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под действием холинотропных 
препаратов. Наиболее 
чувствительный критерий — 
компактность, устойчивый 
к стрессовому воздействию — яо. 
Выявлены противоположные 
цитогенетические эффекты 
атропина и пилокарпина — 
в период с 24 до 72 ч. при действии 
холиноблокатора (атропина) 
функциональная активность 
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ ПОЛИТЕННЫХ 
ХРОМОСОМ cHIRoNomuS (dIptERA) ПОД ВЛИЯНИЕМ
ХОЛИНОТРОПНЫХ ПРЕПАРАТОВ АТРОПИНА 
И ПИЛОКАРПИНА

ВВедение

Холинотропные препараты пилокарпин и атропин оказывают противо-
положное влияние на вегетативную нервную систему и секреторную актив-
ность желез человека и животных: м-холиномиметик пилокарпин стимулирует 
секреторную деятельность, а м-холиноблокатор атропин ее угнетает (Levin, 
1992; Busch, Borda, 2007). В связи с широким применением в медицине нейро-
тропных лекарственных препаратов, воздействующих на мускариновые холи-
нореактивные системы, остается актуальным изучение их влияния на клеточ-
ном и субклеточном уровнях. Так, исследования рецепторной избирательности 
действия холинопозитивных и холинонегативных соединений на гидробионтах 
Daphnia magna, сопоставленные с результатами исследований, выполнен-
ных на крысах, позволили рекомендовать дафний в качестве альтернативного 
тест-объекта (Тонкопий и др., 1999; Подосиновикова и др., 2002). Анализи-
ровали молекулярные механизмы действия ненейронального ацетилхолина на 
клетку и иммунотропные эффекты антагонистов мускариновых рецепторов в 
профилактике водоиммерсионного стресса у мышей (Нежинская и др., 2006, 
2008  б); выявлена ведущая роль холинергических механизмов в фармаколо-
гических эффектах подавления шоковой реакции (Нежинская и др., 2008 а).

Индикатором воздействия на молекулярно-генетическом уровне являются 
изменения функциональной активности интерфазных хромосом эукариотиче-
ских организмов (Тимошевский, Назаренко, 2005). Удобным модельным объ-
ектом служат политенные хромосомы (ПХ) клеток слюнных желез личинок 
двукрылых насекомых — хирономид (Жимулёв, 1992, 1994; Кикнадзе и др., 
1996; Петрова, Клишко, 2001). Так, в рамках сравнительно недавно возник-
шего научного направления «экологической» кариологии, изучающей реак-
цию генома эукариот на воздействие экологических факторов, проводятся 
исследования изменений структуры и функциональной активности ПХ, как в 
природных популяциях, так и в лабораторных условиях (обзор по: Полуконо-
ва, Фёдорова, 2006). Существующие данные о пуфинге, как достаточном усло-
вии для синтеза РНК, позволяют проводить оценку функциональной активно-
сти по размерам активных районов при обычной этилорсеиновой окраске. Так, 
даже при проведении мечения 3Н-уридином свечение может и не наблюдаться, 
в то время как транскрипция активно идет (Beermann, 1966), что связано с 
отсутствием превращения экзогенного 3Н-уридина в нуклеозид трифосфаты 
из-за их большого пула, уже накопленного клеткой (Beermann, 1966; Жиму-
лёв, 1994). 

Наличие м-холинергической нейромедиации у Chironomidae (Beauvais et 
al., 1999; Turberg et al., 1999) делает ядерный аппарат клеток слюнных желез, 
высокочувствительных к воздействию холинотропных препаратов, уникаль-
ным объектом для изучения их влияния на активность специфических участков 
ПХ. Было показано, что под действием пилокарпина секрет из слюнных желез 
хирономид полностью выводился; во время восстановления секреции слюн-
ных желез Сhironomus thummi (= Ch. riparius) и Camptochironomus tentans 
после снятия влияния пилокарпина увеличивалась активность пуфов и колец 
Бальбиани (кб) хромосомы IV, что также подтверждалось увеличением вклю-
ченного 3Н-уридина в 15 раз (Beermann, 1973; Clever et al., 1969; Валеева, 
1975; Mähr et al., 1980; Stockert, 1990). 
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Фармакологической особенностью атропина, как холи-
ноблокатора, служит способность, наоборот блокировать 
м-холинорецепторы, его введение в организм сопровожда-
лось уменьшением секреции слюнных желез (Grossbach, 
1977).

Динамику и сравнение активности ПХ под действием 
холинотропных препаратов-антагонистов ранее не изучали. 
Между тем, такие исследования необходимы для установ-
ления и прогнозирования ответной реакции генетического 
аппарата эукариотических организмов в целом на воздей-
ствие холинотропных препаратов в связи с их широким 
применением в современной практической медицине.

ЦеЛЬ иССЛедОВАниЯ

Сопоставление цитогенетических эффектов холинотроп-
ных препаратов на основе сравнительного анализа измене-
ния функциональной активности ПХ личинок Chironomus 
plumosus под действием атропина и пилокарпина in vivo.

МеТОдикА

В качестве испытуемого объекта использованы личин-
ки IV возраста и 7 фазы зрелости Ch. plumosus, собран-
ные из природного водоёма Саратовской области в 1 де-
каде марта 2007 г. Возраст и фазу личинок устанавливали 
по таблице Н. Б. Ильинской, М. С. Иордана (Ильинская, 
Иордан, 1975). 

Личинки были адаптированы в течение суток к лабора-
торным условиям. Выбор такого периода адаптации личи-
нок был обусловлен тем, что у зимующих, диапазирующих 
личинок Сh. plumosus уже через 60 мин. при повышении 
температуры до 5–10 º С индуцируется ряд пуфов, что мо-
жет свидетельствовать об определенном уровне активно-
сти хромосом (Ильинская, Мартынова, 1978; Ильинская, 
1981). Эксперименты проводили в пластиковых ёмкостях 
объёмом 250 мл при комнатной температуре в статиче-
ских условиях, без субстрата (для того, чтобы избежать 

адсорбции препарата на частицах ила), в отстоянной во-
допроводной воде при pH = 7 (РД 52.24.635-2002). Экс-
позиция влияния холинотропных препаратов на личинок 
составляла от 12 до 72 ч, что соответствовало острому 
периоду воздействия, поэтому кормление животных не 
осуществляли. 

Величины LC50 определены методом пробит-анализа 
(Коросов, Калинкина, 2003) и аналитическим экспресс-
методом (Фрумин, 1991). В эксперименте для выявления ци-
тогенетических эффектов при интоксикации атропином ис-
пользовали концентрации, лежащие в диапазоне 0,1–1 мг/
мл, пилокарпином — 0,5–5 мг/мл. При каждой экспозиции 
и концентрации исследовали 10 личинок (по 10 клеток слюн-
ных желёз от каждой личинки). Всего исследовано около 480 
личинок хирономид, из которых 80 — составили контроль-
ную группу, а 400 — были подвергнуты воздействию холи-
нотропных препаратов. Препаративная форма анализируе-
мых лекарственных веществ — атропина сульфат (ФГУП 
Московский эндокринный завод, Россия), и пилокарпина 
гидрохлорид (Ферейн, Россия).

Сразу после окончания эксперимента личинок фиксиро-
вали в спирт-уксусной смеси (96 % этанол, ледяная уксусная 
кислота, 3 : 1). Препараты ПХ готовили по этилоорсеиновой 
методике (Дёмин, 1989). Временные препараты ПХ анали-
зировали с помощью светового микроскопа «Люмипам» 
при увеличении 7 × 60. Фотографии хромосом получали при 
помощи микрофотонасадки к микроскопу Axiostar. Состав-
лена фототека, включающая фотографии цитогенетических 
эффектов из каждого проведенного эксперимента.

В качестве морфологических критериев функ-
циональной активности ПХ выбраны три типа их 
активных районов: ЯО — локус хромосомы, локали-
зован — в отделе 2 хромосомы IV; КБ — локусы, ло-
кализованные, согласно классификации Ф. Л. Мак-
симовой (1976) в 16 районе плеча В хромосомы I, в 
7 и 8 отделах хромосомы IV; и пуф в 21 районе хро-
мосомы I. При количественной оценке функциональ-
ной активности ПХ использованы индексы (табл. 1), 

Индекс
Расчет индекса для Ch. plumosus

Авторы, предложившие 
индексНазвание Обозначение

Индекс компактности 
хромосомы III

CR *
Отношение абсолютной длины плеча Е к ширине 

центромеры
Ильинская, 1989, 

1990
Коэффициент активности 
(кА) ЯО хромосомы IV  

NOR *
Отношение максимального диаметра ядрышка к ширине 

интактного района 6 хромосомы IV
Stockert, 1990 

КА КБ1 хромосомы IV  BR1GR *
Отношение максимального диаметра КБ1 к ширине 

интактного района 6 хромосомы IV
Лычёв, 1968 

КА КБ2 хромосомы IV BR2GR *
Отношение максимального диаметра КБ2 к ширине 

интактного района 6 хромосомы IV
Лычёв, 1968 

КА КБ плеча В хромосомы I BRВR *
Отношение максимального диаметра КБ плеча В к ширине 

интактного района 17 того же плеча хромосомы I
Лычёв, 1968 

КА видоспецифичного пуфа 
плеча В хромосомы I

PBR * 
Отношение максимального диаметра пуфа 21 района 

плеча В к ширине интактного диска 21 
Лычёв, 1968 

* — индексы, обозначения для которых предложены нами.

Таблица 1 
Показатели функциональной активности политенных хромосом двукрылых насекомых
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надежность применения которых определяется их 
независимостью от абсолютных размеров хромосом. 
Активность ПХ Ch. plumosus оценивали по установ-
ленным пределам значений индекса компактности 
(Cr) от 5,7 ± 0,1 до 10,3 ± 0,1: уменьшение значения 
CR — ниже 5,7 ± 0,1, а также его увеличение выше 
10,3 ± 0,1, согласно Н. Б. Ильинской (Ильинская, 
1989), свидетельствовали о снижении функциональ-
ной активности ПХ. При сравнении индексов экс-
периментальные данные были нормированы на кон-
троль (значения в контрольной группе были приняты 
за единицу).

Статистический анализ проводили в среде специа-
лизированных пакетов Excel и Statistiсa 6. Для оценки 
статистической значимости различий между значениями 
морфометрических показателей в контрольной выборке 
и при воздействии разных концентраций лекарственных 

препаратов использовали однофакторный дисперсион-
ный анализ при р ≤ 0,05 (табл. 2).

РеЗУЛЬТАТЫ

Изменение функциональной активности хро-
мосом по индексу компактности и индексу актив-
ности ЯО. Функциональная активность ПХ по индек-
су компактности (CR) под влиянием атропина была 
резко повышена к 12 ч (изменение значения индекса 
компактности обратно пропорционально изменению 
функциональной активности ПХ). Через 24 ч после на-
чала воздействия разными концентрациями атропина 
активность понижалась — отмечалась или тенденция 
к ее восстановлению до состояния в контроле, или ее 
восстановление. К 48 ч. активность ПХ вновь возрас-
тала при действии концентраций 0,1 мг/мл, 0,2 мг/мл 

Препарат Атропин, мг/мл Пилокарпин, мг/мл 

Индекс Время,ч 0,10 0,13 0,20 0,40 1,00 0,50 0,67 1,00 2,00 5,00

К/Е

12 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,30 < 0,01

24 0,54 < 0,01 0,03 < 0,01 0,41 0,48 0,89 0,05 0,39 0,05

48 < 0,01 0,62 < 0,01 0,75 0,04 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,05 < 0,01

72 < 0,01 0,05 < 0,01 0,15 0,05 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 —

Кn

12 0,05 0,81 0,51 0,08 0,18 0,03 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

24 0,10 0,01 0,30 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,02 0,41 < 0,01 < 0,01

48 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,19 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,19

72 0,55 < 0,01 0,05 0,05 0,98 0,54 0,76 0,14 0,18 —

BRRB

12 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,17 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

24 < 0,01 0,04 0,27 0,82 0,09 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

48 0,26 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

72 0,61 0,14 < 0,01 < 0,01 0,03 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,33 —

BRR1G

12 0,12 0,51 0,05 < 0,01 0,33 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

24 0,43 0,22 0,04 0,08 0,90 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

48 0,09 < 0,01 < 0,01 0,25 < 0,01 0,45 0,90 0,03 0,64 0,05

72 < 0,01 < 0,01 0,09 < 0,01 0,04 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 —

BRR2G

12 0,23 0,93 0,41 < 0,01 0,02 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,33

24 0,02 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,13

48 0,28 < 0,01 0,70 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

72 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,05 0,50 0,76 —

SSPB

12 0,30 0,53 0,04 < 0,01 0,32 0,05 0,23 0,01 0,40 0,93

24 < 0,01 0,96 0,20 0,48 0,01 0,10 0,71 0,52 0,18 < 0,01

48 0,01 0,58 0,35 0,56 0,21 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

72 0,59 0,77 0,41 0,78 0,14 < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

Таблица 2 
значения вероятности статистически достоверных различий контрольных и опытных результатов



МУТАГЕНЕЗ И КАНЦЕРОГЕНЕЗ

` экологическая генетика     ТОМ VII   № 3   2009 ISSN 1811–0932

47

и 1 мг/мл или не отличалась от контроля — при других 
концентрациях. К 72 ч. — при действии большинства 
концентраций атропина наблюдалось снижение ак-
тивности не только до состояния контроля, но и ниже 
(рис. 1, I). 

Функциональная активность ПХ по индексу ком-
пактности под влиянием большинства концентраций 
пилокарпина к 12 ч. резко снизилась. Через 24 ч. по-
сле начала воздействия большинства концентраций 
активность восстанавливалась до состояния контро-
ля. С 24 до 72 ч. отмечалась устойчивая тенденция 
повышения активности по сравнению с контролем 
(рис. 1, II). 

Активность ЯО под влиянием разных концентра-
ций атропина к 12 ч. была снижена или не отличалась 
от состояния в контроле. К 24 и 48 ч. наблюдалось сни-
жение активности ЯО при действии большинства кон-
центраций. Тенденция к восстановлению наблюдалась 
к 72 ч. при большинстве концентраций, а восстановле-
ние — при действии концентраций 0,1 мг/мл и 1 мг/мл 
(рис. 2, I). 

Активность ЯО под влиянием большинства концен-
траций пилокарпина к 12 ч. резко повышалась, остава-
ясь повышенной до 48 ч., после чего плавно снижалась 
и к 72 ч. — восстанавливалась до состояния в контроле 
(рис. 2, II).

Изменение активности колец Бальбиани хро-
мосомных плеч В и G и пуфа плеча В. Активность КБВ 
при действии большинства концентраций атропина 
с 12 до 72 ч. экспозиции по сравнению с контролем 
снижалась, восстанавливаясь до состояния в контроле 
только при влиянии концентраций 0,2 мг/мл, 0,4 мг/
мл и 1 мг/мл к 24 ч., 0,1 мг/мл — к 48 ч. и 0,1 мг/
мл и 0,13 мг/мл — к 72 ч. после начала воздействия 
(рис. 3, I). 

В то время как при действии пилокарпина активность 
участка с 12 до 72 ч. экспозиции по сравнению с контро-
лем повышалась, восстанавливаясь до состояния в кон-
троле только при влиянии 0,2 мг/мл к 72 ч. после начала 
воздействия (рис. 3, II). 

Изменения активности КБ1G и КБ2G при действии 
большинства концентраций атропина с 12 до 72 ч. экспо-
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Рис. 1. Изменение функциональной активности ПХ по индексу компактности под влиянием: I — атропина, II — 
пилокарпина
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Рис. 2. Изменение активности ЯО под влиянием: I — атропина, II — пилокарпина.
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Рис. 3. Изменение активности КБв под влиянием: I — атропина, II — пилокарпина.
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зиции были неоднозначны и разбалансированы, в целом 
отражая тенденцию подавления активности участков. 
В то время как при действии пилокарпина, активность 
КБ1G и КБ2G в целом повышалась, восстанавливаясь до 
состояния в контроле для КБ1G к 48 ч., для КБ2G — к 72 ч. 
после начала воздействия.

Активность пуфа плеча В к 12 ч. при влиянии разных 
концентраций атропина повышалась или достоверно не 
различалась с контролем. К 24 ч. при действии разных 
концентраций атропина активность пуфа по сравнению 
с контролем снижалась, восстанавливаясь до состоя-
ния в контроле при действии концентраций 0,13 мг/мл, 
0,2 мг/мл и 0,4 мг/мл. С 24 до 72 ч. экспозиции актив-
ность пуфа, в целом, достоверно не отличалась от кон-
троля (рис. 4, I). 

Активность пуфа к 12 ч. при влиянии разных концен-
траций пилокарпина снижалась или восстанавливалась 
до контроля, этот характер изменений активности участ-
ка сохранялся до 24 ч. экспозиции. С 24 до 72 ч. экспо-
зиции при действии большинства концентраций пило-
карпина отмечалась устойчивая тенденция к снижению 
активности (рис. 4, II).

ОБСУЖдение

Динамика функциональной активности ПХ во 
многом зависит от внутриклеточных репаративных 
процессов, связана с функциональной значимостью 
маркерного участка ПХ и продолжительностью вре-
мени восстановления его активности. В зависимости 
от функциональной роли участков ранее выделены две 
группы показателей активности ПХ: «общих» и «спец-
ифических функций» (Жимулёв, 1994). К показателям 
«общих функций» относится работа ЯО, участвующе-
го в поддержании клеточного гомеостаза (Зацепина, 
2007), и компактность хромосом (Ильинская, 1990), 
универсальность использования которых определя-
ется возможностью их анализа в большинстве клеток 
эукариотических организмов. Активность ЯО в мо-
мент первичного отклика при действии атропина сни-
жается, пилокарпина — возрастает. При увеличении 
продолжительности влияния как атропина, так и пило-
карпина происходит восстановление активности ЯО до 
состояния в контроле, что в целом характеризует этот 
участок как устойчивый к стрессовому воздействию. 
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Рис. 4. Изменение активности пуфа плеча В под влиянием I — атропина, II — пилокарпина
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Снижение функциональной активности ПХ по ин-
дексу компактности под действием атропина было 
выявлено к 72 ч. воздействия. В момент первичного 
отклика (к 12 ч.) наблюдался прямо противополож-
ный эффект — резкое повышение активности, сви-
детельствующее о включении краткосрочных меха-
низмов клеточной гиперкомпенсации, недостаточных 
для сохранения гомеостаза при продолжительном воз-
действии. При действии пилокарпина характер изме-
нений активности ПХ был прямо противоположным: 
в момент первичного отклика происходило ее резкое 
снижение, повышение же функциональной активности 
отмечалось к 72 ч. Поэтому изменение компактности 
ПХ можно считать одним из наиболее чувствительных 
показателей отклика ядерного хромосомного материа-
ла на воздействие.

К участкам, отражающим специфические функ-
ции, а именно выработку секрета слюнными желе-
зами, относятся КБ, характерные для клеток ряда 
органов двукрылых насекомых (Кикнадзе, 1972; Жи-
мулёв, 1992). Изменение активности КБВ при воз-
действии как атропина, так и пилокарпина и КБ1G, 
КБ2G при воздействии пилокарпина, в целом, адек-
ватно фармакологическим особенностям действия 
этих лекарственных препаратов. Так, при влиянии 
атропина, подавляющего секреторную активность 
слюнных желёз, отмечается угнетение работы КБ — 
как участков ПХ, участвующих в синтезе тканеспе-
цифических гликозилированных белков секрета. 
При влиянии пилокарпина, стимулирующего про-
цесс секреции, активность КБ, напротив, возраста-
ет. Характер изменения активности КБ коррелирует 
с реакцией ЯО в ответ на воздействие холинотроп-
ных препаратов.

Изменение активности пуфа плеча В в диапазоне ис-
следованных концентраций атропина, не вызывающего 
летальный эффект у личинок Ch. plumosus, незначи-
тельно нарушалось относительно контрольного состоя-
ния в момент первичного отклика, в отличие от действия 
пилокарпина. Под влиянием пилокарпина, вызывающе-
го летальный эффект у подопытных личинок, при уве-
личении экспозиции равновесие смещалось в сторону 
снижения активности. Неадекватная реакция такого се-
креторного участка ПХ, как пуфа плеча В, может свиде-
тельствовать о токсичности препарата на молекулярно-
генетическом уровне.
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Chironomus (diptera) polytene chromosomes 
functional activity under the influence  
of cholinotropic preparations  

I. A. Fyodorova, N. V. Polukonova, K. N. Dvoretsky, 
S. I. Bogoslovskaya

` Summary: morphometric analysis of nucleolar organizer (No), 

Balbiani rings (Br) — BrB, Br1G, Br2G, chromosome I arm puff B, 

chromosomes compactness activity change under the influence of 

cholinotropic preparations was carried out. most sensitive criterion — 

chromosomes compactness is, most stable under the influence of 

stress — No is. atropine and pilocarpine antagonistic effect on the 

polytene chromosomes (PC) sites activity pilocarpine manifested 



` экологическая генетика     ТОМ VII   № 3   2009 ISSN 1811–0932

МУТАГЕНЕЗ И КАНЦЕРОГЕНЕЗ52

itself in functional activity and restoration period duration change: on 

cholinoblocker effect activity decreased, while on cholinomimetic effect 

activity increased. 

` KEy wordS: functional activity; polytene chromosomes; compactness; 

nucleolar organizer; Balbiani rings; Chironomus plumosus; cholinotropic 

preparations; atropine; pilocarpine.
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