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Сравнительный анализ 
гипотонических растворов для 
цитогенетических исследований 
животных
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Цитогенетические исследования являются востребованными для 
выявления носителей наследственных аномалий. С целью получения метафазных 
пластинок хромосом различных видов животных нами был оптимизирован при­
вычный метод c учетом внесения некоторых корректировок. Основным критерием 
исследований был подбор гипотонического раствора для проведения цитогенети­
ческих исследований у овец и коз.

Методы. Были рассмотрены 3 варианта использования гипотонических рас­
творов: 0,56%-й раствор хлорида калия; дистиллированная вода (1 раствор) и 
0,56%-м раствором хлорида калия (2 раствор); 2%-й раствор цитрата натрия и 
0,56%-й раствор хлорида калия (1:1) (смесь). Для культивирования клеток пери­
ферической крови отбирали кровь из яремной вены животных (козы n = 8, овцы 
n = 11). Культивирование клеток проводили по общепринятой методике. 

Результаты. Результаты проведенных исследований показали, что в зависимо­
сти от используемых компонентов качество препаратов отличалось. Оптимальные 
параметры для приготовления хромосом с хорошим распределением были полу­
чены при культивировании клеток лимфоцитов овец с использованием в качестве 
гипотонического раствора 0,56%-го хлорида калия (20 мин) и колебалось от 25,00 
до 42,86%. Для проведения цитогенетических исследований у коз оптимальные 
результаты были выявлены при использовании 2%-го раствора цитрата натрия с 
0,56%-м раствором хлорида калия (1:1) в течение 20 мин — от 26,67 до 62,50%. 
Каждый вариант позволил уменьшить потерю клеток в процессе приготовления 
препаратов хромосом для определенного вида животных. Таким образом, прото­
кол получения метафазных пластинок с использованием 2%-го раствора цитрата 
натрия с 0,56%-м раствором хлорида калия (1:1) в качестве гипотонического рас­
твора является оптимальным при использовании у коз, в то время как классиче­
ский метод (0,56%-й раствор хлорида калия) был наиболее подходящим для овец.

Comparative analysis of hypotonic 
solutions for cytogenetic studies of 
animals
ABSTRACT
Relevance. Cytogenetic studies are in demand to identify carriers of hereditary 
anomalies. In order to obtain metaphase plates of the chromosomes of various animal 
species, we optimized the usual method, taking into account some adjustments. 

Methods. The main research criterion was the selection of a hypotonic solution for 
cytogenetic studies in sheep and goats. 3 variants of using hypotonic solutions were 
considered: 0.56% solution of potassium chloride; distilled water and 0.56% solution 
of potassium chloride; 2% solution of sodium citrate and 0.56% solution of potassium 
chloride (1:1). For the cultivation of peripheral blood cells, blood was taken from the 
jugular vein of animals (goats n = 8, sheep n = 11).

Results. The cells were cultured according to the generally accepted method. The 
results of the conducted studies showed that the quality of the preparations differed 
depending on the components used. The optimal parameters for the preparation of 
chromosomes with a good distribution were obtained by culturing sheep lymphocyte 
cells using 0.56% potassium chloride as a hypotonic solution (20 min) and ranged from 
14.29 to 25.00%. For cytogenetic studies in goats, optimal results were found when 
using a 2% solution of sodium citrate with a 0.56% solution of potassium chloride (1:1) 
for 20 minutes — from 13.33 to 25.00%. Each option allowed to reduce the loss of cells 
during the preparation of chromosome preparations for a certain type of animal. Thus, 
the developed protocol for obtaining metaphase plates using a 2% solution of sodium 
citrate with a 0.56% solution of potassium chloride (1:1) as a hypotonic solution is 
optimal when used in goats, while the classical method (0.56% solution of potassium 
chloride) was most suitable for sheep.
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Введение
Ц и то ге не ти че ски е  исследования  м ож но  и сп о л ь зо ­

вать для м о н и то ри н га  зд оровья  д о м а ш н е го  скота , в том  
числе вы явления носителей  наследственны х аном алий 
[1, 2 ]. Н аиболее просты м , бы стры м  и во спр о и зв од и м ы м  
спо со б о м , испол ьзуем ы м  при получении препаратов 
хр о м о со м  с целью анализа  кариотипов  ж ивотны х, явля­
ется культивирование  кл е то к крови  (лейкоц итов  п е р и ­
ф ерической  крови ) [3, 4 ].

И нкуби рование  кл е то к в ги п о то н и че ско м  р а ство ­
ре о б еспечивает набухание и разры в ядер. О бработка  
клеточной суспе н зи и  ги п о то н и че ски м  раствором  им еет 
важное зн ачени е  для получения вы сококачествен ны х 
образцов  и о б еспечивает отделение хр о м о со м  д р у г от 
д р у га  в пр о ц е ссе  раскапы вания  кл еток на предм етны е 
стекла  [5 ]. В это  врем я п р о и схо д и т  сни ж ени е  пр о ц е сса  
набухания клеток, разруш ение  м еж хр ом о сом н ы х  с в я ­
зей, такж е  сп о со б ствую щ и х  отделению  хр о м о со м  д р у г 
от д р у га  и п о звол яю щ их и зб еж ать  в д альнейш ем  кле­
точны х наруш ений  и получить хорош ее  распласты вание 
хр о м о со м  на препаратах  [6, 7 ]. Н едостаточная о б р а ­
б отка  ги п о то н и ч е ски м  раствором  п р и во д и т к  тому, что 
хр о м о со м ы  вы глядят на препаратах узловаты м и, с м н о ­
ж естве нн ы м и  перекры тиям и  кл еток и налож ениям и, что 
затруд няет их распознавани е. Н еобходим о пом нить, 
что при испол ьзовании  раствора  больш ой ко н ц ен тр а ­
ции, продолж и тельное  врем я п р о и схо д и т  разры в ядер с 
последую щ ей потерей  отдельны х хр о м о со м  и на п р е па ­
ратах наблю даю тся  неполные хр о м о со м н ы е  наборы  [8, 
9, 10 ]. Ч резм ерн ая  ги по то н и че ска я  об раб отка  вы зы вает 
д и сп е р ги р о в а н и е  хр о м о со м  и появление та к  назы вае ­
мых «пуш истых» хр о м о со м .

Цель наш его  исследования направлена на подб ор  ги ­
по то н и че ско го  раствора, и сп о л ьзуе м о го  для получения 
препаратов м етаф азны х пластинок, овец  и коз.

М етодика
И сследования были проведены  в лаборатории кле­

точной инженерии Ф ГБ Н У  Ф И Ц  ВИЖ а им. Л .К . Эрнста. 
О бъектом  исследований были козы  (п = 8) и овцы  (п = 11), 
содерж ащ иеся  на ф изиологическом  
дворе  ВИЖа. Ч ерез 2 ч после взя ­
тия крови проводили по д го то в ку  для 
культивирования клеток лим ф оцитов 
по м етодике, описанной  П.М . Кле- 
новицким  с коллегам и (2007) [11] с 
некоторы м и изм енениям и, направ­
ленны ми на подбор гипотонически х  
растворов: 1 вариант — 0 ,56% -ы й 
хлорид  калия; 2 вариант двухсту­
пенчатый — дистиллированная вода 
(1 раствор), затем  0 ,56% -ы й хлорид  
калия (2 раствор); 3 вариант — 2% - 
ый цитрат натрия и 0 ,56% -ы й хлорид  
калия (1:1) (см есь).

А нализ хр о м о со м  п р о в о д и ­
ли с испол ьзованием  пр о гра м м ы  
V ideoTest К арио  3 .1 . Ф о то съ е м ка  
м етаф азны х п л асти н о к была п р о в е ­
д е на  с испол ьзованием  кам еры  А ль­
там и 3М П икс  и м и кр о с ко п а  Альтами 
БИО1, и зоб раж ения  были получены  
с пом ощ ью  пр о гра м м ы  A ltam iS tud io  
3 .4 .0 . (увеличение х100). П олучен­
ные данны е обрабаты вали при п о ­
м ощ и ко м пью терной  пр о гра м м ы  
SPSS S ta tis tics  23.0.

Результаты
В результате исследований , направленны х на ул уч ­

ш ение качества  препаратов хр о м о со м  и определения 
наиболее подход ящ его  ги п о то н и ч е ско го  раствора, 
было ра ссм о тр е н о  нескол ько  вариантов п ропи сей  п р о ­
токолов. И спол ьзован ие  0 ,5 6 % -го  ги п о то н и ч е ско го  
раствора  хл ори да  калия (30 мин при t  = 3 7 ,4  °С) было 
ра ссм о тр е н о  ка к кл а сси че ски й  м етод  культивировании 
лим ф оци тов ж ивотны х. Э тот спо со б , в за в и си м о сти  от 
вида ж ивотны х, позволил  получить следую щ ие данны е: 
у  овец  процент м етаф азны х пластинок, д о ступн ы х  для 
подсчета  составил  от 25 ,00  до  42 ,86% ; ко з  — от 8 ,33  до  
11 ,11%  (таблица 1).

С ледую щ им  вариантом  ги п о то н и че ско й  о б р а б о т­
ки культуры  кл е то к было р а ссм о тр е н о  и сп о л ьзо в а ­
ние д истил л и р о ва нно й  воды в течение 15 мин (при 
t  = 3 7 ,4  °С). После э то го  и н куб ировани е  продолж или с 
0 ,5 6% -ы м  раствором  хл ори да  калия в течение 20 мин 
(при  t  = 3 7 ,4  °С ). Э тот сп о со б  не позволил  получить п р е ­
параты  хр о м о со м .

При испол ьзовании  2 % -го  раствора  цитрата  натрия и 
0 ,5 6 % -го  раствора  хл ори да  калия (1 :1 ) в качестве  ги п о ­
то н и че ско го  раствора  было отм ечено  лучш ее р а сп р е д е ­
ление хр о м о со м  по ср авнен ию  с 0 ,5 6% -ы м  раствором  
хл ори да  калия (кл асси чески й  м етод) у  коз. Количество  
качественны х ц и то ге н ети че ски х  препаратов у  д а н н о ­
го вида составил о  от 2 6 ,67  д о  65 ,50% , в то  врем я ка к  у  
овец  — 20,00% .

В таблице 2 представлены  количественны е данны е 
м етаф азны х пл асти но к при испол ьзовании  различны х 
ги п о то н и ч е ски х  растворов. При этом  учиты вали м ета- 
ф азны е пласти нки  х о р о ш е го  качества  и хо р о ш е го  ка че ­
ства  с небольш им и налож ениям и. И з представленны х 
д анны х видно, что общ ее количество  кл еток при полу­
чении хр о м о со м  колебалось  от 2 д о  19 и м аксим альны м  
было при получении на одном  стекле 3 м етаф азны х пла­
стинок.

На рисунке  схем атически  изоб р а ж е но  количество  
м етаф азны х п л асти н о к в за в и си м о сти  от полученного  
качества.

Таблица 1. Использование гипотонических растворов в зависимости от вида животных 

Table 1. Use of hypotonic solutions depending on the type of animal

Вид животного Гипотонический раствор Результаты

Овцы
Козы 0,56% хлорид калия (30 мин) >25%

<12%

Овцы Дист. вода (15 мин), 0,56% хлорид калия 
(20 мин) -

Овцы
Козы

2% цитрат натрия и 0,56% хлорид калия 
(1:1) (20 мин)

20%
>26%

Таблица 2. Количество метафазных пластинок, полученных при исследовании

Table 2. The number of metaphase plates obtained in the study

Кол-во мет. пластинок
Гип. раствор

Всего
цитрат натрия + хлорид калия хлорид калия

0 7 13 20

1,0 1 3 4

2,0 4 2 6

3,0 8 11 19

4,0 1 1 2

Всего 21 30
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С тоит отм етить, что количество  

препаратов х о р о ш е го  качества  с не ­
больш им и налож ениям и при и спол ь­
зован ии  в качестве  ги п о то н и ч е ско го  
раствора  ка к  2 % -го  цитрата  натрия + 
0 ,5 6 % -го  хл ори да  калия (1 :1 ), та к  и 
0 ,5 6 % -го  хл ори да  калия было п р а к­
тически  одинаковы м . Это указы вает 
на то, что данны е растворы  м ож но 
испол ьзовать  при ц и то ге н ети че ски х  
иссл едованиях  ж ивотны х.

Выводы
Таким образом , наиболее эф ф е к­

тивны м  м етодом  получения м и то ти ­
че ских  кл е то к в м етаф азе для в и зу ­
ализации  хр о м о со м  у  ко з  является 
испол ьзование  в качестве  ги п о то н и ­
че ско го  раствора  2 ,0 % -го  цитрата  
натрия и 0 ,5 6 % -го  хл ори да  калия (1:1 
нии м етаф азны х пл асти но к овец  наилучш ие результа ­
ты были получены  при кл асси че ско м  м етоде (0 ,5 6 % -го  
раствор  хл ори да  калия).

Рис. Сравнительные показатели метафазных пластинок в зависимости от типа 
гипотонического раствора (А — хорошего качества, Б — хорош его качества с 
небольшими наложениями)

Fig. Comparative indicators of metaphase plates depending on the type of hypotonic solution (A — 
good quality, Б — good quality with small overlays)

При исследова- Работа вы полнена  в р а м ка х  государст венного з а д а ­
н и я  п р и  ф ина н со во й  п о д д е р ж ке  ф ундамент альных н а ­
учны х и ссл е д о в а н и й  М и н об р н а уки  РФ.
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