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 ❀ Для изучения влияния бисфенола А (БФА), широко применяемого при изготовлении разнообразных пластмасс, на эпиге-
нетический статус эмбрионов мыши раннего срока развития было исследовано изменение уровня метилирования ДНК in situ. 
В работе in vivo беременным мышам однократно интраперитонеально вводили умеренную дозу БФА (0,8 мг на животное) 
и в препаратах клеток, полученных из четырехдневных зародышей, оценивали уровень метилирования ДНК по уровню флуо-
ресценции антител к 5-метилцитозину (5-MeC). Было установлено, что воздействие БФА в пренатальный период вызывает 
в клетках эмбрионов мыши эпигенетические модификации, сопровождающиеся снижением уровня метилирования ДНК, при 
этом наблюдается также снижение количества клеток в зародышах. Культивирование одно-двухклеточных зародышей с БФА 
(50 и 100 мкМ) до стадии бластоцисты вызывало дозозависимое снижение уровня метилирования, и, так же как и в исследо-
ваниях in vivo, оно сопровождалось торможением дробления клеток. У зародышей 9-го дня развития, то есть в период раннего 
органогенеза, наблюдалось небольшое увеличение уровня метилирования ДНК. Таким образом, полученные данные указы-
вают на то, что доимплантационное развитие является высокочувствительным периодом к воздействию БФА, что, наиболее 
вероятно, обусловлено активными процессами перепрограммирования, связанными в первую очередь с метилированием ДНК 
как всего генома, так и отдельных генов.

 ❀ Ключевые слова: зародыши мыши; бисфенол А in vivo и in vitro; иммунофлуоресценция CpG-сайтов in situ; метилирова-
ние ДНК.

DNA METHYLATION IN EARLY MICE EMBRYOGENESIS UNDER THE INFLUENCE 
OF BISPHENOL A

 © E.M. Noniashvili 1, N.A. Grudinina 1, M.E. Kustova 1, V.T. Tran 2, I.O. Suchkova 1,  L.I. Pavlinova   1, L.K. Sasina 1, 
N.I. Dergacheva 1, G.A. Sofronov 1, E.L. Patkin 1

1 Institute of Experimental Medicine RAS, Saint Petersburg, Russia;
2 Voronezh State University, Voronezh, Russia;
3 Russia-Vietnam research and technological centre, Hanoi, Vietnam

For citation: Noniashvili EM, Grudinina NA, Kustova ME, et al. DNA methylation in early mice embryogenesis under the influence of bisphenol A. Ecologi-
cal genetics. 2017;15(3):42-53. doi: 10.17816/ecogen15342-53.

Received: 27.05.2017 Accepted: 08.09.2017

 ❀ Background. Nonsteroid estrogen – bisphenol A (BPA) can have a detrimental effect on human health, and therefore poses a poten-
tial threat to humans. The critical window for the effect of BPA is the time of early development of the embryo, especially during the ac-
tivation of the embryonic genome during development to the stage of blastocyst. Therefore, it is especially important to understand how 
DNA methylation is modified in embryos of the earliest developmental period under the influence of BPA. Materials and methods. Mice 
hybrids F1 (CBAXC57BL) were once administered 0, 8 mg of BPA per mouse and the level of DNA methylation was estimated by de-
tection the fluorescence of antibodies against 5-MeC in nuclei of GD3 and GD9 embryos. In other series, the level of DNA methylation 
and the rate of blastocyst development were estimated following cultivation of one- and two cells embryos in the presence of BPA (50 or 
100 μM) during 72-96 hours in vitro. Results. BPA exposure induced the decrease of the level of DNA methylation in GD3embryos 
received toxicant in utero, the amount of blastomeres in these embryos was decreased too. The level of DNA methylation in GD9 em-
bryos was slightly higher than in control group. Upon cultivation of one-two cells embryos, BPA decreased the level of DNA methylation 
and the rate of embryos development to blastocyst stage. Conclusion. We have determined that early embryogenesis is highly sensitive 
period to the BPA effects. Such effect is most likely due to active reprogramming processes in this period, primarily related to DNA de-
methylation/methylation de novo of both the whole genome and individual genes.

 ❀ Keywords: early mouse embryos; exposure of bisphenol A in vivo and in vitro; immunofluorescence CpG sites in situ; DNA methy-
lation.
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ВВЕДЕНИЕ

Нестероидный эстроген —  токсин бисфенол А (БФА) 
присутствует повсеместно в окружающей среде, вклю-
чая различные пищевые контейнеры, стоматологические 
герметики и композиты [1–4]. Воздействие его на чело-
века, как сейчас установлено, может оказывать вредный 
эффект на здоровье людей и поэтому представляет по-
тенциальную угрозу для человека. В любой момент вре-
мени в организме человека циркулирует 0,2–20 нг/мл 
этого агента [5, 6], даже в сыворотке крови и в амнио-
тической жидкости доношенных плодов обнаруживает-
ся присутствие БФА [7, 8]. Установлено, что БФА даже 
в низких, экологически релевантных дозах влияет на 
репродуктивные органы млекопитающих и оказывает 
воздействие на раннее развитие организма, а также на 
постнатальное развитие [9, 10].

Многочисленными исследованиями показано, что 
БФА влияет на мейоз в яичниках, ускоряет переход 
фолликулов, снижает качество ооцитов на животных 
моделях и у женщин, подвергающихся экстракорпо-
ральному оплодотворению, ослабляет пролиферацию 
эндометрия матки, снижает восприимчивость к матке 
и увеличивает невозможность имплантации [11, 12]. 
Его действие на развивающийся организм в значитель-
ной степени определяется количеством БФА, которое 
получает эмбри он, и временем его воздействия. В ис-
следованиях на эмбрионах мышей было показано, что 
наномолярные концентрации БФА ускоряют развитие 
эмбрионов на стадии восьми клеток и стадии бластоци-
сты, тогда как более высокие количества действуют про-
тивоположным образом [13, 14]. Как показали исследо-
вания на животных, воздействуя на зародыши в матке 
в ранний период развития, БФА вызывает во взрослом 
орга низме широкий спектр вредных эффектов, включая 
ожирение, ухудшение половой дифференциации, нару-
шение развития мозга [15–19], измененное поведение 
и иммунные реакции, которые могут быть трансгенера-
ционно переданы будущим поколениям [20, 21]. Име-
ются данные, что у человека воздействие БФА может 
провоцировать развитие сердечно-сосудистых заболе-
ваний [22], диабета [23], ожирения [24, 25], а также по-
вышает риск выкидышей [26, 27]. Вопрос об отдаленных 
последствиях действия БФА также широко обсуждается 
в аспекте его влияния в ранний период жизни на раз-
витие различных нейродегенеративных заболеваний 
во взрослом организме [28, 29], причем механизмы та-
ких эффектов связывают с его возможностью нарушать 
эпигенетическое программирование экспрессии генов 
в мозге [30].

БФА, действуя как эпимутаген, может влиять на эпи-
генетические и эпигеномные модификации, в том числе 
изменяя метилирование ДНК [31].

Метилирование ДНК представляет собой ключевую 
ковалентную модификацию, наследуемую в ходе деле-

ний соматических клеток, а 5-метил-цитозин (5-MeC) 
представляет 2–5 % всех цитозинов в геномах млеко-
питающих и встречается в основном в CpG динуклеоти-
дах [32, 33]. Метилирование ДНК участвует в регуляции 
многих клеточных процессов, в том числе в структури-
ровании хроматина и его ремоделинге, инактивации 
Х-хромосомы, геномном импринтинге, стабильности 
хромосом и транскрипции генов [34]. Паттерны мети-
лирования детерминируются во время раннего эмбрио-
генеза [35, 36] и продолжают модифицироваться весь 
неонатальный период [37, 38]. Между оплодотворе-
нием и имплантацией происходит деметилирование 
большинства собственных генов, за исключением им-
принтированных и некоторых повторяющихся после-
довательностей [39, 40]. Отсутствие деметилирования 
импринтированных генов в предымплантационный пе-
риод является существенным для нормального эмбрио-
нального развития [41], тогда как деметилирование 
других генов служит важным фактором создания «от-
крытого» состояния генома в недифференцированном 
развивающемся эмбрионе. Воздействие экотоксикан-
тов в этот период может вызвать нарушение процесса 
метилирования/деметилирования у эмбриона и эпиге-
нетическое ремоделирование, приводящее в течение 
жизни к нарушению ключевых сигнальных механизмов 
клеточных циклов.

Предполагается, что при воздействии БФА в пре-
натальном периоде развития организма происходят 
разного рода нарушения метилирования ДНК, веду-
щие к изменению эпигенетического статуса эмбрио-
на. Такие изменения в процессе развития зародышей 
и клеточной дифференцировки, устойчиво изменяя эпи-
геном, могут вызвать патологические изменения фено-
типа потомства. Уже появились доказательства того, 
что действие БФА на мать может привести к изменению 
статуса метилирования ДНК у плода в постнатальном 
развитии, что сопровождается изменением экспрессии 
ряда генов, в том числе импринтированных [30, 42, 43]. 
Несомненно, что критическим окном для воздейст-
вия БФА является время раннего развития эмбрио на, 
особенно в период активации эмбрионального гено-
ма при развитии до стадии бластоцисты. Поэтому так 
важно понять, как модифицируется метилирование 
ДНК в эмбрионах самого раннего срока развития под 
влиянием БФА.

В данной работе прежде всего был in vivo иссле-
дован эффект воздействия БФА на выживание и рост 
зародышей мышей (до стадии бластоцисты), матери 
которых получали однократно при внутрибрюшинном 
введении дозу этого токсиканта, составлявшую 40 мг/кг 
веса животного. Одновременно по уровню флуоресцен-
ции антител к 5-МеС in situ была произведена оценка 
статуса метилирования ДНК на препаратах ядер клеток 
зародышей. Был исследован также уровень метилирова-
ния ДНК и параметров развития зародышей до стадии 
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бластоцисты при культивировании в среде, содержащей 
БФА (50 и 100 мкМ) и этанол (0,1–0,2 %), начиная 
со стадий зиготы и двух клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Объект исследования
1. Получение зародышей с датированным сроком 

беременности
В работе использовались 8–10-недельные мыши —  

гибриды F1 (CBAХC57BL) из питомника «Рапполово». 
В настоящем исследовании все работы с животными 
проводились в соответствии с требованиями этическо-
го комитета по уходу и использованию лабораторных 
животных, принятыми и обнародованными Институ-
том экспериментальной медицины. До начала опытов 
животные около 2 недель содержались при инвертиро-
ванном световом режиме. Темный период продолжал-
ся 7 ч. При таком световом режиме овуляция яйцеклеток 
у самок синхронизируется и происходит через 1 ч после 
окончания темнового периода. Для получения большего 
количества зародышей самки подвергались гормональ-
ной стимуляции. Для получения достаточного числа за-
родышей суперовуляцию у самок вызывали инъекцией 
5 ед. сывоpоточного ганадотpопина (Folligon, Нидерлан-
ды) и через 48 ч —  10 ед. хорионического гонадотpопина 
(ХГ, Сhorulon, Нидерланды). Самок подсаживали к сам-
цам на ночь и утром следующего дня проверяли нали-
чие копулятивной пробки. День обнаружения пробки 
принимали за первый день беременности. Возраст заро-
дышей отсчитывали в часах от введения ХГ. Всех бере-
менных самок сразу после обнаружения копулятивной 
пробки делили на три группы: первая группа —  чистый 
кон троль (интактная); второй группе животных внутри-
брюшинно вводили кунжутное масло (INAX LLC, США), 
содержащее 5 % диметилсульфоксид (ДМСО, раство-
ритель БФА, Sigma-Aldrich); третьей (опытной) группе 
животных однократно вводили внутрибрюшинно 0,1 мл 
раствора 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane-4,40-iso-
propylidenediphenol (БФА) (Sigma-Aldrich) в кунжутном 
масле, содержащего 0,8 мг БФА, что соответствовало 
40 мг/кг веса животного. Животных забивали дислока-
цией шейных позвонков спустя трое суток после введе-
ния. Возраст зародышей составлял 90–96 ч после вве-
дения ХГ.

У самок мышей извлекали матку (так как на этом 
сроке беременности все зародыши находятся уже в мат-
ке, а не в яйцеводах) и с помощью шприца и иглы с ту-
пым концом вымывали зародыши средой М2 (Sigma). 
Подсчитывали количество морул и бластоцист, а также 
количество бластомеров в каждом зародыше, не диффе-
ренцируя ВКМ и трофобласт в случае бластоцист. Часть 
животных оставляли до достижения 9-го дня беременно-
сти. Из всех зародышей готовили препараты интерфаз-
ных ядер.

2. Приготовление препаратов ядер бластомеров
Для приготовления ядерных препаратов заpо-

дыши пеpеносили в сpеду М16 с колцемидом 
(0,035 мкг/мл) и инкубиpовали в течение 2,5–3 ч 
в атмосфере 5 % СО2 в воздухе. Далее эти пpепаpа-
ты пеpеносили на 20–40 мин (в зависимости от числа 
бластомеpов в заpодыше) в гипотонический pаствоp 
(1 часть 1,93 % цитpата натpия : 3 части 0,56 % хлоpи-
да калия). Затем зародыши помещали в холодный мета-
нол-уксусный фиксатоp (3 : 1, –4 °C) на несколько ми-
нут. Из фиксатоpа заpодыши пеpеносили по 1–5 штук 
на пpедметное стекло и, не давая высохнуть капле фик-
сатора, капали сверху каплю смеси 100 % метанола 
с 75 % уксусной кислотой (1 : 1), а затем каплю 100 % 
метанола и ледяной уксусной кислоты (1 : 1). Постим-
плантационные GD9 зародыши после гипотонической 
обработки в 0,56 % KCl в течение 30 мин фиксировали 
в метанол-уксусном фиксатоpе (3 : 1). Затем зароды-
ши мягко дезагрегировали в смеси 50 % молочной ки-
слоты и ледяной уксусной кислоты в соотношении 1 : 4. 
После этого с помощью пипетки с оттянутым кончиком 
pаскапывали суспензию клеток на сухие пpедметные 
стекла при комнатной температуре. Пpепаpаты спо-
ласкивали этим же фиксатоpом (3 : 1) и высушивали 
на воздухе.

3. Культивирование доимплантационных заpо-
дышей in vitro и получение пpепаpатов

Эмбрионы половозрелых самок мышей гибридов F1 
(C57BLX CBA) получали после супеpовуляции самок 
введением 5 ед. сывоpоточного ганадотpопина и чеpез 
44–48 ч 5 ед. хоpиогонического гонадотpопина и спаpи-
вания их с самцами. Мышей умерщвляли дислокацией 
шейных позвонков через 21–22 ч после введения вто-
рого гормона, извлекали яйцеводы под контролем бино-
кулярной лупы в капле среды М2 (Sigma), разрывали 
ампулярную часть яйцевода и овулировавшие яйцеклет-
ки в окружении слизи и фолликулярных клеток пере-
носили в другую каплю среды М2, содержащей 100 ед. 
гиалуронидазы. Отмытые от гиалуронидазы зароды-
ши помещали в среду М16 (Sigma), содержащую БФА 
в концентрации 50 или 100 мкМ. В качестве контроля 
использовали две группы зародышей: в одной группе за-
родыши находились в среде М16 —  чистый контроль, 
а в другой контрольной группе к среде М16 добавляли 
растворитель этанол (Fluka) —  0,1 или 0,2 % соот-
ветственно для 50 и 100 мкМ БФА. При описании ре-
зультатов экспериментов контроли с этанолом при двух 
концентрациях, ввиду отсутствия различий между ними, 
были объединены в одну группу —  этанол. Зародыши 
всех групп культивировали в течение 72–96 ч в атмо-
сфере 5 % СО2 в воздухе и температуре +37 °C. После 
окончания культивирования подсчитывали количество 
морул и бластоцист, готовили препараты согласно пун-
кту 2 и подсчитывали количество бластомеров в каждом 
зародыше.
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Выявление 5-МеС in situ при помощи монокло-
нальных антител на препаратах зародышей разного 
срока развития

Препараты, приготовленные из контрольных эмбрио-
нов, а также подвергнутых воздействию токсиканта, ис-
пользовали для выявления 5-метилцитозина (5-MeC) 
при помощи моноклональных антител по разработанной 
нами методике [44].

1. Иммуноцитохимическое выявление паттер-
на метилирования ДНК. Окрашивание антителами 
к 5-МеС

В качестве базовых применяли методы, описанные 
ранее [45, 46], с некоторыми важными модификациями 
в предобработке препаратов. Были использованы пер-
вичные антитела (ATI) мыши к 5-метилцитозину (Abcam, 
США) и вторичные антитела (ATII) козы F(ab′) к имму-
ноглобулинам IgM мыши, конъюгированные с флуо-
ресцентной меткой +DyLight 550 (Abcam, США). Пер-
вичные антитела разводили в соотношении 1 : 100 (v/v) 
в PBStb, вторичные —  1 : 250 (v/v) в PBStb.

2. Подготовка препаратов
Препараты ядер готовили по методике, описан-

ной ранее [47]. Клетки инкубировали в присутствии 
100 нг/мл колцемида (Gibco, США) 45 мин, затем под-
вергали гипотоническому шоку (0,075 М KCl при темпе-
ратуре 37 °C в течение 15 мин) и фиксировали метанол/
уксусным фиксатором (3 : 1, v/v). Использовали cтекла 
Superfrost (Fisher, США).

Препараты хранили следующим образом. После при-
готовления их упаковывали в пленку с поглотителем 
и индикатором влаги и содержали в течение 2–3 дней 
при комнатной температуре. Затем препараты прогрева-
ли в течение 19–20 ч при +55 °C и хранили в течение 
2–3 ч при комнатной температуре. После этого препа-
раты содержались от одной недели до нескольких меся-
цев при –20 °C. После окончания срока хранения пре-
параты дофиксировали смесью этанол/ледяная уксусная 
кислота (3 : 1, v/v) в течение 10 мин, дважды промывали 
96 % этанолом по 10 мин и сушили на воздухе в течение 
15 мин (этот пункт рекомендован в случае хранения пре-
паратов более недели).

Затем препараты инкубировали в 10 мМ HCl в тече-
ние 5 мин при КТ, обрабатывали пепсином (конечная кон-
центрация 5–10 мкг/мл в 10 мМ HCl) в течение 10 мин 
при 37 °C во влажной камере. Промывали дистиллиро-
ванной водой в течение 1 мин при КТ. Обезвоживали 70, 
90, 96 % этанолом по 3 мин в каждом. Сушили на воздухе 
в течение 15 мин. Далее препараты инкубировали 20 мин 
в 2 M HСl при КТ или при 26 °C и промывали в ледяном 
PBS1 мин, два раза в PBS в течение 3 мин и два раза в ди-
стиллированной воде в течение 3 мин, после чего препара-
ты сушили на воздухе в течение 15 мин.

3. Иммунохимическое окрашивание
Препараты инкубировали 60 мин при 37 °C во влаж-

ной камере в блокирующем растворе (1 % блокирующий 

реагент (Boehringer Mannheim GmbH) и 0,1 % Tween 
20 в PBS), затем 60 мин с ATI в PBStb (1 : 100, v/v) при 
26 °C во влажной камере. Препараты промывали три 
раза в растворе PBSt (0,03 % Tween 20 в PBS) в тече-
ние 5 мин. Затем инкубировали 60 мин с ATII в PBStb 
(1 : 250, v/v) при 26 °C. После промывания препара-
тов в растворе PBSt (3 раза в течение 5 мин) препа-
раты обезвоживали 70, 90, 96 % этанолом по 3 мин 
в каждой концентрации и сушили на воздухе в тече-
ние 15 мин в темноте. Препараты окрашивали DAPI 
(Sigma, США) (1 : 500, v/v в PBS) в течение 4 мин при 
КТ в темноте, интенсивно промывали в PBS, заключа-
ли в среду DAKO (S3023 Mounting medium An Agilent 
Technology).

4. Микроскопия и обработка изображений
Использовали стандартную методику микроскопии 

и обработки изображений, описанную нами ранее [48]. 
Конфокальные изображения получали с использованием 
инвертированного конфокального лазерного сканирую-
щего микроскопа LSM 510 Meta (Zeiss, Германия) с им-
мерсионным объективом Plan Apochromat 63 × 1,4 Oil. 
Флуоресценцию возбуждали лазером с длиной волны 
561 нм. Препараты изучали при КТ. Размер объемной 
точки составлял 0,10 × 0,10 × 0,5 мкм. Изображения 
получали в проходящем свете при помощи метода диф-
ференциально-интерференционного контраста. Обра-
ботку и анализ изображений осуществляли при помощи 
прилагаемого к микроскопу программного обеспечения 
LSM 510 и программного обеспечения 1.44p (http://
ImageJ.nih.gov/ij/). Для каждого эксперимента получа-
ли не менее 10 изображений препаратов интерфазных 
ядер в одной плоскости, полученных из разных зароды-
шей. В каждой серии экспериментов (in vivo четырех- 
и девятидневные зародыши —  контрольные/кунжутное 
масло и БФА, in vitro контрольные/этанол и БФА —  50 
и 100 мкМ) для определения уровня метилирования 
ДНК использовали указанное в подписях к рисункам 
количество ядер из всех пригодных для анализа зароды-
шей, но не менее 10. В случае бластоцист анализ прово-
дился без разделения на ВКМ и трофобласт. Произво-
дили псевдоокраску флуо ресцентных сигналов от DAPI 
для оценки уровня флуо ресценции вторичных антител 
к 5 МеС (+DyLight 550).

5. Статистическая обработка
Уровень метилирования ДНК рассчитывали как сред-

нее значение уровня флуоресценции метилированных 
сайтов на единицу площади (вторичных антител к 5-ме-
тилцитозину), определенного при помощи программы 
ImageJ в условных единицах MGV (Mean gray value) ± 
± стандартная ошибка среднего для каждого экспери-
мента. Количество бластомеров в зародышах вычисля-
ли как среднее значение в каждой группе ± стандартная 
ошибка среднего. Уровень значимости при сравнении 
разницы между группами по критерию Фишера –  Стью-
дента методом ANOVA определяли как p ≤ 0,05.



46

❀ экологическая генетика ТОМ  15   № 3   2017 ISSN 1811–0932

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТОКСИКОЛОГИЯ

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

1. Исследование in vivo. Изменения уровня мети-
лирования ДНК у четырехдневных зародышей мы-
шей, матери которых получили однократную дозу 
бисфенола А

При выборе условий для проведения эксперимента 
мы учитывали, что БФА на самых ранних стадиях разви-
тия зародышей, с одной стороны, влияет на восприим-
чивость эндометрия к эмбрионам, приводящую к невоз-
можности имплантации, а с другой —  на развитие самих 
эмбрионов до стадии бластоцисты. Как известно из дру-
гих исследований, срок воздействия БФА в эмбрио-
нальном периоде, так же как и способ его введения, 
длительность воздействия и его доза значительно вли-
яют на развитие эмбрионов, при этом данные несколь-
ко разноречивы. Так, оральное введение высоких доз 
БФА (больше 400 мг/кг массы тела) беременным сам-
кам в течение первых трех дней беременности вызыва-
ло повреждение развития бластоцисты до имплантации 
и ингибировало имплантацию эмбриона. Более низкие 
концентрации БФА (200 мг/кг массы тела) не влия-
ли ни на скорость развития бластоцисты, ни на число 
эмбрио нов [49]. В другой работе при подкожном введе-
нии более низкая концентрация БФА (100 мг/кг массы 
тела/в день в течение первых трех дней беременности 
мышей) подавляла имплантацию зародышей и задержи-
вала развитие до стадии бластоцисты. В то же время уме-
ренные количества БФА (40 мг/кг/день) уже не влияли 
на имплантацию зародышей, одна ко размер новорож-
денных мышей был снижен [50]. Бергер et al. [51] по-
казали, что срок беременности, в который воздействует 
БФА, является решающим. Они установили, что под-
кожная инъекция 10,125 мг БФА на животное (соответ-
ствует 300 мг/кг/в день) в 0 или 1-й день беременности 
у мышей приводила к значительному уменьшению числа 
мест имплантации эмбрионов. При этом в 3 раза мень-

шая доза (100 мг/кг/день) не влияла на этот показатель, 
а введение высокой дозы во второй день беременности 
уже не оказывало вредного воздействия [52–54]. Мы 
выбрали умеренную дозу БФА, которая составляла 
0,8 мг на животное, причем воздействие было однократ-
ным в первый день беременности. На основании дан-
ных о том, что в стенках матки обнаруживается около 
0,4 % исходного количества БФА [55], мы предполага-
ем, что в нашем эксперименте у каждой беременной сам-
ки одно-двухклеточные эмбрионы подверглись внутри-
утробно воздействию 3 мкг БФА.

В серии исследований in vivo, когда беременным сам-
кам однократно вводили БФА, анализируя зародыши, 
полученные через 96 ч (четырехдневные), мы обнаружи-
ли, что в группе зародышей, получивших БФА in utero, 
в контроле из 168 зародышей 66 % достигли стадии бла-
стоцисты, а в группе БФА из 122 — 71 %, и внешне они 
не отличались от контрольных зародышей. Это свидетель-
ствует о том, что ускорение созревания зародышей вызы-
вало именно применение БФА, поскольку введение самкам 
кунжутного масла не оказывало такого эффекта, а их число 
не отличалось от группы контроля. В то же время число 
клеток (бластомеров) в группе зародышей, которые под-
вергались действию БФА, было ниже, чем в контрольной 
группе и в группе, получившей кунжутное масло, тогда как 
различия между контролем и группой после инъекции кун-
жутного масла были статистически незначимы (рис. 1).

Таким образом, можно утверждать, что однократное 
воздействие умеренной дозой БФА в период дробления 
клеток производит двоякий эффект: ускоряет развитие 
зародышей до стадии бластоцисты и снижает в то же 
время у них количество бластомеров.

При определении изменений эпигенетического стату-
са таких зародышей, получивших однократную дозу БФА 
in utero, было обнаружено, что в ранний период дробле-
ния (до образования бластоцисты) наблюдается сни-
жение уровня метилирования ДНК. Как можно видеть 
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Рис. 1. Среднее количество бластомеров в четырехдневных зародышах мышей, матери которых получили однократно БФА (40 мг/кг). 
Количество исследованных зародышей в каждой группе составляло:  контроль — 109; кунжутное масло — 74; БФА — 97. 
Уровень значимости при сравнении разницы между группами контроль/кунжутное масло и группой с БФА при *p = 0,027

Fig. 1. The average number of blastomeres in 4-day mouse embryos whose mothers received a single BPA dose (40 mg/kg). 
The number of embryos studied in each group was: control – 109; sesame oil – 74; BPA – 97. *p = 0,027 (comparisons by 
t-test) between control/sesame oil groups and BPA group
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из рисунка 2, средний уровень флуоресценции метили-
рованных сайтов на единицу площади (мы не проводили 
анализ в различных слоях объема) в ядрах зародышей, 
получивших БФА in utero, был достоверно ниже, чем 
в контроле и в той группе, которые in utero получили 
кунжутное масло (рис. 2, а).

Чтобы сравнить эффекты воздействия БФА в после-
дующий период развития, был проведен анализ уровня 
метилирования ДНК в ядрах клеток от девятидневных 
зародышей без видимых отклонений в развитии и на пре-
паратах ядер был исследован их эпигенетический статус. 
Было установлено, что по завершении первичной диф-
ференцировки, в начале органогенеза, уровень метили-
рования ДНК у зародышей, подвергшихся воздействию 
БФА, несколько превышает контрольный уровень. Од-
нако выявленные отличия оказались статистически не-
достоверными (рис. 2, b).

Как предполагается, эпигенетические механизмы, 
в том числе метилирование геномной ДНК, под воз-
действием БФА вызывают долговременные изменения 
структуры хроматина и экспрессии генов [42]. Имеется 
ряд исследований, в которых установлено изменение 
метилирования ДНК для некоторых генов в различных 
тканях у взрослых животных при пероральном введе-
нии БФА матерям на 1–3-й день после оплодотворения 
[56–60], причем наблюдали фенотипические отклоне-
ния, которые наследовались в последующих поколени-
ях. Было показано, что при умеренной концентрации 
БФА (50 мкг/кг веса тела) в рационе матери мышей 
Агути происходит гипометилирование ретротранспо-
зона (CabpIAP) гена Агути в метастабильном эпиал-
леле, тогда как воздействие более низких доз БФА 
(50 нг и 50 мкг/кг) в диете приводило к гиперметили-

рующим эффектам [61, 62]. Беременным CD-1 мышам 
на 9–16-й день беременности интраперитонеально 
вводили БФА (5 мг/кг), что приводило к снижению ме-
тилирования ДНК в гене Hoxa10, который контролиру-
ет органогенез [63].

Ранний период развития после оплодотворения наи-
более чувствителен из-за его интенсивного неотъемле-
мого эпигенетического перепрограммирования, поэтому 
важно определить аберрации в метилировании ДНК, 
вызванные воздействием БФА, которые могут в дальней-
шем приводить к изменениям в развитии генов во взро-
слом организме. Как мы показали в данном исследова-
нии, даже однократное применение умеренной дозы БФА 
в эмбриональном периоде сопровождается снижением 
уровня метилирования ДНК, но насколько этот эффект 
может повлиять на дальнейшее развитие, пока не ясно.

Поскольку предполагается, что защитные механиз-
мы, которыми обладает эпителий матки во время бе-
ременности [50], могут в некоторой степени ослаблять 
эпигенотоксический эффект БФА, мы произвели ряд 
исследований in vitro, чтобы определить уровень мети-
лирования ДНК у зародышей, находящихся в прямом 
контакте с этим токсикантом.

2. Исследование in vitro уровня метилирования 
ДНК при культивировании с бисфенолом А одно-
двухклеточных зародышей мышей до стадии морулы 
и бластоцисты

Было исследовано влияние двух доз БФА 
(50 и 100 мкМ соответствует 10 и 20 мкг/мл) на доим-
плантационное развитие зародышей мышей in vitro. 
Анализ действия токсиканта проводился при его до-
бавлении в культуральную среду на одно-двухклеточ-
ной стадии и фиксации препаратов на стадиях морулы 

Рис. 2. Уровень флуоресценции антител к 5-МеС в ядрах бластоцист четырех- (а) и девятидневных (b) зародышей мышей под воздей-
ствием БФА in utero (введение однократно матерям 40 мг/кг). Количество исследованных ядер в каждой группе составляло со-
ответственно:  контроль — 63 и 51; кунжутное масло — 42 и 35; БФА — 61 и 39. Уровень значимости при сравнении разницы 
между группами контроль/кунжутное масло и группой с БФА при *p ≤ 0,05

Fig. 2. The level of fluorescence of antibodies against 5-MeC in nuclei of blastocyst of 4 (а) and 9 day embryos (а) of mice exposed 
to BPA in utero (single administration to mothers of 40 mg / kg, in vivo). The number of preparations studied in each group 
was respectively:  control – 63 and 51; sesame oil – 42 and 35; BPA – 61 and 39. *p ≤ 0,05 (comparisons by t-test) between 
control/sesame oil groups and BPA group
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и бластоцисты через 72–96 ч после введения хориони-
ческого гормона соответственно. Было установлено, что 
обе исследованные концентрации БФА оказывают тор-
мозящий эффект на развитие зародышей, воздействуя 
таким же образом на количество образовавшихся бла-
стомеров. При этом можно видеть выраженную зависи-
мость от концентрации БФА (рис. 3).

Влияние БФА in vitro на развитие эмбрионов в ран-
ние стадии развития было показано в ряде исследований. 
При культивировании в течение 24 ч БФА в концентра-
ции 100 мкМ не оказывал влияния на скорость развития 
восьмиклеточных эмбрионов, но он вызывал тормозя-
щий эффект на стадии бластоцисты [13]. Культивиро-
вание двухклеточных эмбрионов мыши в культуральной 
среде с различными концентрациями БФА в течение 72 ч 
показало, что увеличение концентрации значительно 
уменьшает скорость развития бластоцисты [64].

Результаты in situ продемонстрировали, что при-
сутствие БФА в культуральной среде в период развития 
зародышей до стадии бластоцисты приводит к выражен-
ному снижению уровня полногеномного метилирования 
цитозина ДНК ядер по сравнению «чистым» контролем 
и контролем с этанолом. При этом наблюдается опреде-
ленный дозозависимый эффект (рис. 4).

Эффекты БФА на снижение уровня метилирования 
ДНК могут быть рассмотрены как со стороны эпиге-

нетических изменений в ткани матки и последующего 
влияния на плод, так и в связи с его прямым влиянием 
на эмбрион. Как показали исследования, изменения гло-
бального профиля метилирования генома в тканях матки 
связаны как с нарушением экспрессии генов эстрогено-
вых рецепторов, чувствительных к БФА [65, 66], и экс-
прессии генов в плаценте [67, 68], так и изменениями 
в метилировании ДНК гена Hoxa. При этом трудно точ-
но установить, вовлечена ли в этот механизм сниженная 
активность ДНК-метилтрансфераз (DNMTs), или про-
исходит модификация уровня их экспрессии [63, 65, 68]. 
Высокий уровень деметилирования ДНК, сопровожда-
ющийся повышением экспрессии ряда импринтирован-
ных генов, был выявлен в плаценте и в ткани эмбрионов 
9,5-го и 12,5-го дня развития. При этом наблюдалось 
снижение уровня глобального метилирования ДНК 
в плаценте, тогда как у эмбрионов указанных сроков раз-
вития уровень метилирования не был снижен [69]. Наши 
результаты, показавшие отсутствие изменений метили-
рования ДНК у девятидневных зародышей, согласуют-
ся с этими данными. Они указывают на то, что именно 
в период делений дробления эмбрионы особенно чувст-
вительны к воздействию БФА.

Сравнение результатов экспериментов по измене-
ниям уровня метилирования ДНК у зародышей разного 
срока развития in vitro и in vivo показывает, что, дейст-
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Рис. 3. Действие БФА/этанола при культивировании одно-
двухклеточных зародышей мыши до стадии бласто-
цисты in vitro в течение 72–96 ч. Количество иссле-
дованных зародышей в каждой группе составляло: 
контроль — 109; этанол — 152; БФА (50 мкМ) — 
108; БФА (100 мкМ) — 133. * p ≤ 0,01 между группа-
ми контроль/этанол и группами с БФА

Fig. 3. The effect of BPA/ethanol on one-two cell embryos 
du ring the cultivation up to the blastocyst stage in vi-
tro for 72-96 hours. The number of embryos stud-
ied in each group was: control – 109; ethanol – 152; 
BPA (50 μM) – 108; BPA (100 μM) – 133. * p ≤ 0.01 
between the control/ethanol groups and the BPA groups 
(comparisons by t-test)

Рис. 4. Уровень флуоресценции антител к 5-МеС в ядрах бла-

стоцист при культивировании с БФА в течение 72–96 ч 

с одно-двухклеточной стадией. Количество исследован-

ных ядер в каждой группе составляло: контроль — 123; 

этанол (0,1 и 0,2 %) — 129 и 148; БФА — 156 и 121 

(50 и 100 мкМ соответственно). *p < 0,01 по срав-

нению между контрольной/этанол и группами с БФА 

Fig. 4. The level of fluorescence of antibodies against 5-MeC in 

nuclei of blastocyst developed from one-two cell embryos 

cultivated with BPA during 76-96 hours. The number 

of preparations studied in each group was respectively:  

control – 123; ethanol (0,1 and 0,2 %) – 129 и 148; 

BPA – 156 и 121 (50 и 100 μМ, respectively). *p < 0.01 

between the control/ethanol groups and the BPA groups 

(comparisons by t-test) 
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вуя даже при однократном введении через материнский 
организм, БФА вызывает in vivo более выраженный ги-
пометилирующий эффект (рис. 5).

Нарушения экспрессии отдельных генов, связан-
ных с сигнальными системами и обусловленные изме-
нениями эпигенетического статуса определенных ло-
кусов, были выявлены во многих тканях у потомства 
животных, матери которых получали БФА в разных 
количествах, в разные периоды беременности. В то же 
время можно предположить, что именно эпигенети-
ческие изменения, произошедшие в самые ранние 
периоды эмбриогенеза, стали основой последующих 
изменений. Для более определенных выводов об отно-
сительной роли ферментной системы детоксикации 
организма in vivo в сравнении с прямым воздействием 
на зародыши in vitro необходимы дальнейшие иссле-
дования с другими способами интоксикации, с другими 
токсикантами с иным механизмом воздействия. Пред-
ставляет интерес изучение воздействия токсикантами 
не только на зародыши, но и на клеточные культуры 
различного происхождения при регистрации уровня 
метилирования ДНК in vitro.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время стало ясно, что воздействия окру-
жающей среды во время раннего развития формируют 
риск заболевания в более позднем возрасте. При этом 
считается, что основными механизмами этого влияния 
выступают эпигенетические модификации. Важно, что 
такая модифицированная экспрессия гена может под-
держиваться у взрослых и передаваться следующим 
поколениям. Но механизмы этого остаются неясными. 
Полученные данные указывают на то, что действительно 
доимплантационное развитие является чувствительным 
периодом к воздействию БФА, что, наиболее вероятно, 
обусловлено активными процессами перепрограммиро-
вания, связанными с эпигенетическими и эпигеномными 
модификациями, в первую очередь с деметилированием/
реметилированием ДНК как всего генома, так и отдель-
ных генов. Это находит свое отражение в полученных 
данных по изменениям уровня метилирования под дейст-
вием БФА. Надо отметить, что метилирование, регистри-
руемое на уровне хромосом и ядер, отражает метилиро-
вание всего генома, причем большую часть составляют 
различные типы повторяющихся последовательностей, 
включая транспозоны, ретротранспозоны и различные 
типы сателлитных ДНК. То есть в исследовании in situ, 
использованном в данной работе, мы наблюдаем, веро-
ятнее всего, в основном изменения в уровне метилиро-
вания именно в последовательностях такого типа, что 
свидетельствует об их роли в качестве мишеней для воз-
действия токсикантами в раннем развитии. Учитывая, 
что структура повторов, в частности их длина, может 
меняться вследствие процесса активного деметилирова-

ния, сопряженного с процессами репарации с участием 
системы TET-ферментов (что было показано в ряде ра-
бот [70, 71]) и происходящего в первую очередь в раннем 
эмбриогенезе [72], можно предположить, что такие из-
менения, поддерживаясь в онтогенезе, могут вести к за-
болеваниям.

Воздействие БФА в ходе эмбриогенеза может вы-
зывать эпигенетические изменения как всего генома, 
так и некоторых генов, которые связаны с изменениями 
в экспрессии генов, уже обнаруживаемыми у зароды-
шей при воздействии in utero [73]. Другие гены могут 
проявлять замедленный ответ в виде гормональных со-
бытий, начинающихся в период полового созревания. 
Эти эффекты могут не проявляться после пренаталь-
ного воздействия, но сохраняются длительное время 
после прекращения воздействия. Такие изменения пат-
терна метилирования ДНК в эмбриогенезе, как пред-
полагается, в значительной мере могут обусловливать 
развитие патологий уже во взрослом состоянии, осо-
бенно при старении.

Исследование поддержано грантом РФФИ № 15-04-
04642-а.
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