
23367 (2)    2023     Agrarian science     Аграрная наука     ISSN 0869-8155 (print)     ISSN 2686-701X (online)     

ZOOTECHNICS AND VETERINARY MEDICINE

ЗО
ОТ

ЕХ
Н

ИЯ
 И

 В
ЕТ

ЕР
ИН

АР
ИЯ

Возможности использования микроядерного 
анализа для выявления генных мутаций 
животных
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Основной целью проведения микроядерного анализа является выявление веществ, 
вызывающих цитотоксические повреждения и приводящие к образованию микроядер, содержащих 
отстающие фрагменты хромосом или целых хромосом. Для исследования хромосомных нарушений 
сейчас очень часто используют микроядерный анализ, так как он достаточно легкий в исполнении и 
не требует больших затрат. 

Методы и результаты. Микроядра являются цитоплазматическими хроматинсодержащими те-
лами, формирующимися при запаздывании в анафазе либо телофазе при клеточном делении или 
фрагментации ядра в процессе апоптоза. Метод микроядерного анализа используют в качестве 
биомаркера хромосомных аберраций при исследовании на мутагенность, а также как маркер разви-
тия онкологических заболеваний. При количественных изменениях ДНК в клетке происходит обра-
зование микроядер. Именно их наличие и является показателем того, что организм был подвержен 
загрязнению окружающей среды (ядохимикаты, пестициды, радиация, тяжелые металлы и т. д.), 
приводящей к воспалительным и патологическим процессам. В последнее время проведено много 
исследований, направленных на изучение влияния  факторов окружающей среды на генетический 
аппарат организма. Под действием мутагенов в пролиферирующих клетках образуются  микроядра, 
подсчет которых позволяет проводить диагностику как генотоксического стресса, так и генетиче-
ской нестабильности организма. Для определения ранних генетических изменений в организме че-
ловека и животных необходимы чувствительные и нетрудоемкие методы, к которым как раз можно 
и отнести микроядерный анализ. В последнее время микроядерный анализ становится актуальным 
для использования его в животноводческой сфере, в основном при исследованиях, направленных 
на контроль качества животноводческой продукции, используемой в дальнейшем для питания че-
ловека.

Ключевые слова: микроядерный анализ, генотоксичность, биомониторинг, микроядра, лим-
фоциты, периферическая кровь
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Possibilities of using micronucleus analysis 
to detect gene mutations in animals 
ABSTRACT
Relevance. The main purpose of micronuclear analysis is to identify substances that cause cytotoxic 
damage and lead to the formation of micronuclei containing lagging fragments of chromosomes or whole 
chromosomes. For the study of chromosomal disorders, micronuclear analysis is now very often used, since 
it is quite easy to perform and does not require large costs. 

Methods and results. Micronuclei are cytoplasmic chromatin-containing bodies formed when delayed in 
anaphase or telophase during cell division or fragmentation of the nucleus during apoptosis. The method of 
micronuclear analysis is used as a biomarker of chromosomal aberrations in the study of mutagenicity, as 
well as as a marker of the development of oncological diseases. With quantitative changes in DNA in the cell, 
the formation of micronuclei occurs. It is their presence that is an indicator that the body was exposed to 
environmental pollution (pesticides, pesticides, radiation, heavy metals, etc.), leading to inflammatory and 
pathological processes. Recently, many studies have been conducted aimed at studying the influence of 
environmental factors on the genetic apparatus of the body. Under the influence of mutagens, micronuclei 
are formed in proliferating cells, the counting of which allows for the diagnosis of both genotoxic stress and 
genetic instability of the organism. To determine early genetic changes in humans and animals, sensitive 
and labor-intensive methods are needed, which can be attributed to micronuclear analysis. Recently, 
micronuclear analysis has become relevant for its use in the livestock sector, mainly in research aimed at 
quality control of livestock products used in the future for human nutrition.
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Введение / Introduction
Сейчас как никогда остро стоит вопрос безопас-

ности пищевых продуктов. Именно поэтому животно-
водческую продукцию исследуют как на наличие в ней 
лекарственных средств, так и загрязняющих веществ в 
окружающей среды. В некоторых странах проводят от-
бор проб от животных и птиц для контроля содержания 
вредных веществ в организме (ксенобиотики, тяжелые 
металлы, наркотики и т. д.) [1]. Это является приоритет-
ным направлением, так как позволяет оценивать гене-
тическое здоровье людей, подвергающихся действию 
мутагенных веществ через продукты животного проис-
хождения.

Например, N. Sandoval-Herrera с коллегами (2021) 
провел исследование на летучих мышах, являющихся 
одним из важных объектов в экосистеме и подвергаю-
щихся влиянию пестицидов при обработке сельскохо-
зяйственных полей. Употребление мышами растений 
и семян с таких полей приводит к образованию микро-
ядер, таким образом, подтверждается, что анализ ми-
кроядер может использоваться при оценке химической 
генотоксичности животных [2].

На молекулярном, клеточном и хромосомном уров-
не могут отражать свое действие различные вещества, 
к которым относятся как химические (ядохимикаты, в 
том числе пестициды), так радиационные [3, 4]. Эти 
вещества являются генотоксичными и вызывают по-
вреждение генетического материала (генные мутации, 
хромосомные изменения, повреждения ДНК). Такие 
изменения могут приводить не только к мутациям, но и 
к различным повреждениям клеток (с последующей их 
гибелью) и даже к онкологическим заболеваниям [2, 5].

Нарушение целостности генетических структур кле-
ток приводит к наследственным изменениям, передаю-
щимся по наследству. Достаточно давно известно, что 
мутации половых клеток, подверженных генотоксиче-
скому действию, приводят к увеличению количества 
абортов, мертворождению, врожденным порокам и раз-
личным наследственным заболеваниям.

Обсуждение / Discussion
Многочисленные исследования, некоторые из кото-

рых были проведены около 100 лет назад, позволили 
выявить отрицательное действие различных химиче-
ских, физических и биологических факторов на геном 
человека и животных, вызывающих различные мутации, 
в том числе нестабильность генома [6, 7]. Такие измене-
ния, как поломка хромосом и неправильная сегрегация, 
относятся к необратимым генетическим повреждениям, 
для выявления которых используют достаточно простые 
цитогенетические методы [8].

Цитогенетические тесты являются наиболее эффек-
тивными для оценки состояния здоровья животных. Для 
определения воздействия различных генотоксических 
веществ на организм человека (или животных) можно 
использовать несколько тестов, позволяющих выявлять 
носителей наследственных аномалий [8]. Для выявле-
ния мутагенности, в том числе оценки разрывов ДНК, 
наиболее доступными методами являются кометный 
анализ (СА) и микроядерный анализ (MNA). В основном 
такие методы используются в качестве биомаркеров 
для выявления повреждения ДНК. Остановимся более 
подробно на микроядерном анализе.

При хромосомных нарушениях в интерфазных клет-
ках образуются микроядра, свидетельствующие о ци-
тогенетических повреждениях, зачастую происходящих 
вследствие действия факторов окружающей среды на 

человека и животных [9]. Таким образом, происходит 
патологическое деление клеток, сопровождающееся 
весьма часто образованием относительно разных по 
размеру ядер. Размеры микроядер могут отличаться. 
Так, крупные в основном наблюдаются при действии 
мутагенов, маленькие — при снижении клеток к регене-
рации и репарации [10, 11].

Микроядра впервые были обнаружены в эритроцитах 
более 100 лет назад гематологами Хауэллом и Джолли 
и впоследствии так и названы — тельца Хауэлла-Джол-
ли (тельца Джолли) [12, 13]. Теодор Бовери (Theodor 
Heinrich Boveri) в 1902 г. выявил аномальное строе-
ние хромосом в клетках опухолей [14]. Этот же ученый 
предположил, что аномальное число хромосом в клет-
ке возникает из-за митотических ошибок. В последую-
щих исследованиях других ученых было доказано, что 
во время митоза неправильная сегрегация хромосом 
сопровождается образованием ядерной мембраны ми-
кроядер [15].

Микроядерный тест был разработан W. Schmid в 
1970 г., хотя есть версии, что он был предложен в 1970–
1973 гг. несколькими учеными. W. Schmid идентифици-
ровал микроядра как маленькие базофильные круглые 
включения внутри эритроцитов [8, 16]. P. Countryman и 
J. Heddle (1976) предложили использовать микроядра 
для диагностики повреждений хромосом в лимфоци-
тах периферической крови. Позже на его основании 
был разработан метод микроядерного блока цитокинов 
(CBMN), позволяющий специфически оценивать микро-
ядра в клетках, завершивших деление ядра [17].

Микроядра образуются из ядерного хроматина и 
в интерфазе находятся в цитоплазме клеток. Имеют 
округ лую форму и размер намного меньше, чем ядро 
клетки [15, 18, 19]. Во время телофазы они окружены 
ядерной мембраной [3] и могут визуализироваться в 
цитоплазме. Деление клеток сопровождается образо-
ванием одиночных или множественных микроядер, при 
этом в ядра дочерних клеток могут включаться целые 
хромосомы или их фрагменты.

Формирование микроядер наблюдается при апоп-
тозе, зачастую при нарушении иммунного ответа орга-
низма на внешние воздействия [3], и могут появляться 
в клетках любой пролиферирующей ткани. При этом 
происходит образование клеток с неполным набором 
хромосом с дальнейшим развитием мутаций и, как 
следствие, наследственных заболеваний. Во многих 
исследованиях было описано, что увеличение частоты 
микроядер в периферических лимфоцитах связано с 
повышенным риском рака на популяционном уровне, 
что позволило рассматривать этот признак в качестве 
маркера развития онкологии [5, 20].

Генетические повреждения, приводящие к хромо-
сомным аберрациям, сопровождаются образованием 
микроядер. Увеличение их количества является показа-
телем неблагоприятного воздействия и позволяет про-
водить диагностику и контроль за процессами, проис-
ходящими в организме (хромосомные нарушения) [21]. 
Для проведения микроядерного анализа необходима 
световая микроскопия, при которой проводят диффе-
ренциальный подсчет лейкоцитов и изучают профили 
эритроцитов [22].

M. Fenech (2000) в своих исследованиях выявил, что 
частота микроядер в значительной степени опреде-
ляется генетическими факторами и тем самым пред-
ставляет промежуточный фенотип между механизмами 
репарации молекулярной ДНК и фенотипом рака [23]. 
Микроядра рассматривают в качестве биомаркеров 
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структурных и числовых хромосомных аберраций при 
тестировании на мутагенность и биомониторинг [24].

Микроядерный анализ используют для выявления 
взаимосвязи между повреждением ДНК и бесплоди-
ем, в то же время бесплодие наблюдается при наличии 
микроядер в сперматидах, положительная корреляция 
была отмечена при повреждении ДНК спермы и нали-
чием микроядер в периферической крови мужчин. Рас-
сматривают возможность использования микроядер в 
лимфоцитах периферической крови и репродуктивных 
тканях в качестве биомаркера бесплодия и осложнений 
беременности у человека [9].

Т. Глазко с коллегами (2013) изучала влияние резуль-
тативности микроядерного теста на возраст животных, 
сезон, видовую принадлежность и эколого-географи-
ческие условия воспроизводства. Доказано, что повы-
шенный уровень частоты встречаемости клеток с цито-
генетическими аномалиями в периферической крови 
статистически достоверно коррелирует с количеством 
морфологически дефектных сперматозоидов, в даль-
нейшем приводящих к нарушениям функций — воспро-
изводительной и репродуктивной. Для распознавания 
таких аномалий используют показатели частоты встре-
чаемости эритроцитов с микроядрами [25].

Серьезным фактором является то, что микроядерный 
анализ — важный биомаркер in vivo и in vitro и широко 
используется в молекулярной эпидемиологии и цито-
генетике [26]. Этот анализ рассматривается в качестве 
перспективного метода в вопросах изучения влияния 
факторов окружающей среды на генетический аппарат 
организма. Метод основан на особенностях пролифе-
рирующих клеток образовывать такие ядерные структу-
ры, как микроядра, под действием мутагенов [22]. 

Микроядра в 1959 г. были предложены в качестве 
маркеров цитогенетических повреждений [12]. Позже, в 
1970 г., микроядерный анализ К. Boller и W. Schmid ста-
ли использовать как цитогенетический тест [27], после 
чего его стали применять на полихроматических эри-
троцитах костного мозга [28] и лимфоцитах [17].

Микроядерный анализ позволяет проводить иссле-
дования, направленные на изучение воздействия вред-
ных веществ на разных стадиях клеточного цикла клеток 
[10]. Достаточно много исследований описано с ис-
пользованием микроядер для выявления цитогеноток-
сичности и мутагенности различных соединений.

А. Водунон с коллегами (2008) выявила увеличе-
ние количества эритроцитов с микроядрами у больных 
людей с атопической бронхиальной астмой. При этом 
отмечалась прямо пропорциональная зависимость ми-
кроядер от степени тяжести заболевания [29].

В исследованиях С. Касимова и других ученых (2020) 
был проведен цитогенетический анализ с целью оцен-
ки стабильности генетического аппарата у студентов 
разных национальностей (русские, казахи, туркмены) 
в буккальном эпителии. В ходе работы были выявлены 
как половые, так и национальные отличия в изучаемых 
группах людей [10].

Также этот метод применяют на эукариотических 
клетках и для исследования хромосомных аберраций, 
так как для этого не требуется анализ кариотипа. Об-
разование микроядер широко используется в качестве 
биомаркера генотоксичности у людей, модельных орга-
низмов, а в последнее время и у диких животных [2, 8, 
30, 31].

При цитогенетическом анализе с целью оценки ста-
бильности генетического аппарата стали применять 
микроядерный тест [32]. Есть ряд исследований раз-

личных ученых, направленных на изучение образования 
микроядер при таких заболеваниях, как сахарный диа-
бет, онкология и аллергия [33].

При лечении онкологических заболеваний использу-
ют химиотерапевтические препараты, которые в свою 
очередь также приводят к мутационной нагрузке. Для 
выявления их действия на организм применяют микро-
ядерный тест, позволяющий проводить диагностику 
кластогенных и цитотоксических эффектов [34].

В странах ЕС и Японии микроядерный анализ являет-
ся обязательным тестом, используемым при токсиколо-
гических исследованиях. В литературе описано доста-
точно много результатов применения микроядерного 
теста на таких видах, как рыбы, мыши, крысы, лягушки, 
голуби, ящерицы и гадюки [35]. Но не следует упускать 
альтернативу использования этого метода как важного 
показателя физиологического состояния организма [36].

Микроядерный тест является надежным, доступным, 
точным. Для его проведения необходимо минимальное 
время, и немаловажный фактор — независимость ана-
лиза от вида кариотипа (большое количество хромосом, 
хромосомы небольших размеров), позволяющим опре-
делять хромосомные потери с большой точностью, а 
также возможностью использования на тканях с низкой 
митотической активностью [10].

В то же время к недостаткам микроядерного анализа 
относятся: зависимость используемых методов фикса-
ции и окраски (необходимо специальное окрашивание 
для более точного выявления типа хромосомных абер-
раций с нарушениями); отличие уровня клеток с микро-
ядрами в разных органах и тканях у одного и того же 
организма неодинаково; для определения типа хромо-
сомных аберраций и идентификации хромосом необхо-
димо использовать микроядерный тест параллельно с 
другими методами [9, 37].

Немаловажным условием для проведения экспери-
мента является то, что необходимо учитывать пол, воз-
раст и физиологические особенности исследуемого ор-
ганизма, так как частота микроядер может изменяться в 
зависимости от этих показателей.

Как уже говорилось выше, повышенная частота ми-
кроядер указывает на хромосомное повреждение, про-
исходящее при снижении жизнеспособности клеток. 
Этот фактор как раз и рассматривается в качестве мар-
кера нестабильности их функционирования. Микроядра 
образуются в ходе хромосомных разрывов (кластоге-
нез) либо нарушения митотического аппарата (анеуге-
нез) в процессе эритропоэза в костном мозге или селе-
зенке.

Наличие микроядер в клетках свидетельствует о ко-
личественных изменениях ДНК в живой клетке, а также 
генотоксическом стрессе и (или) генетической неста-
бильности организма. Клетки, содержащие микроядра, 
являются информативным показателем того, что орга-
низм был подвержен действию различных факторов, в 
том числе загрязнению окружающей среды, вызываю-
щих воспалительные и патологические процессы.

В исследованиях М. Елькиной и ее коллег (2011) был 
проведен анализ внутривидовой генетической диффе-
ренциации у монгольского скота, в том числе крупного 
рогатого скота, яков и овец, в зоне рискованного жи-
вотноводства Гоби с использованием микроядерного 
теста. По результатам проведенных исследований была 
отмечена повышенная стабильность генетического ап-
парата [38].

Так, Е. Романова и Е. Рябинина (2019) проводили 
исследования, направленные на изучение качества 
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среды для мониторинга генотоксического загрязнения 
с использованием микроядерного анализа (гематоло-
гические и цитогенетические показатели прудовых ля-
гушек). По результатам работы этих ученых были даны 
рекомендации по применению данного метода с целью 
оценки экологического состояния не только популяции 
организмов, но и среды обитания [39].

В ходе исследований С. Подберезко и С. Мельнова 
(2020) был изучен цитогенетический статус амфибий в 
водоемах с различной антропогенной нагрузкой. На ос-
новании полученных результатов было выявлено боль-
шое содержание микроядер в наиболее загрязненном 
водоеме (больше чем в 11 раз, р < 0,05), о чем свиде-
тельствовала частота встречаемости хромосомных 
аберраций [40].

А. Бигалиев с коллегами (2020) проводил цитогене-
тические исследования рыб, содержащихся в загряз-
ненных водоемах, и выявил, что на таких территориях 
количество клеток с микроядрами увеличивается в 1,5–
2 раза. Такая же тенденция была отмечена и у людей, 
проживающих на загрязненных территориях в данной 
местности [41].

С. Смородинская в своих исследованиях (2022) вы-
являла взаимосвязь возникновения микроядер в эри-
троцитах рыб Danio rerio с воздействием на организм 
пищевой добавки ликопина. В ходе эксперимента было 
выяснено, что ликопин не имеет генотоксического воз-
действия и может использоваться в различных продук-
тах питания [42].

В 2000 году отмечалось повышенное внимание ла-
бораторий, работающих в области экологического му-
тагенеза с использованием микроядерного анализа. 
Было опубликовано много статей, основанных на этих 
исследованиях. Микроядерный анализ был применен в 
вирусологии. Например, было доказано, что белок TAX 
вируса Т-лейкемии человека типа I и II вызывает увели-

чение частоты микроядер [43]. Такая же картина наблю-
далась при заболевании вирусом Эпштейна — Барр [44] 
и при ВПЧ [45, 46]. В работах S. Duensing и K. Munger 
была выявлена прямая связь индукции микроядер с он-
кобелками Е6 и Е7 ВПЧ [47].

В отличие от большинства молекулярных изменений, 
поломка хромосом и неправильная сегрегация относят-
ся к необратимым генетическим повреждениям, кото-
рые можно легко обнаружить в подвергшихся воздей-
ствию организмах с помощью простых методов. Стоит 
учитывать тот факт, что иногда микроядра могут путать 
с гранулами тучных клеток. Необходимо помнить, что 
форма клеток круглая или овальная с четкими краями и 
они всегда равномерно окрашены [35].

Микроядерный анализ был применен на различных 
клетках, таких как безъядерные эритроциты, сперма-
тиды, оотиды, в том числе эмбрионах, для изучения 
трансплацентарной активности. Разностороннее ис-
пользование этого метода открывает перспективы для 
раннего прогнозирования наследственных заболева-
ний, оценки мутагенности при экологических катастро-
фах [48, 49].

Выводы / Conclusion
Актуальность проведения микроядерного теста ста-

новится наиболее востребованной вследствие роста 
экологических катастроф, загрязнения окружающей 
среды, а также использования генетически модифици-
рованных продуктов. Методики анализа микроядер в 
медицине для различных тканей стандартизированы, 
в то время как в сельском хозяйстве необходимо про-
водить целенаправленное изучение данного метода 
на разных видах животных. Это позволит определить 
причину возникновения многих заболеваний, а также 
использовать данный анализ с целью мониторинга эко-
логической обстановки.
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