 
Кроме того, существенную долю в общем спектре 
(16,5 %) занимают сложные нарушения, включающие 
множественные ПМ: мост + агглютинация, мост + от-
ставание хромосом, мост + обособление группы хро-
мосом и др. (рис. 5). Присутствие в анафазе одиночных 
фрагментов свидетельствует о делециях хроматидного 
типа, парных — хромосомного. Мосты с фрагментами 
образуются при асимметричных транслокациях (Бочков 

Рис. 6. Апоптоз клеток корневой меристемы проростков сосны обыкновенной, произрастающей в районе ОАО 
«НЛМК»: 1, 2 — фрагментация ядер; 3 — апоптотические тельца. Увеличение 10 × 1,5 × 40

и др., 1972; Муратова, Седельникова, 2004). Среди ПМ 
отмечены как совместимые, так и несовместимые с жиз-
нью (хромосомные повреждения «жесткого» типа) на-
рушения митоза, отсутствующие в контроле, — агглю-
тинация хромосом в метафазе и анафазе митоза (4,6 %), 
множественные (сложные) ПМ, цитомиксис, амитоз, 
микроядра. 

Известно, что даже у организмов, существующих в 
оптимальных условиях, спонтанно возникают клетки, не-
сущие различные хромосомные изменения, хотя частота 
и спектр таких нарушений обычно невелики. В норме 
клетки, имеющие несбалансированные хромосомные 
изменения, элиминируются из клеточной популяции, 
большая часть нарушений в структуре ДНК репарирует-
ся (Захаров, Кларк, 1995). В то же время считают, что 
у каждого вида система репарации защищает геном до 
определенного уровня воздействия мутагенного фактора 
(Шафикова, Калашник, 2000). По достижении крити-
ческих нагрузок защитные механизмы клетки не могут 
устранить повреждающее действие мутагенов, что, по-
видимому, происходит в клетках семенного потомства со-
сны, испытывающего длительный антропогенный прес-
синг в районе ОАО «НЛМК».

В качестве ответной реакции на стресс также можно 
рассматривать появление амитозоподобных и апоптотиче-
ских клеток и ядер (рис. 5, 6) у проростков клеток сосны 
обыкновенной из района ОАО «НЛМК». Амитозоподобное 
деление представляет собой замещение митоза, который 
становится неэффективным из-за большого количества на-
рушений, на простой, прямой способ деления. Данное яв-
ление ранее описывалось в недифференцированных тканях 
при сильных стрессовых воздействиях, например при воз-
действии радиации (Butorina, Evstratov, 1996). 

В опытном варианте также отмечено появление группы 
апоптотических клеток (как проявление работы генетиче-
ской программы самоликвидации отдельных патологиче-
ски измененных нежизнеспособных клеток), характеризу-
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ющихся сжатием (пикнозом) хроматина, фрагментацией 
ядра и самой клетки (формированием апоптотических те-
лец с уплотненным хроматином) (рис. 6).

Известно, что апоптоз — генетически запрограммиро-
ванная смерть клетки, является естественным биологиче-
ским процессом, избавляющим многоклеточный организм 
от ослабленных, постаревших или поврежденных клеток, 
запускаемым специфическими внешними или внутрикле-
точными сигналами. Это могут быть неспецифические 
факторы, такие как температура, токсические агенты, 
оксиданты, свободные радикалы, гамма- и УФ-излучение, 
бактериальные токсины и др. (Уманский, 1996; Манских, 
2007 и др.). Апоптозу обычно подвергаются отдельные 
клетки или небольшие группы клеток из тканевой популя-
ции, без развития воспалительных реакций. Апоптоз про-
исходит быстро (в течение 15–120 минут), что затрудня-
ет его цитологическое выявление. При увеличении дозы 
соответствующего агента развивается некроз клетки — 
нерегулируемая смерть большой группы клеток, сопро-
вождающаяся развитием воспалительной реакции. Выра-
женный характер цитологического проявления апоптоза у 
отдельных проростков семян из района ОАО «НЛМК» и 
отсутствие у них некроза, по-видимому, свидетельствует о 
том, что повреждающее воздействие экзогенных токсиче-
ских агентов существенно, но еще находится под контро-
лем систем репарации и не достигло пороговых величин 
для развития митотической катастрофы и некроза.

Согласно шкале, разработанной Захаровым с со-
трудниками (2000), позволяющей судить о степени за-
грязнения района по уровню ПМ, можно сделать вывод 
о высокой степени загрязнения района ОАО «НЛМК», а 
также достаточно высокой степени генетического риска 
для людей в исследованном районе. 

Ранее было установлено, что из цитогенетических ха-
рактеристик наиболее чувствительным критерием мони-

Рис. 7. Распределение ядрышек по их числу в интерфазных 
клетках корневой меристемы проростков деревьев 
сосны обыкновенной из Усманского бора (с. Сту-
пино) и района ОАО «НЛМК» за 2006, 2007 гг. По 
оси ординат — частота встречаемости клеток с n 
ядрышками, %; по оси абсцисс — число ядрышек 
в ядре

торинга являются ядрышковые показатели клеток, так 
как изменение активности ядрышкообразующих райо-
нов происходит при пороговых воздействиях мутагенов 
(Архипчук, 1995). Ядрышковая активность у сосны спо-
собна изменяться в широких пределах, что проявляется 
в присутствии в клетках от 1 до 12 ядрышек. Причем ко-
личество ядрышек возрастает в экстремальных условиях 
(Буторина и др., 2000; Муратова, Седельникова, 2004).

Результаты изучения количества ядрышек в ядрах 
интерфазных клеток корневой меристемы проростков 
деревьев из различных мест произрастания представ-
лены на рисунке 7. В контрольном варианте (Усманский 
бор) преобладают клетки с 4–6 ядрышками (с макси-
мумом — клетки с 5 ядрышками), что является нормой 
для сосны обыкновенной (Буторина и др., 2001) и сви-
детельствует о преобладающей активности ядрышковых 
организаторов двух-трех пар хромосом. 

В семенном потомстве деревьев из экологически не-
благоприятного района (район ОАО «НЛМК») преобла-
дают клетки с 5–7 ядрышками в клетке (с максимумом 
клеток с 6 ядрышками). Причем в потомстве деревьев 
из этого района существенно возрастает число клеток с 
максимальным количеством ядрышек (10–11 ядрышка-
ми в ядре) по сравнению с контролем (рис. 8). Увеличе-
ние ЯА в районе ОАО «НЛМК» может быть еще одним 
показателем того, что деревья испытывают антропоген-
ную нагрузку, а также усиления метаболической актив-
ности в стрессовых условиях (активации генов рРНК, 
рибосом, а также белков) (Калашник и др., 1999) как 
регуляторного механизма, способствующего усилению 
белкового метаболизма у деревьев с повышенной часто-
той патологий митоза. 

Таким образом, на основании проведенных иссле-
дований мы можем говорить, что в потомстве деревьев 
сосны, произрастающих в районе ОАО «НЛМК», про-

Рис. 8. Частота встречаемости клеток с 10–12 ядрышка-
ми в ядре в потомстве деревьев сосны обыкновен-
ной из Усманского бора (с. Ступино) и района ОАО 
«НЛМК». Обозначения: * — различия с контро-
лем (Усманский бор) достоверны (Р < 0,001).
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исходит существенное изменение цитогенетических по-
казателей (возрастают частота и спектр патологий ми-
тоза, ядрышковая активность, уровень встречаемости 
микроядер, происходит ингибирование митотической ак-
тивности) по сравнению с контролем. Отмечено появле-
ние специфических повреждений хромосом (значитель-
ное преобладание в общем спектре простых и сложных 
мостов, появление амитозоподобных и апоптотических 
клеток и ядер, агглютинация хромосом), отсутствующих 
в контроле (Усманский бор). Это может быть связано с 
интегральными эффектами воздействия загрязнителей 
данного района. Существенно расширяется в этом слу-
чае и размах вариабельности изученных цитогенетиче-
ских показателей. Полученные данные свидетельствуют 
о высокой генотоксичности загрязнителей среды в райо-
не ОАО «НЛМК», а также о повышении уровня мута-
бильности и генетической неоднородности семенного 
потомства. Наличие группы «слабомутабильных» про-
ростков в семенном потомстве сосны, произрастающей 
на территории со значительной стрессовой нагрузкой, 
свидетельствует о возможности образования в потомстве 
деревьев устойчивых форм. Поэтому на основе изучения 
цитогенетической изменчивости семенного потомства 
отдельных деревьев можно отобрать генотипы, дающие 
устойчивое к неблагоприятным факторам среды («сла-
бомутабильное») семенное потомство, представляющее 
ценность для создания защитных насаждений в зонах с 
повышенной антропогенной нагрузкой. Наиболее мута-
бильные формы проростков могут представлять интерес 
для мутационной селекции. Опираясь на проведенные 
исследования, можно предположить, что цитогенетиче-
скими механизмами адаптации сосны обыкновенной к 
антропогенному загрязнению в районе ОАО «НЛМК» 
могут быть усиление метаболических процессов клетки 
за счет увеличения числа клеток с максимальным количе-
ством ядрышек (10–12) в ядре, снижение митотической 
активности (что может обеспечить дополнительное вре-
мя для репарации повреждений хромосомного материала 
при переходе клеток через точки проверки «checkpoint» 
клеточного цикла), преобладание в общем спектре нару-
шений митоза мостов (что может быть цитологическим 
показателем усиления репаративных процессов в клет-
ках корневой меристемы). Это согласуется с данными 
других авторов, полученными на сосне обыкновенной 
(Буторина и др., 2000; Сенькевич, 2007). В числе при-
способительных реакций сосны к стрессовым факторам 
в условиях антропогенного загрязнения, по-видимому, 
можно рассматривать и появление группы апоптотиче-
ских клеток как проявления работы генетической про-
граммы самоликвидации патологически измененных не-
жизнеспособных клеток.

Работа выполнена при частичной финансо-
вой поддержке по государственному контракту 
№ 02.512.11.2130 от 25 июня 2007 г., заключенного в 
рамках Федеральной целевой программы «Клеточные 

технологии» и гранту Президента РФ для поддержки 
молодых российских ученых и ведущих научных школ 
(грант МК-3481.2007.4).
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Cytogenetic response of seed progeny of scots pine to 
combined anthropogenic pollution in the area of Novolipetsk 
metallurgical combine 

O. S. Mashkina, V. N. Kalaev, L. S. Muraya,  
E. S. Lelikova

` Summary: The comparative estimation of variability cytogenetic 

parameters at seed progeny of pine ordinary from ecologically 

favorable and from industrial (Novolipetsk metallurgical combine — 

«NLmK») regions is carried out. It is established, that in progeny 

of pine trees growing in territory of «NLmK» there is an essential 

change of cytogenetic parameters in comparison with the control. 

It has been revealed that among seed progeny there are «mutable» 

and «low-mutable» forms. Questions of adaptation of seed progeny 

of pine ordinary trees to stressful factors at cellular and sub cellular 

levels are discussed.

` KEy wordS: combined anthropogenic pollution; mitosis; mitotic 

activity; pathology of mitosis; nucleoli characteristics; Scots pine.
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