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 ` Представлены результаты экспериментальной работы по изучению влияния нитрата свинца различных концентраций при 
12 ч экспозиции на структурно-функциональные характеристики политенных хромосом клеток слюнных желез двух видов 
хирономид: Chironomus plumosus (Linnaeus, 1758) и Glyptotendipes glaucus (Meigen, 1818). В качестве критерия функцио-
нального состояния политенных хромосом были использованы количественные показатели относительных размеров посто-
янно генетически активных районов — ядрышкового организатора и кольца Бальбиани (коэффициенты NOR и BRR соот-
ветственно). Впервые получены уравнения зависимости изменения коэффициента функциональной активности ядрышкового 
организатора от концентрации ионов свинца в среде NOR = 5,187–0,01 lnC для C. рlumosus и NOR = 2,11–0,03 lnC 
для G. glaucus и коэффициента функциональной активности кольца Бальбиани: BRR = 1,504–0,04 lnC для C. plumosus 
и BRR = 2,018 + 0,03 lnC для G. glaucus. Полученные зависимости позволили провести сравнительный анализ морфоло-
гических показателей, отражающих интенсивность транскрипции генов политенных хромосом в присутствии ионов свинца. 
С увеличением концентрации ионов свинца в среде активность ядрышкового организатора и кольца Бальбиани политен-
ных хромосом C. plumosus снижалась. При тех же условиях активность ядрышкового организатора политенных хромосом 
G. glaucus снижалась, а кольца Бальбиани повышалась. С увеличением концентрации свинца значения NOR снижались 
у C. plumosus и G. glaucus, что предполагает снижение интенсивности процессов биосинтеза белка. Значения BRR умень-
шались у C. plumosus и увеличивались у G. glaucus. Различия в реакции геномов двух видов указывают на существование 
у них различных механизмов адаптации к повышенным концентрациям свинца. 

 ` Ключевые© слова:© хирономиды; политенные хромосомы; ядрышковый организатор; кольцо Бальбиани; тяжелые ме-
таллы; нитрат свинца.
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 ` Background.©Experimental conditions allow to determine the structural and functional changes of polytene chromo-
somes under the influence of free ions of an individual metal. Materials©and©methods.©C. plumosus (L.) and G. glau-
cus (Mg) larvae were placed in solutions of lead nitrate: 0.01, 0.02, 0.1 and 0.5 mg/l. Exposure — 12 h. Analysis of 
preparations of polytene chromosomes was carried out using the Carl Zeiss PrimoStar microscope. The functional activ-
ity factor of the nucleolus organizer (NOR), the coefficient of genetic activity of the Balbiani ring (BRR) was calculated. 
Results. Equations of the dependence of the change in the coefficients: NOR = 5,187–0,01 lnC for C. plumosus and 
NOR = 2,11–0,03 lnC for G. glaucus; BRR = 1,504–0,04 lnC for C. plumosus and BRR = 2,018 + 0,03 lnC for G. 
glaucus. Conclusion.©With an increase in the concentration of lead in both C. plumosus and G. glaucus decreases NOR, 
which implies a decrease in the intensity of protein biosynthesis processes. BRR decreases in C. plumosus and increases 
in G. glaucus. The different genome reactions of the two species indicate the existence of different mechanisms of adapta-
tion to lead ions

 ` Keywords: chironomids; polytene chromosome; nucleolus organizer; Balbiani ring; heavy metals; lead nitrate.
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ВВЕДЕНИЕ
Соединения тяжелых металлов поступают в пресно-

водные экосистемы в составе промышленных стоков 

и аэрозольных выбросов, проявляя свойства токси-

кантов и экотоксикантов в относительно низких кон-

центрациях [1–3]. Кроме влияния на экологические 

характеристики популяций гидробионтов, морфоло-

гические и физиолого-биохимические показатели от-

дельных организмов, тяжелые металлы могут вызывать 

структурно-функциональные изменения генетического 

материала [4–7]. В этом отношении уникальным объ-

ектом изучения и оценки влияния тяжелых металлов 

на наследственный материал являются личинки хиро-

номид (Diptera, Chironomidae). Они обладают широ-

ким ареалом, доминируют по численности в составе 

водных беспозвоночных, способны к биоаккумуляции 

ксенобио тиков, поэтому в экологических и токсико-

логических тестах биомониторинга пресноводных эко-

систем им отводится значительная роль [8]. Наличие 

политенных хромосом в интерфазных клетках слюнных 

желез личинок позволяет проводить цитогенетический 

анализ, невозможный у других видов беспозвоночных 

гидробионтов. С помощью крупных политенных хромо-

сом с четким видоспецифичным рисунком дисков удает-

ся идентифицировать каждую из них в кариотипе, вы-

являть естественную и индуцированную изменчивость 

генома особи и популяции в целом [9, 10].

Основными критериями оценки структурно-функ-

циональной изменчивости политенных хромосом слу-

жат повышение частоты хромосомных перестроек, 

изменение размеров ядрышкового организатора, ко-

лец Бальбиани, пуфов, появление пуфов de novo. 

Так, при загрязнении водоемов тяжелыми металлами 

у личинок Chironomus riparius повышается частота 

структурных перестроек политенных хромосом (гете-

розиготные пара- и перицентрические инверсии, деле-

ции, дефишенси, гетерозиготность по дискам, включая 

центромерные, увеличение толщины некоторых ин-

теркалярных дисков, асинапсис гомологов), а также 

отмечено появление соматических мозаиков по пара- 

и перицентрическим инверсиям [11]. В качестве цито-

генетического маркера загрязнения водоемов тяжелы-

ми металлами предлагается рассматривать появление 

«помпоноподобной» хромосомы IV (G) [12]. При из-

учении влияния ацетата свинца на политенные хро-

мосомы Glyptotendipes barbipes выявлены различные 

структурные и функциональные отклонения — в I хро-

мосоме обнаружены перицентрические гетерозиготные 

инверсии и асинапсис гомологов, во II хромосоме — 

недорепликация центромерного района и эктопическая 

конъюгация в центромерном районе [13]. Для хромосом 

Chironomus bernensis установлено, что только ядрыш-

ковый организатор (NOR
2
) в плече E реагирует на за-

грязнение тяжелыми металлами, изменений в NOR
1
 

и BR
s 
не происходит [14].

Однако определить специфичность влияния 

на структурно-функциональные характеристики гене-

тического материала отдельного металла в комплек-

се загрязняющих веществ, попадающих в водоемы, 

практически невозможно. Не выявлено также од-

нозначной зависимости между общей концентрацией 

металла в поверхностных водах и ответной реакцией 

генома, — показатели могут варьировать из-за по-

лового и возрастного состава популяции. Кроме того, 

в пресноводных экосистемах металлы, подвергаясь 

химической и биохимической трансформации, посто-

янно перераспределяются между компонентами эко-

системы: водная среда — донные отложения — ги-

дробионты. Процессы идут с разной интенсивностью 

и зависят от гидрохимических свойств водной среды, 

динамики накопления в донных отложениях, процес-

сов биоаккумуляции и миграции по пищевым цепям. 

Эти факторы обусловливают одновременное сосуще-

ствование в пресноводных экосистемах различных 

форм металла [15–18]. Например, в пресноводных 

экосистемах свинец чаще встречается в виде фуль-

ватных и гидроксокомплексов или в адсорбирован-

ном виде на поверхности донных отложений и части-

цах взвеси [19]. Эти соединения проявляют разную 

химическую активность и биодоступность, что также 

осложняет оценку токсичности металла. Избежать 

подобных препятствий позволяют условия экспери-

мента, при которых возможно оценить влияние сво-

бодных ионов отдельного металла заданной концен-

трации и экспозиции. Такие исследования необходимы 

для определения возможных закономерностей ответ-

ной реакции генетического аппарата на присутствие 

в среде соединений металла.

Для экспериментальной работы в качестве токси-

канта был выбран хорошо растворимый нитрат свинца, 

что обусловило присутствие в растворе свободных ионов 

металла, а в качестве модельного объекта — личин-

ки хирономид Сhironomus plumosus и Glyptotendipes 

glaucus. Оба вида имеют широкий ареал, при этом для 

каждого характерны свои экологические особенности: 

личинки С. plumosus входят в состав бентосной фау-

ны, а личинки G. glaucus относятся к фитофильным ви-

дам [20, 21]. Сравнительный анализ реакции активных 

районов политенных хромосом на присутствие в сре-

де тяжелых металлов для этих видов ранее проведен 

не был.

Цель настоящей работы заключалась в определе-

нии математической зависимости изменения коэффици-

ентов функциональной активности ядрышкового орга-

низатора NOR и кольца Бальбиани BRR политенных 

хромосом С. plumosus и G. glaucus от концентрации 

ионов свинца в экспериментальной среде, сравнении 

видоспецифической структурно-функциональной из-

менчивости политенных хромосом в заданных условиях 

эксперимента.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Экспериментальную выборку составили личинки 

хирономид летней генерации IV возраста Сhironomus 

plumosus (2n = 8) и Glyptotendipes glaucus (2n = 8), 

собранные из популяций оз. Сазанка, располо-

женного в черте г. Энгельса Саратовского района 

(51°29’14’’ с. ш., 46°04’52’’в. д.). С. plumosus обычно 

заселяют илистое дно водоемов, поэтому для сбора ис-

пользовали дночерпатель ДАК-250 с площадью захва-

та 1/40 м2. Личинки G. glaucus, заселяющие бо́льшую 

часть года прибрежно-водную растительность и лю-

бые погруженные субстраты, собраны с погруженных 

в воду стеблей тростника обыкновенного. Преимущест-

ва G. glaucus как тест-объекта для токсикологических 

исследований обоснованы ранее: например, личинки 

этого вида (в отличие от С. plumosus) доступны для 

массового сбора практически круглогодично [22]. Ви-

довую идентификацию личинок проводили по кариотипу 

с использованием цитофотокарт хирономид [23]. С це-

лью акклимации личинок выдерживали в лабораторных 

условиях в течение суток в дехлорированной воде при 

температуре 21 ± 2 °C.

Согласно нормативам предельно допустимых кон-

центраций (ПДК) вредных веществ в водах водных объ-

ектов рыбохозяйственного значения (Приказ Минсельхоза 

России от 13.12.16 № 552) ПДК свинца составляет 

0,01 мг/л. Рабочие растворы готовили непосредственно 

перед началом эксперимента разведением стандартно-

го 1М раствора нитрата свинца до концентраций 0,01, 

0,02, 0,1 и 0,5 мг/л. Набор экспериментальных рас-

творов с возрастающей концентрацией токсиканта со-

относится со значениями норматива как 1 ПДК, 2 ПДК, 

10 ПДК и 50 ПДК и призван отразить различную сте-

пень влияния на структурно-функциональные показате-

ли политенных хромосом опытных личинок. Выбранная 

экспозиция составила 12 ч, так как ранее нами было 

показано, что ткани личинок наиболее активно акку-

мулируют ионы свинца именно при 12-часовой экспо-

зиции [24]. Эксперимент проводили без смены среды, 

не менее чем в трех повторностях, при равночисленных 

объемах опытных и контрольной групп — по 6–10 осо-

бей. У каждой особи исследовали хромосомы 10 клеток 

слюнных желез. По окончании эксперимента личинок 

высушивали в течение минуты на фильтровальной бу-

маге и фиксировали в смеси этанол/уксусная кислота 

в соотношении 3 : 1. Препараты из клеток слюнных 

желез личинок изготавливали по ацетоорсеиновой ме-

тодике, которая позволяет одновременно фиксировать 

и окрашивать хромосомы [25]. Микропрепараты ана-

лизировали с использованием микроскопа Carl Zeiss 

Primo Star и видеоокуляра CMOS3,1 МП при увели-

чении 15 × 40. Морфометрический анализ проводили 

при помощи окуляр-микрометра.

В качестве критерия функционального состояния 

политенных хромосом были использованы количест-

венные показатели относительных размеров постоянно 

генетически активных районов ядрышкового органи-

затора и кольца Бальбиани — коэффициенты NOR 

и BRR соответственно. Показано, что коэффициенты 

являются эффективными морфологическими показа-

телями, отражающими интенсивность транскрипции 

генов политенных хромосом [26, 29]. Независимость 

коэффициентов от абсолютных размеров хромосом по-

зволила провести сравнительный анализ функциональ-

ной активности генома двух видов хирономид в контро-

ле и при влиянии различных концентраций токсиканта. 

Коэффициенты определяли посредством следующих вы-

числений: NOR — отношение максимального диаметра 

ядрышка N к ширине интактного района 6-й хромосо-

мы IV (G), BRR — отношение максимального диаме-

тра кольца Бальбиани BR к ширине интактного района 

6-й хромосомы IV (G) (рис. 1).

Статистический и графический анализ результатов 

проводили в среде специализированных программных 

пакетов Ехсel, LaTex, Statgraphics. Применяли проце-

дуры регрессионного анализа и приближения экспе-

риментальных данных [27, 28]. Для характеристики 

выборок использовали среднее арифметическое и стан-

дартное отклонение. Статистическую значимость разли-

чий между значениями контрольной выборки и выборок 

при влиянии разных концентраций токсиканта оценива-

ли при помощи однофакторного дисперсионного анали-

за (t-критерий Стьюдента). Различия считали достовер-

ными при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Значения коэффициентов NOR для политенных 

хромосом C. plumosus и G. glaucus представлены 

в табл. 1. После 12 ч экспозиции C. plumosus в экс-

Рис. 1. Измеряемые участки хромосомы IV (G): 1 — C. plumo-

sus; 2 — G. glaucus

1 2

Концентрация 
токсиканта, мг/л

Значения NOR M ± m, p

C. рlumosus G. glaucus

Контроль 3,45 ± 0,13 2,24 ± 0,07

0,01 5,16 ± 0,14, <0,001 2,48 ± 0,11, <0,05

0,02 4,94 ± 0,22, <0,001 2,03 ± 0,11, >0,05

0,1 5,14 ± 0,10, <0,001 2,04 ± 0,07, <0,01

0,5 5,05 ± 0,09, <0,001 2,07 ± 0,10, >0,05

Таблица 1

Коэффициенты функциональной активности ядрышко-
вого организатора (NOR) для C. plumosus и G. glaucus
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периментальных растворах при концентрациях 0,01, 

0,02, 0,1 и 0,5 мг/л значения NOR достоверно от-

личались от контрольных (p < 0,001). При тех же 

условиях эксперимента значения NOR G. glaucus 

достоверно отличались от контрольных при влия-

нии концентраций токсиканта 0,01 мг/л (p < 0,05) 

и 0,1 мг/л (p < 0,01).

Показатели NOR двух видов личинок хирономид при 

наличии токсиканта в среде превышали контрольные 

значения. Однако при увеличении концентрации свин-

ца в экспериментальных растворах от 0,01 до 0,5 мг/л 

значения NOR закономерно снижались, но незначи-

тельно. Тем не менее зависимость NOR от концентра-

ции свинца в растворе может быть описана уравнения-

ми логарифмической кривой:

NOR = 5,187–0,01 lnC для C. рlumosus,

NOR = 2,11–0,03 lnC для G. glaucus,

где С — концентрация ионов свинца в среде, мг/л; 

NOR — значения коэффициента функциональной ак-

тивности ядрышкового организатора.

В приведенных уравнениях коэффициенты при ар-

гументе –0,01 и –0,03 свидетельствуют о тенденции 

к снижению значений NOR с возрастанием концентра-

ции токсиканта в экспериментальном растворе. Относи-

тельные размеры ядрышкового организатора политен-

ных хромосом С. plumosus и G. glaucus уменьшаются, 

что свидетельствует об однотипной реакции генома двух 

видов на присутствие токсиканта в среде (рис. 2).

Значения коэффициента BRR политенных хромо-

сом C. plumosus и G. glaucus представлены в табл. 2. 

В экспериментальных растворах при концентрациях 

0,01, 0,02, 0,1 и 0,5 мг/л значения BRR политенных 

хромосом двух видов достоверно отличались от контро-

льных для C. plumosus (p < 0,001) и для G. glaucus 

(p < 0,001, p < 0,01).

Динамику изменений показателей BRR описывают 

уравнения зависимости коэффициента функциональной 

активности кольца Бальбиани от концентрации ионов 

свинца в экспериментальных растворах. Они имеют вид:

BRR = 1,504–0,04 lnC для C. Plumosus,

BRR = 2,018 + 0,03 lnC для G. glaucus,

где С — концентрация ионов свинца в среде, мг/л; 

BRR — значения коэффициента функциональной ак-

тивности кольца Бальбиани.

В приведенных уравнениях коэффициенты при аргу-

менте имеют разный знак: –0,04 и +0,03 соответствен-

но, что отражает разнонаправленную динамику изменения 

относительных размеров кольца Бальбиани у двух видов 

хирономид. С возрастанием концентрации ионов свинца 

происходит уменьшение значений BRR политенных хро-

мосом С. plumosus и увеличение этого параметра в по-

литенных хромосомах G. glaucus (рис. 3).
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Рис. 2. Зависимость коэффициента активности ядрышкового 

организатора (NOR) от концентрации ионов свинца, 

экс позиция 12 ч: 1 — C. plumosus, 2 — G. glaucus

Рис. 3. Зависимость коэффициента активности кольца Баль-

биани (BRR) от концентрации ионов свинца, экспози-

ция 12 ч: 1 — C. plumosus, 2 — G. glaucus

Концентрация 

токсиканта, мг/л

Значения BRR M ± m, p

C. рlumosus G. glaucus

Контроль 1,52 ± 0,03 1,69 ± 0,09

0,01 1,80 ± 0,05, < 0,001 1,85 ± 0,07, < 0,001

0,02 1,50 ± 0,03, < 0,001 2,03 ± 0,07, < 0,01

0,1 1,67 ± 0,03, < 0,001 1,80 ± 0,08, < 0,001

0,5 1,51 ± 0,02, < 0,001 1,98 ± 0,10, < 0,01

Таблица 2

Значения коэффициента генетической активности кольца Бальбиани (BRR) для C. plumosus и G. glaucus
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ОБСУЖДЕНИЕ
Обзор опубликованных результатов эксперименталь-

ных работ по влиянию различных факторов на струк-

турно-функциональную изменчивость политенных хро-

мосом хирономид свидетельствует о широком спектре 

выявляемых цитогенетических эффектов.

Отмечают, например, увеличение активности и де-

прессию имеющихся в кариотипе пуфов, появление пу-

фов de novo, конденсацию-деконденсацию хромосом, 

изменение структуры дисков, активацию предтеломер-

ных районов, возникновение хромосомных аберраций. 

Постоянно транскрипционно активные районы поли-

тенных хромосом — ядрышковый организатор и коль-

ца Бальбиани — считаются наиболее чувствительными 

к факторам среды локусами политенных хромосом [29]. 

Морфометрические параметры этих районов изменя-

ются из-за конденсации-деконденсации хроматина, что 

рассматривают как показатель функциональной актив-

ности генома клетки [30, 31].

Известно, что ядрышковый организатор содер-

жит копии генов рРНК, в этом же районе образуются 

субъединицы рибосом. На этом основании ядрышковый 

организатор рассматривают как показатель «общих 

функций» генома [30, 31]. Нами выявлено, что при 

12-часовой экспозиции возрастание концентрации 

ионов свинца в среде от 0,01 до 0,5 мг/л незначитель-

но, но закономерно снижает транскрипционную актив-

ность генов ядрышкового организатора политенных 

хромосом C. рlumosus и G. glaucus, вследствие чего 

можно предполагать снижение интенсивности процес-

сов биосинтеза белков общего назначения в клетках 

слюнных желез.

Кольцо Бальбиани, как тканеспецифический пуф, 

содержит постоянно экспрессируемые гены, кодирую-

щие уникальные белки секрета слюнных желез хиро-

номид [25]. Изучение влияния свинца на показатель 

функциональной активности этого района политенных 

хромосом двух видов хирономид позволило обнару-

жить определенные различия в их ответных реакциях. 

При 12-часовой экспозиции увеличение концентрации 

ионов свинца в среде, видимо, подавляет транскрип-

ционную активность тканеспецифичных генов кольца 

Бальбиани политенных хромосом C. рlumosus и стиму-

лирует у G. glaucus.

Ткани личинок C. plumosus наиболее активно ак-

кумулируют ионы свинца именно при 12-часовой экс-

позиции [24]. В связи с этим могут быть объяснимы 

полученные уравнения зависимости, отражающие со-

гласованное и одновременное снижение активности 

и ядрышкового организатора и кольца Бальбиани 

у С. plumosus. Возможно, что обнаруженная тенден-

ция сохранится с увеличением экспозиции, что по-

кажут дальнейшие исследования. Геном G. glaucus 

реагирует на изменение концентрации ионов свинца 

в среде при той же экспозиции неоднозначно: на фоне 

снижения активности ядрышкового организатора эк-

спрессия генов кольца Бальбиани возрастает. Подоб-

ное сочетание показателей структурно-функциональной 

изменчивости политенных хромосом наблюдали в экс-

перименте при воздействии водного раствора фенола 

у двух видов личинок хирономид Camptochironomus 

tentans и Prodiamesa olivacea [32]. Различный геном-

ный ответ личинок хирономид изученных нами видов 

(С. plumosus и G. glaucus), вероятно, свидетельствует 

о наличии у них различных адаптационных механиз-

мов к повышению концентрации ионов свинца в среде. 

У эврибионтного G. glaucus они, возможно, основаны 

на активации продукции секреторного материала (тка-

неспецифических белков) под контролем генов кольца 

Бальбиани. Активность этих генов в клетках слюнных 

желез контролирует несколько регуляторных систем, 

один из них — автономный, функционирует по принци-

пу обратной связи в зависимости от степени наполнения 

протоков слюнных желез секретом [25]. Возрастание 

концентрации ионов свинца в среде, возможно, стиму-

лирует освобождение протоков слюнных желез и, как 

следствие, активирует работу генов кольца Бальбиани. 

Личинки хирономид С. plumosus, по всей видимости, 

таким механизмом не обладают, либо он подавляется 

при увеличении концентрации ионов свинца в среде.

Адаптивные реакции организма, обеспечивающие 

гомеостаз и выживание, базируются на изменении эк-

спрессии генов. Полученные данные свидетельствуют 

о наличии у хирономид разных стратегий поддержания 

гомеостаза, основанных на изменении экспрессии ге-

нов, что в итоге обеспечивает их адаптацию и выжи-

вание в загрязненных водоемах. Установленные видо-

специфические особенности изменения показателей 

структурно-функциональной лабильности ядрышкового 

организатора и кольца Бальбиани в зависимости от кон-

центрации ионов свинца в среде определяют адаптив-

ные возможности организма в целом, что, в свою оче-

редь, определяет конкурентоспособность изученных 

видов. Присутствие в среде ионов свинца подавляет 

функциональную активность генома С. plumosus; ре-

акция генома G. glaucus неоднозначна, что позволяет 

говорить о более высокой экологической пластичности 

последнего. В результате экспериментальных исследо-

ваний получены математические зависимости, описы-

вающие изменчивость на уровне генома клетки в дина-

мике, что может быть учтено при построении моделей 

системы генетического гомеостаза популяций личинок 

хирономид. Увеличение экспозиции в эксперименте, 

возможно, позволит более детально исследовать меха-

низмы адаптации отдельных организмов и популяции 

в целом и, следовательно, биологические последствия 

загрязнения водоемов соединениями свинца. Экспе-

риментальные исследования ответной реакции генома 

хирономид на присутствие в среде тяжелых металлов 

являются актуальными и перспективными в решении 
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