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* Исследование закономерностей возникнове�
ния хромосомных аберраций в лимфоцитах пе�
риферической крови широко используется для
определения характера мутационного процесса
в соматических клетках человека. Отдельный
интерес представляет спектр и частота хромо�
сомных нарушений, индуцированных плотно�
ионизирующим α�излучением у работников,
связанных с радиохимическим производством.
Для определения характера и степени радиаци�
онного воздействия долгое время применяется
метод учета хромосомных аберраций, которые
являются общепризнанным индикатором такого
рода мутагенных влияний [1, 2]. В мировой
практике определения генетических поврежде�
ний также широко используется анализ двухъ�
ядерных цитокинез�блокированных лимфоци�
тов как способ исследования “цитома” с воз�
можностью определения частоты микроядер,
уровня клеточной гибели и митотической дис�

* Адресат для корреспонденции: 634050 Томск, ул. Набереж�
ная р. Ушайки, 10, НИИ МГ СО РАМН; тел.: (3822) 51�31�
46; е�mail: vladimir.timoshevsky@medgenetics.ru.

функции [3, 4]. Под “цитомом” подразумевается
совокупность характеристик клетки, включаю�
щая ее витальный (некроз, апоптоз) и митотиче�
ский (микроядра, метафазы, анафазы, одно�
двухъядерность) статус, а также состояние хро�
мосомной целостности (наличие микроядер,
нуклеосомных мостов, ядерных почек, распре�
деления хромосомоспецифичных сигналов).
Гибридизация с использованием флуоресцент�
ных ДНК�зондов на двухъядерных клетках поз�
воляет определять частоту анеугенных событий:
нерасхождения и отставания отдельных хро�
мосом.

Необходимость детекции анеугенной компо�
ненты воздействия продиктована колоссальным
мутагенным потенциалом анеуплоидии как гене�
тического нарушения, играющего ключевую роль
в злокачественной трансформации клеток и кло�
нальной эволюции неоплазии [5, 6]. Нарушения в
точном механизме распределения хромосом по
дочерним клеткам приводят к образованию мик�
роядер и анеуплоидии. Кроме того, перестроен�
ные хромосомы также могут быть подвержены
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имущественно аберрантные хромосомы. Показано, что определение хромосомных повреждений в
двухъядерных клетках позволяет расширить спектр выявляемых хромосомных нарушений, а также
детализировать характер мутагенного влияния исследуемого фактора с учетом механизмов генера�
ции анеуплоидии. Хорошая согласованность результатов метафазного и интерфазного анализа сви�
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ошибочному распределению в ходе клеточного
деления. Таким образом, определение генетиче�
ских эффектов следует проводить, во�первых, с
учетом возможного кластогенного воздействия,
и, во�вторых, принимать во внимание, что тести�
руемый фактор может вызвать геномные мута�
ции. Цель настоящей работы – оценка генетиче�
ских эффектов инкорпорированного 239Pu с по�
мощью комплексного анализа структурных и
числовых хромосомных нарушений у работников
радиохимического производства. Особый инте�
рес представляла оценка возможной взаимосвязи
между хромосомными аберрациями с нарушени�
ями “цитома” с целью определения отношения
структурных и числовых хромосомных аномалий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Для оценки частоты и спектра хромосомных
нарушений был обследован персонал металлур�
гического завода ОАО “Сибирский химический
комбинат” (г. Северск Томской области), в каче�
стве контрольной группы представлены жители
города Северска, не связанные с радиохимиче�
ским производством. Возраст работников состав�
лял от 38 до 70 лет (среднее 57 лет), содержание
239Pu в организме варьировало от 0.37 до 6.95 кБк
(10–188 нКи). Контрольная группа состояла из
индивидов без зарегистрированного влияния
ионизирующей радиации в возрасте от 31 до
69 лет (среднее 53 года). Цитогенетический ана�
лиз рутинно окрашенных хромосом был проведен
у 66 работников и 25 человек контроля, анализ
дифференциально окрашенных хромосом у 56 и
24 человек соответственно, анализ цитохалазин�
блокированных лимфоцитов в комбинации с
FISH на хромосомы 2, 7, 8, 12, X и Y у 30 работни�
ков и 30 человек из контрольной группы. От каж�
дого индивида было получено информированное
согласие на проведение генетического исследова�
ния, а также были собраны анкетные данные о
возможных бытовых мутагенных воздействиях,
вредных привычках, перенесенных заболеваниях
и принимаемых лекарственных препаратах. Про�
ведение исследования было одобрено Комитетом
по биомедицинской этике НИИ медицинской ге�
нетики СО РАМН.

Исследования проводились по стандартному
критерию оценки частоты хромосомных аберра�
ций, выявляемых в первом митозе после ФГА�
стимуляции лимфоцитов [7]. Учитывались все ти�
пы хромосомных аномалий, распознаваемых на
рутинно и дифференциально окрашенных хро�
мосомах. У каждого индивида анализировали
порядка 300 рутинно окрашенных метафаз и
100 пластинок с дифференциальной окраской.
Для получения цитокинез�блокированных лим�
фоцитов после 48 ч культивирования в культуру
клеток добавляли цитохалазин В в количестве

5 мкг/мл. Через 72 ч после начала культивирова�
ния начинали процедуру фиксации [8].

Реакцию флуоресцентной гибридизации in situ
проводили по стандартной методике с незначи�
тельными модификациями [9, 10]. ДНК�зонды по�
лучали методом ник�трансляции плазмидной
ДНК E.coli, содержащей вставки соответствующих
центромероспецифичных фрагментов альфа�са�
теллитной ДНК человека. Для мечения использо�
вали дезоксирибонуклеотидтрифосфаты с флуо�
ресцирующими молекулами: флуоресцеин�12�
дУТФ и Tamra�5�дУТФ. Для денатурации зондов и
хромосомной ДНК, а также для последующей ги�
бридизации in situ использовали программируе�
мый термостат “ThermoBrite” (“Abbott Molecular”,
США). Денатурацию проводили нагреванием в те�
чение 2 мин при 75°C, после чего инкубировали
препараты для гибридизации ДНК�зондов с хро�
мосомными мишенями в течение ночи (15–18 ч)
при 37°С. Для проведения FISH�анализа исполь�
зовали центромероспецифичные зонды в следую�
щих сочетаниях: 2 и 8, 12 и 7, Y и X, меченные со�
ответственно Tamra�5�дУТФ и флуоресцеин�12�
дУТФ. После отмывок в буферах 0.4 × SSC, 0.3%
NP�40 при 70°С в течение 2 мин и 2 × SSC, 0.1%
NP�40 при 37°С в течение 5 мин, препараты окра�
шивали DAPI в конечной концентрации
0.3 мкмоль/л и заключали в буфер для микроско�
пирования, содержащий антиокислительный
агент DABCO. Анализ распределения флуорес�
центных сигналов вели на микроскопе “Axioskop”
(Carl Zeiss), при увеличении в 1200 раз. Частоту
аномальных сегрегационных событий для каждой
пары анализируемых на одном препарате хромо�
сом оценивали в 1000 двухъядерных клеток, в ко�
торых проводили учет микроядер [3, 11]. Матема�
тическую обработку данных проводили с помо�
щью следующих методов прикладной статистики:
разницу средних оценивали с применением одно�
факторного дисперсионного анализа, корреляци�
онную связь между переменными выявляли с по�
мощью рангового критерия Спирмена и γ�теста.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для определения частоты структурных аберра�
ций у одних и тех же лиц были проанализированы
как рутинно окрашенные хромосомы, так и мета�
фазные пластинки с G�бендингом. Возникающие
в клетках хромосомные аберрации обычно выяв�
ляются с помощью стандартного цитогенетиче�
ского анализа рутинно окрашенных хромосом
[12]. В табл. 1 приведены средние показатели по
частоте хромосомных нарушений в лимфоцитах
периферической крови обследованных лиц с ин�
корпорированным 239Pu по данным анализа ру�
тинно окрашенных хромосом. Среди поврежде�
ний хромосом встречаются аберрации как хромо�
сомного, так и хроматидного типов. Сравнение
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показателей основной и контрольной групп поз�
волило выявить статистически значимые отличия
по частоте аберрантных метафаз, аберраций хро�
мосомного типа и парных фрагментов. Несмотря
на значимые отличия частоты аберрантных мета�
фаз в основной группе по сравнению с контро�
лем, исходя из наших предыдущих данных, а так�
же общепопуляционного уровня хромосомных
аберраций, средняя частота аберрантных метафаз
как у работников производства, так и в контроле
не превышает спонтанной величины [13, 14].

Считается, что нестабильные двухударные
хромосомные аберрации (дицентрические и
кольцевые хромосомы) являются надежным и
наиболее чувствительным биологическим мар�
кером индивидуальной дозовой нагрузки на все
тело в случае недавнего острого облучения [15],
тогда как стабильные хромосомные аберрации,
сохраняясь длительное время в клетках�предше�
ственниках и лимфоцитах периферической кро�
ви, могут служить биомаркерами для ретроспек�
тивной оценки доз облучения [16, 17]. Обращает
на себя внимание факт отсутствия значимого
увеличения частоты двухударных хромосомных
аберраций у работников с инкорпорированным
239Pu, что в целом свидетельствует об отсутствии
существенного радиационного воздействия.

У работников с повышенной частотой хромо�
сомных нарушений преобладают аберрации хро�
мосомного типа, что характерно для исследуемо�
го мутагенного фактора – плотно�ионизирующе�
го излучения инкорпорированного 239Pu. Именно
аберрации хромосомного типа – преимуществен�

но парные фрагменты – вносят основной вклад в
различия основной и контрольной групп. Прохо�
дя через клетки�мишени α�частицы вызывают
двойные разрывы ДНК, что и приводит к форми�
рованию аберраций хромосомного типа. Таким
образом, характер наблюдаемой цитогенетиче�
ской картины в лимфоцитах периферической
крови у работников СХК при действии инкорпо�
рированного плутония можно объяснить, исходя
из физических свойств исследуемого изотопа. В
то же время нельзя утверждать, что воздействие
изучаемого фактора вносит драматические изме�
нения в генетический аппарат клеток, приводя к
какому�либо существенному увеличению уровня
хромосомных аберраций.

Для выявления стабильных аберраций более
информативным является анализ дифференци�
ально окрашенных хромосом. Выбор этого мето�
да анализа обусловлен тем, что большинство ли�
тературных данных свидетельствует о том, что
генетические эффекты инкорпорированного
плутония не приводят к видимым изменениям в
отношении индукции нестабильных аберраций
[18–20], что наблюдалось и нами в настоящем ис�
следовании. С помощью анализа G�окрашенных
хромосом можно идентифицировать транслока�
ции, а также более детально исследовать делеции.
В табл. 2 приведены показатели спектра и частоты
обнаруженных хромосомных аберраций по дан�
ным анализа G�окрашенных хромосом. Анало�
гично ситуации с рутинно окрашенными хромо�
сомами, кариотипирование G�окрашенных хро�
мосом позволило выявить различия основной

Таблица 1. Средняя частота хромосомных аберраций (% ± ст. ошибка среднего) в лимфоцитах периферической
крови у работников плутониевого производства с различной дозовой нагрузкой по данным анализа рутинно
окрашенных метафаз

Группа Работники Контроль р для разницы средних

Число индивидов 66 25

Число исследованных метафаз 19103 7430

Процент аберрантных метафаз 1.46 ± 0.11 0.83 ± 0.13 0.002

Аберрации хромосомного типа 0.86 ± 0.10 0.33 ± 0.12 0.003

Аберрации хроматидного типа 0.75 ± 0.08 0.55 ± 0.11 0.180

Число аберраций на 100 клеток 1.63 ± 0.13 0.87 ± 0.14 0.006

Парные фрагменты 0.55 ± 0.08 0.19 ± 0.07 0.010

Кольцевые хромосомы 0.08 ± 0.03 0.07 ± 0.03 0.824

Дицентрические хромосомы 0.13 ± 0.03 0.05 ± 0.03 0.126

Делеции 0.06 ± 0.02 – 0.034

Одиночные разрывы 0.37 ± 0.05 0.34 ± 0.08 0.731

Изохроматидные разрывы 0.24 ± 0.05 0.16 ± 0.06 0.381

Хроматидные обмены 0.10 ± 0.03 0.05 ± 0.02 0.282

Мультиаберрантные клетки 0.03 ± 0.02 0.01 ± 0.01 0.601

Клетки с двойными минихромосомами 0.07 ± 0.02 0.01 ± 0.01 0.244
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группы с контролем по частоте аберрантных ме�
тафаз, числу аберраций в пересчете на 100 клеток,
уровню аберраций хромосомного типа, а также по
частоте делеций.

Следует отметить, что большинство атипич�
ных хромосом, которые относятся к аберрациям
стабильного типа, были выявлены в настоящем
исследовании только с применением дифферен�
циального окрашивания хромосом. Кариотипи�
рование позволило зарегистрировать довольно
существенные отличия по частоте делеций меж�
ду сравниваемыми группами. Этот показатель
вносит заметный вклад в межгрупповые разли�
чия, которые в целом определяются аберрация�
ми хромосомного типа, характерными для кле�
ток, подвергающихся действию излучения с вы�
сокой линейной передачей энергии. Частота
клеток, несущих аберрации, выявленных с по�
мощью кариотипирования дифференциально
окрашенных хромосом, оказывается значимо
выше (p = 0.047), чем та же величина, получен�
ная при анализе хромосом с рутинной окраской.
В то же время средний показатель для основной
группы (2.54%), несмотря на значимые различия
с контрольной величиной, сопоставим с уров�
нем спонтанных аберраций в лимфоцитах чело�
века [13].

Вместе с тем обращает на себя внимание при�
сутствие в основной группе работников с инкор�
порированным 239Pu индивидов с довольно высо�
ким уровнем хромосомных аберраций (от 3 до
10% аберрантных метафаз), выявленных при ана�

лизе G�окрашенных хромосом. Факт существен�
ных межиндивидуальных различий позволяет
сделать предположение о ведущей роли в защите
клеток от хромосомного дисбаланса индивиду�
альных генетических особенностей систем репа�
рации ДНК, метаболизма ксенобиотиков и им�
мунной защиты организма. О неоднозначной
связи полученной дозы внутреннего облучения с
частотой хромосомных аберраций свидетельству�
ет также преимущественное отсутствие корреля�
ции этих показателей в исследованной группе ра�
ботников. Единственным показателем, проде�
монстрировавшим слабую, но статистически
значимую корреляцию с дозой при исследовании
рутинно окрашенных метафаз, оказалась частота
кольцевых хромосом (коэффициент корреляции
Спирмена, r = 0.31) – аберраций нестабильного
типа, являющихся маркером радиационного воз�
действия. При анализе дифференциально окра�
шенных хромосом дозовая зависимость была вы�
явлена для частоты парных фрагментов (r = 0.27),
а при использовании менее консервативных кри�
териев (гамма�статистика) – для парных фраг�
ментов (r = 0.36), кольцевых хромосом (r = 0.79),
двойных минихромосом (r = 0.96) и мультиабер�
рантных клеток (r = 0.67). Можно предположить,
что из всех перечисленных показателей только
мультиаберрантные клетки характерны для ано�
малий, индуцируемых излучением с высокой ли�
нейной передачей энергии [21]. Это позволяет
предположить, что при высоких дозах внутренне�
го облучения повышается вероятность возникно�

Таблица 2. Средняя частота хромосомных аберраций (% ± ст. ошибка среднего) в лимфоцитах периферической
крови у работников плутониевого производства с различной дозовой нагрузкой по данным анализа дифферен�
циально окрашенных метафаз (G�бендинг)

Группа Работники Контроль р для разницы средних

Число индивидов 56 24

Число исследованных метафаз 6788 2198

Процент аберрантных метафаз 2.54 ± 0.43 1.00 ± 0.24 0.028

Аберрации хромосомного типа 2.48 ± 0.45 0.61 ± 0.22 0.011

Аберрации хроматидного типа 0.63 ± 0.16 0.39 ± 0.12 0.357

Число аберраций на 100 клеток 2.58 ± 0.40 0.99 ± 0.25 0.018

Парные фрагменты 0.41 ± 0.14 0.04 ± 0.04 0.109

Кольцевые хромосомы 0.04 ± 0.03 0.04 ± 0.04 0.871

Дицентрические хромосомы 0.18 ± 0.06 0.09 ± 0.06 0.389

Делеции 0.80 ± 0.10 0.04 ± 0.04 0.014

Транслокации 0.93 ± 0.24 0.43 ± 0.15 0.212

Одиночные разрывы 0.43 ± 0.12 0.22 ± 0.11 0.291

Изохроматидные разрывы 0.16 ± 0.06 0.09 ± 0.06 0.440

Хроматидные обмены 0.04 ± 0.03 – 0.365

Мультиаберрантные клетки 0.05 ± 0.03 – 0.259

Клетки с двойными минихромосомами 0.02 ± 0.02 – 0.521

5*
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вения клеток с нестабильными аберрациями, а
нарушение механизмов поддержания генетиче�
ского баланса ввиду более сильных повреждений
приводит к появлению клеток с множественными
аберрациями. Возможно, в случае с 239Pu необхо�
димо более детальное исследование дозовой зави�
симости для выявления генетически опасного
уровня содержания данного изотопа в организме.

Обращает на себя внимание также факт обна�
ружения у 6 индивидов основной группы и 1 из
контрольной клеток с двойными минихромосо�
мами (dmin). Мы полагаем, что это указывает на
определенные закономерности в отношении дей�
ствия инкорпорированного 239Pu. Литературные
данные позволяют выдвинуть предположение,
что наличие двойных минихромосом может сви�
детельствовать о начальном периоде трансформа�
ции клеток [22, 23]. Несомненно, что работники
предприятия, у которых найдены клетки с двой�
ными минихромосомами, должны периодически
тщательно обследоваться для раннего выявления
возможной онкопатологии.

Интерфазный анализ анеугенных и кластоген�
ных нарушений был проведен с помощью моле�
кулярно�цитогенетического исследования мето�
дом FISH. При постановке FISH с центромеро�
специфичными пробами на отдельные хромосо�
мы набора на двухъядерных цитокинез�блокиро�
ванных лимфоцитах возможны следующие вари�
анты распределения сигналов в дочерних ядрах:
нормальное (по два сигнала в каждом ядре) и не�
сколько типов аномального распределения, явля�
ющихся результатом различных нарушений се�
грегации хромосом. Отставание сестринских хро�
матид в анафазе митоза приводит к гипоплоидии
в одном из дочерних ядер и образованию микро�
ядра (МЯ) с целой отставшей хроматидой (соче�
тание сигналов 2–1�МЯ1). Другим типом нару�
шения в митозе является хромосомное нерасхож�
дение, в результате которого в одно из дочерних
ядер отходит целая хромосома, состоящая из двух

сестринских хроматид. В этом случае в одном из
дочерних ядер наблюдается гипер�, а в другом –
гипоплоидия (сочетание сигналов 3–1). Также от�
мечаются редкие случаи двойного нерасхождения
по одной хромосоме (4–0). В случае половых хро�
мосом, учитывая их однокопийность у индивидов
мужского пола, регистрировалось только ано�
мальное распределение 0–2, соответствующее
нерасхождению по одному гомологу. Отмечались
также более сложные нарушения, являющиеся
комбинацией приведенных выше.

В группе работников предприятия, по сравне�
нию с необлученной контрольной группой, была
выявлена значимо более высокая частота не�
расхождения по хромосомам 2 (p = 0.0066), 7
(p = 0.014), 8 (p = 0.009) и 12 (p = 0.0006) (табл. 3).
По частоте нерасхождения гоносом в группе ра�
ботников СХК значимо более высокая частота,
по сравнению с контрольной группой, была заре�
гистрирована только для хромосомы Y (p = 0.034).
Частота нерасхождения по хромосоме X не отли�
чалась значимо в группе работников и контроль�
ной группе. Для частоты микроядер с одним цен�
тромерным сигналом значимые отличия между
группой работников и контрольной группой на�
блюдались только для хромосомы 7 (p = 0.018).

Последствия хромосомного нерасхождения
являлись преобладающими, составляя для ауто�
сом в среднем 81–97% от частоты всех выявлен�
ных хромосомных аномалий в группе работников
плутониевого производства и 91–94% в кон�
трольной группе. Для хромосомы Y доля нерас�
хождения достигала 82% от всех хромосомных
аномалий в группе работников и 68.3% в кон�
трольной группе, а для хромосомы X – 75 и 64%
соответственно.

Ранее исследование влияния ионизирующего
излучения на уровень анеуплоидии в соматиче�
ских клетках человека с помощью FISH c центро�
меро�специфичными ДНК�зондами на отдель�
ные хромосомы набора проводилось лишь при

Таблица 3. Средние значения частоты нерасхождения и отставания хромосом в исследованных группах (‰ ±
± ст. ошибка)

Хромосома
Работники СХК Контроль

нерасхождение отставание нерасхождение отставание

2 2.32 ± 0.32* 0.12 ± 0.09 1.1 ± 0.19 0.06 ± 0.04

7 1.85 ± 0.36* 0.42 ± 0.14* 0.97 ± 0.16 0.06 ± 0.06

8 2.80 ± 0.49* 0.08 ± 0.06 0.84 ± 0.17 0.06 ± 0.04

12 2.30 ± 0.33* 0.42 ± 0.24 0.94 ± 0.18 0.09 ± 0.06

X 2.00 ± 0.37 0.67 ± 0.21 1.85 ± 0.35 1.1 ± 0.2

Y 1.52 ± 0.27* 0.33 ± 0.27 0.27 ± 0.2 0.4 ± 0.12

Микроядра 7.78 ± 0.69* 5.48 ± 0.40

Примечание. * – Значимые отличия основной и контрольной групп.
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воздействии рентгеновского излучения in vitro на
культивированные лимфоциты периферической
крови [24]. При этом были обнаружены значимые
отличия частоты анеуплоидии по хромосоме 17
при воздействии на клетку рентгеновского излу�
чения в дозе более 1 Гр по сравнению с контро�
лем. По хромосоме 1, анализируемой параллель�
но в том же исследовании, значимых отличий при
воздействии ионизирующего излучения, по срав�
нению с контролем, обнаружено не было. Позд�
нее той же группой исследователей при воздей�
ствии γ�излучения на культивированные лимфо�
циты периферической крови человека с
помощью FISH c центромеро�специфичными
ДНК�зондами на те же хромосомы (1 и 17) было
продемонстрировано значимое увеличение ча�
стоты нерасхождения по обеим хромосомам в об�
лученных клетках при дозе 2 Гр (27.00–34.38‰)
по сравнению с контролем (6.34–9.89‰) [25].
При этом общая частота нерасхождения по всем
хромосомам набора, экстраполированная на ос�
нове данных по хромосомам 1 и 17, в 10–20 раз
превышала частоту отставания по всем хромосо�
мам, что хорошо согласуется с полученными на�
ми данными.

К настоящему моменту в большей части ис�
следований, связанных с изучением анеугенного
эффекта ионизирующего излучения, рассматри�
вается в основном явление хромосомного отста�
вания, при этом нерасхождению хромосом не
уделяется достаточного внимания [24]. Однако
значительное преобладание нерасхождения, как
механизма возникновения анеуплоидии, не
только у работников СХК, но и у индивидов
контрольной группы демонстрирует, что анализ
частоты нерасхождения хромосом в качестве
маркера анеугенного воздействия может исполь�
зоваться для более детального изучения меха�
низмов возникновения анеуплоидии.

Оценка взаимосвязи структурных хромосом�
ных аберраций с показателями интерфазного
FISH�анализа представляет интерес как с точки
зрения характеристики методической воспроиз�
водимости тестов, так и с позиции изучения взаи�
модействия генетических нарушений, имеющих
различные механизмы генерации. Для выявления
соотношения частоты хромосомных аберраций с
показателями интерфазного FISH�исследования
был применен анализ корреляций с помощью не�
параметрических критериев оценки. В табл. 4
приведены значения корреляционной связи меж�
ду различными типами нарушений, которые бы�
ли выявлены с помощью принципиально разли�
чающихся подходов, выполненных независимо
друг от друга: метафазного анализа аберрантных
хромосом и интерфазного FISH�анализа двухъ�
ядерных цитокинез�блокированных клеток. Ис�
ходя из выявленных корреляций, прослеживается
отчетливая связь между показателями, получен�

ными различными цитогенетическими методами.
В связи с этим следует отметить, что некоторые
выявленные корреляционные отношения свиде�
тельствуют о хорошей воспроизводимости мето�
дик. Например, частота парных фрагментов свя�
зана с частотой микроядер, что логично следует
из известных механизмов образования микро�
ядер из потерянных ацентрических хромосомных
сегментов [3, 4]. Кроме того, на основе связи
аберраций различного типа с различными ане�
угенными событиями можно подтвердить гипо�
тезу о преимущественном вовлечении в процесс
анеугенеза аберрантных хромосом [26]. Так как с
показателями числовых хромосомных наруше�
ний, а именно с частотой нерасхождения, связа�
ны большей частью аберрации хромосомного ти�
па, то можно также предположить участие в про�
цессах анеугенеза хромосом, вовлеченных в
процессы репарации путем гомологичной реком�
бинации. Возможно, сайты рекомбинации слу�
жат предрасполагающим фактором к нерасхож�
дению поврежденных хромосом.

Кроме того, можно предположить и существо�
вание обратной связи – анеуплоидия также мо�
жет способствовать появлению структурных на�
рушений. Это следует из концепции автокатали�
тического действия хромосомного дисбаланса в
отношении индукции дальнейших нарушений,
усугубляющих аномальное число и экспрессию
множества генов, которая активно прорабатыва�
ется с середины 1990�х годов [5]. Одно из положе�
ний анеуплоидной концепции канцерогенеза со�
стоит в том, что нарушение дозы, т.е. степени
проявления, сотен и тысяч генов, которое возни�
кает при анеуплоидии, является движущим фак�
тором дальнейшей прогрессии генетических на�
рушений в ряду клеточных поколений. Хромо�
сомный дисбаланс, вызванный полной или
сегментной (при хромосомных аберрациях об�
менного типа, дупликациях и делециях) анеупло�
идией, приводит к аномальной экспрессии генов
репарации ДНК, регуляторных и структурных ге�
нов клеточного цикла и сегрегации хромосом. Та�
кие нарушения, в свою очередь, являются факто�
ром возникновения структурных хромосомных
аберраций. Таким образом, положение о взаимо�
связи и взаимозависимости кластогенных и ане�
угенных повреждений генома подтверждается на�
стоящим исследованием корреляционной связи
этих типов нарушений.

В научной литературе имеются единичные со�
общения о корреляции между нарушениями “ци�
тома”, т.е. аномальной морфологией двухъядер�
ных клеток и структурными хромосомными абер�
рациями. Такая связь была показана в недавнем
исследовании действия низких доз радона (10–
100 мГр) на культуры лимфоцитов человека [27].
Авторы выявили достоверную зависимость между
нуклеоплазменными мостами и дицентриками,
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мостами и кольцевыми хромосомами, а также
микроядрами и ацентрическими фрагментами.
Таким образом, обнаруженные нами корреляции
при исследовании действия α�частиц в системе in
vivo подтверждаются аналогичными исследова�
ниями in vitro. Следует отметить, что в отличие от
работы [27], мы практически не выявляли нук�
леоплазменных мостов, что согласуется в нашем
случае с отсутствием достоверных различий по
частоте дицентриков между основной группой и
контрольной. Это объясняется тем, что возраста�
ние частоты нестабильных аберраций нехарак�
терно для изучаемого нами явления – действия
инкорпорированного плутония in vivo [18]. В дру�
гой работе была показана корреляция между ча�
стотой появления фрагильных сайтов на хромо�
сомах и содержанием микроядер у пациентов,
употребляющих антигипертонический препарат
антенолол [28].

Следует отметить, что продемонстрированная
нами связь хромосомных аберраций с нарушени�
ями “цитома” вполне ожидаема, исходя из дан�
ных о механизмах возникновения микроядер и
других нарушений морфологии двухъядерных
клеток, так как генетические нарушения зависят
от целого ряда комплексного действия эндоген�
ных и экзогенных факторов. Мутагенные факто�
ры способны индуцировать различные цитогене�
тические нарушения, которые вовлечены в фор�
мирование микроядер, частота которых связана с
уровнем некроза и апоптоза [29, 30], а также уров�
нем белка p53 [31]. Кроме того, не только токси�
ческие агенты способны индуцировать генетиче�
ские нарушения: “цитомные” нарушения зависят
также от возраста и даже диеты (уровня фолатов,
витаминов B12, Е, гомоцистеинового статуса)
[32]. Появление микроядер отражает интегриро�
ванный клеточный ответ при фенотипе с хромо�

Таблица 4. Корреляционные соотношения показателей метафазного и интерфазного FISH�анализов (ранговый
коэффициент корреляции Спирмена)

Коррелирующие показатели Коэффициент 
корреляции, р < 0.05метафазный анализ интерфазный FISH�анализ

Аберрации хромосомного типа (р) Частота микроядер 0.51

Суммарная средняя частота нерасхождения и отставания 0.46

Общая частота нерасхождения 0.45

Средняя частота нерасхождения 0.51

Кольцевые хромосомы (р) Суммарная средняя частота нерасхождения и отставания 0.35

Парные фрагменты (р) Частота МЯ 0.40

Делеции (р) Суммарная частота нерасхождения 0.36

Средняя частота отставания 0.33

Суммарная частота отставания 0.34

Сумма средней частоты отставания и нерасхождения 0.40

Частота МЯ 0.46

Двойные минихромосомы (р) Суммарная частота нерасхождения 0.53

Аберраций на 100 клеток (р) Частота МЯ 0.32

Аберрации хромосомного типа (д) Сумма средней частоты отставания и нерасхождения 0.40

Частота МЯ 0.38

Парные фрагменты (д) Частота МЯ 0.39

Одиночные разрывы (д) Средняя частота отставания 0.38

Суммарная частота отставания 0.39

Делеции (д) Сумма средней частоты отставания и нерасхождения 0.37

МАК (д) Средняя частота отставания 0.38

Суммарная частота отставания 0.38

Примечание. (р) – исследование рутинно окрашенных хромосом, (д) – анализ хромосом с дифференциальной окраской,
МАК – мультиаберрантные клетки.
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сомной нестабильностью, вызванной генетиче�
скими дефектами или экзогенными воздействия�
ми. Формирование этого фенотипа связано также
со статусом систем репарации ДНК, метаболизма
ксенобиотиков и фолатов [33, 34].

Значимая связь частоты хромосомных аберра�
ций с показателями интерфазного анализа затра�
гивает также существенную сторону практиче�
ского применения молекулярно�генетических
технологий для анализа генотоксического воз�
действия, а именно возможности замены трудо�
емкой и длительной процедуры метафазного ана�
лиза на подход, предусматривающий исследова�
ние двухъядерных клеток в комбинации с
методом FISH. За исключением биологической
дозиметрии радиационного воздействия, в част�
ности 239Pu, которая нуждается в регистрации
сбалансированных наследуемых транслокаций,
технология определения “цитомных” нарушений
может оказаться довольно информативным под�
ходом для определения генетических эффектов
производственных факторов. Таким образом,
данный подход может рассматриваться не только
как дополнительный метод токсикологических
исследований, но и как самостоятельная тест�си�
стема регистрации мутагенных воздействий.

Настоящее исследование выполнено при фи�
нансовой поддержке государственных контрак�
тов Федеральной целевой программы “Научные и
научно�педагогические кадры инновационной
России” на 2009�2013 гг. (№ П1707, П1748 и
П1080).
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Chromosome and Cytome Assay of the Somatic Cells of Nuclear?Chemichal Production 
Workers with Incorporated 239Pu

V. A. Timoshevskiy, S. A. Vasilyev, I. N. Lebedev, N. N. Sukhanova, Y. S. Yakovleva, 
N. B. Torkhova, V. P. Puzyrev

Scientific Research Institute of Medical Genetics, Tomsk, 634050 Russia;
e#mail: Vladimir.timoshevsky@medgenetics.ru

The analysis of plutonium production factors has been carried out by using two methodical approaches: as�
sessment of chromosomal aberrations level in routine and G�banded metaphases and molecular�cytogenetic
investigation of aneugenic/clastogenic damages in cytokinesis�block binuclear lymphocytes by FISH with
centromere specific DNA probes. The obtaining data point out for the first time about both aneugenic and
clastogenic influences of incorporated 239Pu with activity range from 0.37 to 6.95 kBq. Correlation analysis
of chromosome aberrations with cytome abnormalities allowed finding significant connection between num�
ber parameters of metaphase and interphase approaches. The results of this study support the suggestion that
aberrant chromosomes are involved preferable in aneugenic events. The FISH technique in binucleated cy�
tokinesis�blocked lymphocytes allows extending of detecting spectrum of chromosome damages and glance
of aneugenic mechanisms. Correlations between metaphase and interphase�FISH results point out a high
sensitivity of FISH cytome assay, which could be used as an independent test for detection both clastogenic
and aneugenic environment influences.
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