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Микроядерный тест в комбинации с методом флюоресцентной гибриди-

зации in situ (FISH) (с использованием специфичных проб для окраски це-
лых хромосом) был применен для сравнительной оценки уровня повреж-
дений X-хромосомы в лейкоцитах у представителей обоих полов. В качестве 
агента, повреждающего хромосомы, был использован митомицин С. Было 
проанализировано по 916 микроядер в клетках каждого пола. Полученные 
данные показали, что X-хромосома в женских и мужских микроядрах 
встречается с частотой 4,25 и 1,05% соответственно. Предполагается, что 
женская инактивная X-хромосома повреждается и включается в микроядра 
значительно чаще, чем ее функционирующий гомолог. 

 
Введение. Микроядерный тест широко применяется для оценки 

генотоксичности химических и физических факторов окружающей среды.  
Микроядра (МЯ) – внеядерные тельца, которые формируются в делящихся 
клетках из ацентрических хромосомных фрагментов или целых хромосом, 
которые не были включены в дочерние ядра. Они покрываются ядерной 
мембраной, приобретая морфологию интерфазного ядра с той разницей, что 
основное ядро значительно превышает МЯ в размерах [1]. В последние годы 
применяется микроядерный тест с цитокинетическим блоком за счет присут-
ствия цитохалазина В, который блокирует деление цитоплазмы и приводит к 
образованию двуядерных, а в дальшейшем и полиядерных клеток [1].  Данная 
версия микроядерного теста позволяет анализировать наличие микроядер в 
двуядерных клетках, прошедших один цикл деления.   

В настоящее время, несмотря на широкое применение микроядерного 
теста, вероятность миграции разных хромосом и их фрагментов в МЯ не до 
конца изучена. Более детальное исследование механизмов образования МЯ 
поможет в дальнейшем точнее интерпретировать получаемые данные. Визуа-
лизация отдельных хромосом возможна за счет методов молекулярной цито-
генетики, в частности флюоресцентной гибридизации in situ (FISH). Комби-
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нация микроядерного теста с методом FISH позволяет идентифицировать 
наличие тех или иных хромосом или их фрагментов в составе микроядер.    

В данной работе закономерности миграции X-хромосомы в МЯ были 
изучены в лейкоцитах, полученных от доноров обоих полов после их обра-
ботки митомицином С, с применением комбинации микроядерного теста (с 
цитокинетическим блоком) и метода FISH (с пробой для целой Х-хромо-
сомы). 

Материалы и методы. В исследовании были использованы перифе-
рические лейкоциты двух здоровых доноров – женщины и мужчины. Индук-
ция МЯ митомицином С проводилась по стандартному протоколу [1, 2]. 
Гепаринизированная цельная кровь культивировалась в питательной среде 
RPMI 1640 (1:10) с добавлением 10%-ой эмбриональной телячьей сыворотки, 
10 мкг/мл ФГА, 1%-го раствора пеницилина/стрептомицина при температуре 
370C. Митомицин C в концентрации 0,1 мкг/мл был добавлен через 22 ч после 
начала культивирования. Через 44 ч деление клеток былo приостановленo 
добавлением цитохалазина B в концентрации 3 мкг/мл. Инкубация длилась в 
целом 72 ч. По окончании инкубации клетки подвергались гипотонической 
обработке холодным раствором KCl (0,075 M) при температуре 40C в течение 
3 минут, а затем фиксировались дважды в растворе этанол–уксусная кислота 
(3:1). Суспензии клеток раскапывались на предметные стекла. Готовые пре-
параты  хранились  при  температуре  200C  для  последующей  гибридизации  
in situ. 

FISH-анализ проводился в соответствии со стандартной методикой [3]. 
Препараты обрабатывались 5 минут раствором 0,01 N HCl/10%-го пепсина 
(Sigma, USA) при 370С. Затем хромосомы денатурировались в 70%-ом раст-
воре формамида при 730С в течение 3 мин, а также последовательно подвер-
гались обезвоживанию в 70, 85, 100%-ых  растворах этанола, по 5 минут в 
каждом. Денатурированный зонд для X-хромосомы наносился на препараты.  
Продолжительность гибридизации составляла 42 ч. После отмывки препара-
ты окрашивались DAPI для визуализации ядер и МЯ.  

МЯ анализировались как в двуядерных, так и в одноядерных клетках. 
Результаты и обсуждение. На основе анализа 916 МЯ в клетках 

каждого пола обнаружено, что X-хромосома встречалась с частотой 4,25 и 
1,05% в женских и мужских клетках соответственно. 

В большинстве X-позитивных МЯ отмечалось наличие сигнала Х-хро-
мосомы как в МЯ, так и в основном ядре, что свидетельствует о том, что МЯ, 
индуцированные  митомицином С,  преимущественно  включают  фрагменты 
Х-хромосомы  и  изредка  Х-хромосому  целиком  [4–8].  Полученные  резуль-
таты не противоречат данным литературы, согласно которым митомицин С 
вызывает повреждения главным образом в околоцентромерных участках 
хромосом [9]. 

Если предположить, что образование МЯ каждой хромосомой человека 
является случайным процессом, каждая парная хромосома может появится в 
МЯ с частотой 1/23 (4,34%). Присутствующие  в  единственном числе  Y-  и  
Х-хромосомы в мужских клетках могут включаться в МЯ с вероятностью 1/46 
(2,17%). Таким образом, полученная частота встречаемости Х-хромосомы в 
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МЯ, индуцированных митомицином С, соответствует теоретически ожидае-
мой в женских клетках и ниже ожидаемой в мужских. По данным литера-
туры, идентификация хромосомного материала, присутствующего как в спон-
танных, так и в индуцированных МЯ, показывает, что вероятность повреж-
дения Х-хромосомы в женских клетках, как правило, выше ожидаемой и 
увеличивается  с  возрастом [10–14]. Повышенный  уровень  повреждаемости 
Х-хромосомы выявлен также в мужских клетках [13, 14]. Однако большин-
ство представленных в литературе данных в основном касается спонтанной 
или  индуцированной  анеугенами  анеуплоидии  по  Х-хромосоме.  Митоми-
цин С является классическим кластогеном, вызывающим разрывы хромосом, 
и индуцированные при его действии эффекты могут описываться другими 
закономерностями. При изучении миграции хромосом в МЯ при действии 
разных генотоксикантов показано, что нерасхождения хромосом являются 
неслучайными событиями, зависящими как от хромосомы, так и от действую-
щего вещества и его дозы [15]. 

Согласно полученным результатам, Х-хромосома встречается в женс-
ких МЯ в 4 раза чаще, чем в мужских, что объясняется, в частности, 
наличием двух Х-хромосом. Известно также, что в женских соматических 
клетках одна из X-хромосом находится в сверхконденсированном 
инактивном состоянии, из-за чего она повреждается чаще и преимущественно 
включается в состав МЯ  [13, 16, 17]. 

Таким образом, результаты анализа МЯ свидетельствуют о том, что 
вероятность повреждения Х-хромосом при действии митомицина С в женс-
ких клетках значительно выше, чем в мужских. 
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²Ù ÷ á ÷ á õ Ù  
 

ºñÏáõ ë»é»ñÇ É»ÛÏáóÇïÝ»ñáõÙ X ùñáÙáëáÙÇ Ñ³Ù»Ù³ï³Ï³Ý íÝ³ëÙ³Ý 
³ëïÇ×³ÝÁ ·Ý³Ñ³ï»Éáõ Ñ³Ù³ñ ÏÇñ³éí»É ¿ ÙÇÏñáÏáñÇ½³ÛÇÝ ï»ëïÁ ýÉáõá-
ñ»ëó»Ýï³ÛÇÝ in situ ÑÇµñÇ¹³óÙ³Ý (FISH) Ù»Ãá¹Ç Ñ»ï Ñ³Ù³Ïóí³Í, áñÇ 
Å³Ù³Ý³Ï û·ï³·áñÍí»É ¿ X ùñáÙáëáÙÇ ³ÙµáÕç³Ï³Ý Ý»ñÏÙ³Ý ½áÝ¹: àñå»ë 
ùñáÙáëáÙÝ»ñÇ íÝ³ëÙ³Ý ·áñÍáÝ ÏÇñ³éí»É ¿ ¹³ë³Ï³Ý ÏÉ³ëïá·»Ý ÙÇïá-
ÙÇóÇÝ C-Ý: Úáõñ³ù³ÝãÛáõñ ë»éÇ µçÇçÝ»ñáõÙ í»ñÉáõÍí»É ¿ 916 ÙÇÏñáÏáñÇ½: 
êï³óí³Í ïíÛ³ÉÝ»ñÁ óáõÛó ïí»óÇÝ, áñ X ùñáÙáëáÙÁ Ç·³Ï³Ý ¨ ³ñ³Ï³Ý 
ÙÇÏñáÏáñÇ½Ý»ñáõÙ Ñ³Ý¹ÇåáõÙ ¿ Ñ³Ù³å³ï³ëË³Ý³µ³ñ 4,25 ¨ 1,05% 
Ñ³×³Ë³Ï³ÝáõÃÛ³Ùµ: ºÝÃ³¹ñíáõÙ ¿, áñ Ç·³Ï³Ý ÇÝ³ÏïÇí X ùñáÙáëáÙÁ 
íÝ³ëíáõÙ ¿ ¨ Ã³÷³ÝóáõÙ ¿ ÙÇÏñáÏáñÇ½Ý»ñ ³í»ÉÇ Ñ³×³Ë, ù³Ý Ýñ³ 
ýáõÝÏóÇáÝ³É ÑáÙáÉá·Á:  
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ESTIMATION  OF  CHROMOSOME  X  DAMAGE  INDUCED  WITH 
MITOMYCIN  C  IN  HUMAN  LEUKOCYTES  BY  MN-FISH  METHOD  

 
S u mma r y 

 
Combination of micronuclei test with fluorescent in situ hybridization 

(FISH) with application of whole chromosome probes was applied to compare 
chromosome X damage in leukocytes of male and female. Mitomycin C was 
selected as typical clastogene agent. 916 micronuclei in cells of both genders were 
studied. The data obtained showed that frequency of distribution of X-chromosome 
in women's and men’s micronuclei was 4,25 and 1,05% consequently. Higher 
probability of damage of female inactive X-chromosome in micronuclei compared 
with its functioning homolog is demonstrated and discussed. 

 


