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Í. À. Àãàôîíîâà è äð.
Ìèêðîôëóîðèìåòðèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà

Ðàçðàáîòàí ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åêèé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ
õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà. Ìåòîä îñíîâàí íà ïðåäâàðèòåëüíîé èäåíòèôèêàöèè õðîìîñîì ñ ïîìîùüþ
Hoechst 33258, ïîñëåäóþùåì îêðàøèâàíèè õðîìîñîì ïî Ô¸ëüãåíó ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàêòèâà òèïà
Øèôôà áðîìèñòîãî ýòèäèÿ-SO2 è èçìåðåíèè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè õðîìîñîì ñ ïîìîùüþ àíà-
ëèçàòîðà èçîáðàæåíèé. Ìåòîä ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ñ
òî÷íîñòüþ äî 4.5 ôã. Ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà èçìåðåíî ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ
õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà, â èõ p- è q-ïëå÷àõ, à òàêæå â ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñîäåðæà-
íèå ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ íîðìàëüíîãî êàðèîòèïà ÷åëîâåêà íåñòàáèëüíî è â íåêîòîðûõ õðîìîñîìàõ ìîæåò
êîëåáàòüñÿ â ïðåäåëàõ 35—40 ôã.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: õðîìîñîìû ÷åëîâåêà, ðåàêöèÿ Ô¸ëüãåíà, ðåàêòèâ òèïà Øèôôà áðîìèñòûé
ýòèäèé-SO2, ìèêðîôëóîðèìåòðèÿ ÄÍÊ, àíàëèçàòîð èçîáðàæåíèé.

Èçâåñòíî, ÷òî ôåíîòèïè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ ÿâëÿþòñÿ
îòðàæåíèåì ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ãå-
íåòè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòîê, â ÷àñòíîñòè õðîìîñîìíîé
íåñòàáèëüíîñòè, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â ñåáÿ àíåóïëîèäèþ,
ðàçëè÷íûå ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè, à òàêæå ïîëèìîð-
ôèçì ïî ãåòåðîõðîìàòèíîâûì ñåãìåíòàì. Ïðè ýòîì ñ÷è-
òàåòñÿ, ÷òî íåõâàòêà ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ïðèâîäèò ê
áîëåå òÿæåëûì ìåòàáîëè÷åñêèì è ñòðóêòóðíûì íàðóøå-
íèÿì â îðãàíèçìå, ÷åì åãî èçáûòîê (Ëàçþê, 1991; Áàðà-
íîâ, 2007). Ïðè îöåíêå âêëàäà ðàçëè÷íûõ ãåíåòè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ â òó èëè èíóþ ïàòîëîãèþ ñóùåñòâåííîå çíà÷å-
íèå, íåñîìíåííî, èìåþò è ìåòîäû (íàðÿäó ñ øèðîêî èçâå-
ñòíûìè öèòîãåíåòè÷åñêèìè è ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé
áèîëîãèè), ïîçâîëÿþùèå îïðåäåëÿòü âàðèàáåëüíîñòü ñî-
äåðæàíèÿ ÄÍÊ â îòäåëüíûõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ.
Äëÿ èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ èñïîëüçóþòñÿ êàê ìåòîäû ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè, òàê è ìåòîäû ñòàòè÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè è àáñîðá-
öèîííîé öèòîôîòîìåòðèè. Â ñëó÷àå èçìåðåíèÿ ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ îíè èìåþò ñâîè ïðåèìóùåñòâà è
íåäîñòàòêè.

Ìåòîäû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîçâîëÿþò ñ âûñîêîé
òî÷íîñòüþ è ñêîðîñòüþ àíàëèçèðîâàòü ñîäåðæàíèå ÄÍÊ
â èçîëèðîâàííûõ õðîìîñîìàõ. Ãëàâíûé íåäîñòàòîê ýòèõ
ìåòîäîâ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ïðè èõ èñïîëüçîâàíèè íå-
îáõîäèìî íàëè÷èå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà èçîëèðîâàííûõ
ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì, ÷òî âîçìîæíî äàëåêî íå âñåãäà.
Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ íåýôôåêòèâíà â òåõ ñëó÷àÿõ, êîã-
äà ó õðîìîñîì âàðüèðóþò ôîðìà, ðàçìåðû è äèôôåðåíöè-
àëüíàÿ îêðàñêà. Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè íå-
âîçìîæíî òàêæå ïîëó÷èòü äàííûå î ñïåöèôè÷åñêèõ ó÷à-
ñòêàõ õðîìîñîì.

Ìíîãèå èç ïåðå÷èñëåííûõ íåäîñòàòêîâ ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè ïðè îïðåäåëåíèè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìî-
ñîìàõ óñòðàíÿþòñÿ ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ àáñîðáöèîííîé
èëè ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîôîòîìåòðèè. Â ýòèõ ñëó÷àÿõ
àíàëèç ïðîèçâîäÿò îáû÷íî â òðè ýòàïà: âíà÷àëå õðî-
ìîñîìû, ïîìåùåííûå íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî, èäåíòè-
ôèöèðóþò ñ ïîìîùüþ G- èëè Q-îêðàøèâàíèÿ; çàòåì
ïîñëå óäàëåíèÿ êðàñèòåëÿ, êîòîðûé èñïîëüçîâàëñÿ ïðè
äèôôåðåíöèàëüíîì îêðàøèâàíèè, îòìå÷åííûå íà ïðåïà-
ðàòå õðîìîñîìû îáðàáàòûâàþò ïî Ô¸ëüãåíó; íàêîíåö, èñ-
ïîëüçóÿ ñîîòâåòñòâóþùóþ àïïàðàòóðó, èçìåðÿþò â íèõ
ñîäåðæàíèå ÄÍÊ. Ê ñîæàëåíèþ, íåñìîòðÿ íà öåëûé ðÿä
íåñîìíåííûõ äîñòîèíñòâ, âñå ýòè ìåòîäû äîñòàòî÷íî
òðóäîåìêèå è ìàëîïðîèçâîäèòåëüíûå, à ìåòîäû àáñîðá-
öèîííîé ìèêðîôîòîìåòðèè îáëàäàþò ê òîìó æå áîëåå
íèçêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ, ÷åì ìèêðîôëóîðèìåòðè÷å-
ñêèå ìåòîäû. Ïîýòîìó ðàçðàáîòêà íîâûõ, áîëåå ñîâåð-
øåííûõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìî-
ñîìàõ ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäëîæåí ìåòîä îïðåäåëåíèÿ
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ÷åëîâå-
êà, êîòîðûé îñíîâàí íà àíàëèçå èçîáðàæåíèé è ìèêðî-
ôëóîðèìåòðèè ïðåïàðàòîâ, ïîñëåäîâàòåëüíî îêðàøåííûõ
ñíà÷àëà Hoechst 33258, à çàòåì, ïîñëå èäåíòèôèêàöèè
õðîìîñîì, ïî Ô¸ëüãåíó ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà òèïà Øèô-
ôà áðîìèñòîãî ýòèäèÿ-SO2. Áðîìèñòûé ýòèäèé (EtBr)
âûáðàí ïîòîìó, ÷òî áîëüøèíñòâî CCD-êàìåð, êîòîðûå
ïðèìåíÿþòñÿ â êà÷åñòâå ïðèåìíèêà ñâåòà â àíàëèçàòî-
ðàõ èçîáðàæåíèé, îáëàäàåò áîëåå âûñîêîé ÷óâñòâèòåëü-
íîñòüþ â êðàñíîé îáëàñòè âèäèìîãî ñïåêòðà.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâåäåíû íà ïðåïàðàòàõ ìåòàôàçíûõ
õðîìîñîì, ïîëó÷åííûõ èç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ëèìôîöè-
òîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè 2 ìóæ÷èí è 3 æåíùèí. Ïðåïà-
ðàòû ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ïðèãîòàâëèâàëè ïî ñòàíäàðò-
íîé ìåòîäèêå (Ìàêãðåãîð, Âàðëè, 1986).

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè õðîìîñîì èñïîëüçîâàëè ôëóî-
ðåñöåíòíûé êðàñèòåëü Hoechst 33258 äëÿ Q-îêðàøèâàíèÿ
(Êàðïèùåíêî, 1999), ïîñêîëüêó â ýòîì ñëó÷àå âëèÿíèå
íà ñòðóêòóðó è ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ îêàçûâà-
åòñÿ áîëåå ùàäÿùèì, íåæåëè ïðè G-îêðàøèâàíèè (Ñóõèõ
è äð., 1985). Ïëàñòèíêè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì, îêðàøåí-
íûå Hoechst 33258, èññëåäîâàëè íà àíàëèçàòîðå èçî-
áðàæåíèé, êîòîðûé âêëþ÷àë â ñåáÿ ìèêðîñêîï Axioskop
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) c îáúåêòèâîì Plan-Neofluar
100�/1.3Oil è áëîêîì ôèëüòðîâ FilterSet02, ìîíîõðîì-
íóþ CCD-êàìåðó DFC 360FX è êîìïüþòåð ñ ïðîãðàìì-
íûì îáåñïå÷åíèåì. Öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ ñîõðàíÿëè
äëÿ ïîñëåäóþùåãî èñïîëüçîâàíèÿ. Èäåíòèôèêàöèþ
Q-îêðàøåííûõ õðîìîñîì ïðîèçâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ
áàíêîì îáðàçöîâ íîðìàëüíûõ õðîìîñîì ÷åëîâåêà (Ìàìà-
åâà, 2002).

ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî âàðèàíòà ðåàêöèè Ô¸ëüãåíà (ðèñ. 1). Ñ ýòîé öå-
ëüþ ïîñëå èäåíòèôèêàöèè õðîìîñîì êðàñèòåëü Hoechst
33258 óäàëÿëè ïóòåì îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ 96%-íûì
ýòàíîëîì â òå÷åíèå 30 ìèí. Çàòåì ïðåïàðàòû äîïîëíè-
òåëüíî ôèêñèðîâàëè ìåòàíîëîì è âûñóøèâàëè íà âîçäó-
õå. Ãèäðîëèç ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè â 6 N HCl â òå÷åíèå
8 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ãèäðîëèçà ïðå-
ïàðàòû îòìûâàëè îò êèñëîòû â òðåõ ñìåíàõ äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäû è îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 90 ìèí ïðè 4 °Ñ â
ðåàêòèâå òèïà Øèôôà EtBr-SO2 (Êóäðÿâöåâ è äð., 1974á).
Ïî îêîí÷àíèè îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòû ïîñëåäîâàòåëüíî
îòìûâàëè îò íåñâÿçàâøåãîñÿ êðàñèòåëÿ â òðåõ ñìåíàõ îõ-
ëàæäåííîé äèñòèëëèðîâàííîé âîäû (ïî 5 ìèí), â òðåõ
ñìåíàõ îõëàæäåííûõ ñåðíèñòûõ âîä (ïî 3 ìèí), â ïðîòî÷-
íîé âîäå (20 ìèí) è, íàêîíåö, â ýòèëîâîì ñïèðòå âîçðàñ-

òàþùåé êîíöåíòðàöèè (70, 96 è 100 % ïî 10 ìèí). Ïîñëå
100%-íîãî ýòàíîëà ïðåïàðàòû âûñóøèâàëè íà âîçäóõå è
õðàíèëè â òåìíîòå.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè õðîìîñîì, îêðàøåí-
íûõ EtBr-SO2 è ïðåäâàðèòåëüíî èäåíòèôèöèðîâàííûõ íà
îñíîâå Q-îêðàøèâàíèÿ, èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòî-
ðà èçîáðàæåíèé, îïèñàííîãî âûøå. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçî-
âàëè áëîê ôèëüòðîâ FilterSet15 è ïðîãðàììó Âèäåî-Òåñò-
Ìîðôî 3.2 ôèðìû ÂèäåîÒåñò (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) (Øòåéí
è äð., 1998; Àãàôîíîâà è äð., 2002). Èçìåðÿëè èíòåãðàëü-
íóþ ÿðêîñòü öåëûõ õðîìîñîì, êîòîðàÿ ñîîòâåòñòâîâàëà
ñîäåðæàíèþ â íèõ ÄÍÊ, à òàêæå èõ êîðîòêîãî (p) è äëèí-
íîãî (q) ïëå÷.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû Excel. Îïðåäåëÿëè ñðåäíåå ñîäåðæà-
íèå ÄÍÊ â õðîìîñîìå ( )x , îøèáêó ñðåäíåãî (sx) è êîýô-
ôèöèåíò âàðèàöèè (Cv). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíè-
âàëè ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè
äîñòîâåðíûìè ïðè Ð < 0.05. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â èíäèâè-
äóàëüíûõ õðîìîñîìàõ êàðèîòèïà ÷åëîâåêà îòíîñèëè ê ñî-
äåðæàíèþ ÄÍÊ â õðîìîñîìå 2, êîòîðîå ñ÷èòàëè ðàâíûì
åäèíèöå. Ïðè ðàñ÷åòàõ àáñîëþòíîãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
õðîìîñîìàõ èñïîëüçîâàëè çíà÷åíèå ðàçìåðà ãåíîìà ÷åëî-
âåêà, ðàâíîå 7.00 ïã (http://www.genomesize.com).

Ðåçóëüòàòû

Òî÷íîñòü èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ,
îêðàøåííûõ ôëóîðåñöèðóþùèì êðàñèòåëåì, çàâèñèò îò
ðÿäà ôàêòîðîâ: 1) ñòàáèëüíîñòè èñïîëüçóåìîé àïïàðàòó-
ðû, ïðåæäå âñåãî èñòî÷íèêà ñâåòà; 2) óðîâíÿ ñèãíàëà îò
îáúåêòà; 3) ñêîðîñòè âûöâåòàíèÿ îáúåêòà ïîä äåéñòâèåì
âîçáóæäàþùåãî ñâåòà; 4) íåñòàáèëüíîñòè ôîíà, ñâÿçàííî-
ãî ñ íåñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèåé îáúåêòà è îêðóæà-
þùåé ñðåäû; 5) ÷àñòè÷íûì ïîïàäàíèåì âîçáóæäàþùåãî
ñâåòà â êàíàë ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè; 6) ýôôåêòîì
âíóòðåííåãî ôèëüòðà è îò äðóãèõ ôàêòîðîâ. Âëèÿíèå íå-
êîòîðûõ èç ýòèõ ôàêòîðîâ íà òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ ñî-
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Ðèñ. 1. Ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèíêà õðîìîñîì ÷åëîâåêà (2n = 46).

à — Q-îêðàøåííàÿ ìåòàôàçíàÿ ïëàñòèíêà (îêðàñêà Hoechst 33258). Êàæäàÿ õðîìîñîìà èìååò èíäèâèäóàëüíûé ðèñóíîê ñåãìåíòàöèè, ïîçâîëÿþùèé åå
èäåíòèôèöèðîâàòü. á — òà æå ïëàñòèíêà, îêðàøåííàÿ áðîìèñòûì ýòèäèåì-SO2 äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ.

Îá. 100�/1.3.



äåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ èññëåäîâàíî â íàñòîÿùåé
ðàáîòå.

Â ë è ÿ í è å ï ð î ä î ë æ è ò å ë ü í î ñ ò è â î ç ä å é ñ ò -
â è ÿ â î ç á ó æ ä à þ ù å ã î ñ â å ò à í à è í ò å í ñ è â í î ñ ò ü
ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è õ ð î ì î ñ î ì, î ê ð à ø å í í û õ ð å -
à ê ò è â î ì ò è ï à Ø è ô ô à. Ôîòîõèìè÷åñêàÿ äåñòðóêöèÿ
ôëóîðîôîðà ïîä äåéñòâèåì ñâåòà, âîçáóæäàþùåãî ôëóî-
ðåñöåíöèþ êðàñèòåëÿ, è êèñëîðîäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â
ïðåïàðàòå, ÿâëÿåòñÿ âàæíûì èñòî÷íèêîì ïîãðåøíîñòåé
ïðè èçìåðåíèè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìèêðîîáú-
åêòîâ. Ñóòü âðåäíîãî äåéñòâèÿ ôîòîõèìè÷åñêîãî ïî-
âðåæäåíèÿ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî îáúåêòû âî âðåìÿ èõ
ïîèñêà, ôîêóñèðîâêè è èçìåðåíèÿ âûöâåòàþò, ïðè÷åì
âûöâåòàíèå ðàçëè÷íî äëÿ ðàçíûõ îáúåêòîâ. Äàííûå,
ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 1, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî, íå-
ñìîòðÿ íà 4-êðàòíîå óâåëè÷åíèå ïðîäîëæèòåëüíîñòè äåé-
ñòâèÿ âîçáóæäàþùåãî ñâåòà íà îêðàøåííûå EtBr-SO2 õðî-
ìîñîìû, îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ 1
è 3 íå èçìåíÿåòñÿ. Èñõîäÿ èç ýòèõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî, åñëè îñâåùåíèå ïîëÿ çðåíèÿ ìèêðîñêîïà â ðàç-
ëè÷íûõ åãî ó÷àñòêàõ îäèíàêîâî, äåéñòâèå âîçáóæäàþ-
ùåãî ñâåòà ïðèâîäèò ê ðàâíîìó ñíèæåíèþ èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè õðîìîñîì â äàííîé ìåòàôàçíîé
ïëàñòèíêå.

Â ë è ÿ í è å ñ ï î ñ î á à á è í à ð è ç à ö è è è ç î á ð à æ å -
í è ÿ õ ð î ì î ñ î ì í à ò î ÷ í î ñ ò ü è ç ì å ð å í è ÿ â í è õ
ñ î ä å ð æ à í è ÿ Ä Í Ê. Âàæíûì ôàêòîðîì ïðè ìèêðîôëóî-
ðèìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèÿõ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñî-
ìàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíàëèçàòîðà èçîáðàæåíèé ÿâëÿåòñÿ
ìåòîä âûäåëåíèÿ îáúåêòà íà èçîáðàæåíèè (áèíàðèçàöèÿ).
Äëÿ ýòîé öåëè îáû÷íî ïðèìåíÿþò äâà ñïîñîáà — ïóòåì
îáâîäêè èçîáðàæåíèÿ îáúåêòà âðó÷íóþ ïî êîíòóðó ñ ïî-
ìîùüþ êîìïüþòåðíîé ìûøè èëè ïî ïîðîãîâîìó çíà÷å-
íèþ ÿðêîñòè. Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñî-

ìàõ 2, îêðàøåííûõ EtBr-SO2, ïîêàçàëî, ÷òî îáà ìåòîäà
áèíàðèçàöèè îáúåêòîâ äàþò ñõîæèå çíà÷åíèÿ êîýôôèöè-
åíòà âàðèàöèè: ïðè îáâîäêå õðîìîñîì âðó÷íóþ Cv =
= 4.9 %, à ïî ïîðîãó — 4.6 %. Âîçìîæíî, îäíàêî, ÷òî ôàê-
òè÷åñêîå îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé ìåæäó äâóìÿ ìåòîäàìè âû-
äåëåíèÿ èçîáðàæåíèÿ îáúåêòà ñâÿçàíî ñ âûñîêîé êîíòðà-
ñòíîñòüþ èçîáðàæåíèé èçó÷àåìîãî îáúåêòà.

Â ë è ÿ í è å ñ ò å ï å í è ñ ï è ð à ë è ç à ö è è õ ð î ì î -
ñ î ì. Ïîñêîëüêó ïëîòíîñòü óïàêîâêè ÄÍÊ â ýó- è ãåòåðî-
õðîìàòèíîâûõ ó÷àñòêàõ õðîìîñîì ðàçëè÷íà, à äîëÿ ýòèõ
ó÷àñòêîâ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ êàðèîòèïà ìî-
æåò ðàçëè÷àòüñÿ, òî â ïðèíöèïå âàðèàáåëüíîñòü ñïèðàëè-
çàöèè õðîìîñîì ìîæåò ñêàçàòüñÿ íà òî÷íîñòè èçìåðåíèÿ
â íèõ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ. ×òîáû ïðîâåðèòü âëèÿíèå ýòîãî
ôàêòîðà íà òî÷íîñòü èçìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðî-
ìîñîìàõ, ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè ðàçäåëèëè íà äâå ãðóï-
ïû — ñ íèçêîé è ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ñïèðàëèçàöèè õðî-
ìîñîì. Äëèíà ñëàáîñïèðàëèçîâàííûõ õðîìîñîì â íàøåé
ðàáîòå ïðåâûøàëà äëèíó õðîìîñîì ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ
ñïèðàëèçàöèè â 2—2.25 ðàçà. Èçìåðåíèÿ ïðîâåäåíû íà 1,
2 è 3-é õðîìîñîìàõ.

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 2, ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ñòåïåíü ñïèðàëèçàöèè õðîìîñîì íå âëèÿåò íà îò-
íîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå â íèõ ÄÍÊ. Îäíàêî òî÷íîñòü èç-
ìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ áûëà íåñêîëüêî âûøå ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè õðîìîñîì ñ íèçêîé ñòåïåíüþ ñïèðàëèçàöèè.

Â ë è ÿ í è å ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è ô î í à , î ê ð ó æ à þ -
ù å ã î è ç ì å ð ÿ å ì û é î á ú å ê ò. Åùå îäèí âàæíûé èñ-
òî÷íèê îøèáîê ìèêðîôëóîðèìåòðèè îêðàøåííûõ õðîìî-
ñîì ñâÿçàí ñ ñóùåñòâîâàíèåì ñâå÷åíèÿ âîêðóã èçìåðÿå-
ìîãî îáúåêòà. Ñèãíàë îò îáúåêòà (N) ñêëàäûâàåòñÿ èç
ñîáñòâåííî ôëóîðåñöåíöèè îáúåêòà (no) è ôëóîðåñöåíöèè
ôîíà (nô): N = no + nô. Îòíîøåíèå ñèãíàëà ê ôîíó ðàâíî
(N – nô)/nô. Âåëè÷èíà ôîòîìåòðè÷åñêîé îøèáêè dô, ñâÿ-
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Ò à á ë è ö à 1

Âëèÿíèå ïðîäîëæèòåëüíîñòè îáëó÷åíèÿ íà îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ
è òî÷íîñòü åå èçìåðåíèÿ â õðîìîñîìàõ 1 è 3, îáðàáîòàííûõ EtBr-SO2

ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé îêðàñêè Hoechst 33258

Ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü îáëó÷åíèÿ, ñ

Õðîìîñîìà 1 Õðîìîñîìà 3

ñîäåðæàíèå ÄÍÊ,
îòí. åä., x sx± Cv, %

ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, îòí.
åä., x sx± Cv, %

30 1.051 � 0.010 3.80 0.846 � 0.009 4.25

60 1.037 � 0.008 3.56 0.843 � 0.009 4.10

120 1.043 � 0.010 3.64 0.841 � 0.014 4.99

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ 1 è 3 îòíåñåíî ê ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â õðîìîñî-
ìå 2, ïðèíÿòîìó çà åäèíèöó.

Ò à á ë è ö à 2

Âëèÿíèå ñïèðàëèçàöèè õðîìîñîì
íà òî÷íîñòü èçìåðåíèé â íèõ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ

Ñòåïåíü
ñïèðàëèçàöèè

Õðîìîñîìà 1 Õðîìîñîìà 3

ñîäåðæàíèå ÄÍÊ,
îòí. åä., x sx± Cv, %

ñîäåðæàíèå ÄÍÊ,
îòí. åä., x sx± Cv, %

Âûñîêàÿ 1.033 � 0.009 3.78 0.848 � 0.009 4.55

Íèçêàÿ 1.044 � 0.008 3.65 0.854 � 0.007 3.51

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ 1 è 3 îòíåñåíî ê ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â
õðîìîñîìå 2, ïðèíÿòîìó çà åäèíèöó.



çàíííîé ñ êîëåáàíèÿìè ôîíà, áóäåò çàâèñåòü îò êîýôôè-
öèåíòà âàðèàöèè ôîíà íà ïðåïàðàòå (Cvô) è îòíîøåíèÿ
no/nô:

dô = ( Cvô�nô/no)�100 %,

ãäå Cvô = sô/nô, sô — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, nô —

ñðåäíåå çíà÷åíèå ôîíà. Âëèÿíèå êîëåáàíèé ôëóîðåñöåí-
öèè ôîíà íà òî÷íîñòü èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðî-
ìîñîìàõ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàâèñèò îò óñëîâèé
ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòà è ïîýòîìó â êàæäîì êîíêðåò-
íîì ñëó÷àå ìîæåò áûòü ðàçëè÷íûì.

Â ë è ÿ í è å ï î ã ë î ù å í è ÿ â î ç á ó æ ä à þ ù å ã î
ñ â å ò à í à è í ò å í ñ è â í î ñ ò ü ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è õ ð î -
ì î ñ î ì, îêðàøåííûõ EtBr-SO2 (ýôôåêò âíóòðåííåãî
ôèëüòðà), î÷åíü ìàëî: âî-ïåðâûõ, èç-çà òîãî ÷òî îïòè÷å-
ñêàÿ ïëîòíîñòü õðîìîñîì ÷åëîâåêà ñîñòàâëÿåò ìåíåå 0.01,
à âî-âòîðûõ, âàðèàáåëüíîñòü êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ â ðàç-
ëè÷íûõ õðîìîñîìàõ íåâåëèêà.

Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñî-
ìàõ ÷åëîâåêà, îêðàøåííûõ EtBr-SO2, ïðåäñòàâëåíû â
òàáë. 3. Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðî-
ìîñîìàõ âîçðàñòàë ñ óìåíüøåíèåì èõ ðàçìåðà: îò 4.6 %

äëÿ õðîìîñîìû 1 äî 12.4 % äëÿ õðîìîñîìû 21. Ñðåäíèé
êîýôôèöèåíò âàðèàöèè ïðè èçìåðåíèè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ
â õðîìîñîìàõ íàøèì ìåòîäîì ñîñòàâèë 7.3 %.

Â òàáë. 3 ïðåäñòàâëåíû òàêæå ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â êîðîòêîì (p) è äëèííîì (q) ïëå÷àõ
êàæäîé õðîìîñîìû êàðèîòèïà ÷åëîâåêà. Íàèáîëüøàÿ âà-
ðèàáåëüíîñòü çíà÷åíèé ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ (Ñv =
= 21.2—23.8 %) íàáëþäàëàñü â ð-ïëå÷àõ ÿäðûøêîîáðàçó-
þùèõ õðîìîñîì 13—15, 21 è 22, â êîòîðûõ, êàê èçâåñòíî,
ëîêàëèçóþòñÿ ãåíû ðèáîñîìíîé ÄÍÊ. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â
ð-ïëå÷àõ õðîìîñîì 13—15 ïîõîæåå, íî âûøå, ÷åì â
ð-ïëå÷àõ õðîìîñîì 21 è 22 (P < 0.05). ×òî êàñàåòñÿ
q-ïëå÷, òî íàèáîëåå âûñîêàÿ âàðèàáåëüíîñòü ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ îòìå÷åíà â Y-õðîìîñîìå (Cv = 18.5 %). Çíà÷èòåëü-
íàÿ âàðèàáåëüíîñòü ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ (13.8—14.8 %) çà-
ðåãèñòðèðîâàíà òàêæå â õðîìîñîìå 19.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ãîìîëîãè â îäíîé è òîé æå ìåòàôàç-
íîé ïëàñòèíêå èìåþò î÷åíü áëèçêèå ðàçìåðû. Îäíàêî
äàííûå ëèòåðàòóðû ïî ýòîìó âîïðîñó âåñüìà ñêóäíû.
×òîáû îöåíèòü, íàñêîëüêî áëèçêî ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ãî-
ìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ, ìû èññëåäîâàëè íåñêîëüêî ìå-
òàôàçíûõ ïëàñòèíîê ó îäíîãî ÷åëîâåêà. Äàííûå, ïðåä-
ñòàâëåííûå â òàáë. 4, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ðàçëè-
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Ò à á ë è ö à 3

Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà, èçìåðåííîå ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà èçîáðàæåíèé

Íîìåð
õðîìî-
ñîìû

n

Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊà Ñîäåðæàíèå
ÄÍÊ â öåëîé
õðîìîñîìå,á

ôã, x sx±

Ïàðû
îñíîâàíèé

ÄÍÊ,â�106
öåëàÿ õðîìîñîìà,

x sx± Cv
ð-ïëå÷î,

x sx± Cv
q-ïëå÷î,

x sx± Cv

1 90 1.043 � 0.005 4.6 0.492 � 0.006 6.5 0.549 � 0.004 4.5 295.9 � 2.1 289.4

2 85 1.000 � 0.004 3.6 0.373 � 0.004 6.4 0.627 � 0.004 3.8 284.6 � 1.8 278.3

3 90 0.840 � 0.004 4.5 0.383 � 0.004 6.5 0.445 � 0.004 5.8 235.6 � 2.2 230.4

4 85 0.781 � 0.004 4.6 0.212 � 0.003 8.6 0.576 � 0.006 5.5 224.5 � 2.1 219.6

5 90 0.742 � 0.004 5.4 0.193 � 0.004 10.9 0.555 � 0.007 7.5 213.2 � 2.4 208.5

6 90 0.710 � 0.004 5.9 0.254 � 0.005 10.6 0.449 � 0.005 6.4 200.0 � 2.4 195.6

7 93 0.657 � 0.004 6.1 0.240 � 0.003 8.3 0.420 � 0.005 7.2 187.8 � 1.8 183.7

X 65 0.635 � 0.005 6.3 0.227 � 0.005 11.5 0.414 � 0.007 8.5 182.7 � 2.4 178.7

8 77 0.620 � 0.004 6.3 0.185 � 0.003 10.2 0.429 � 0.006 7.4 174.7 � 2.1 170.9

9 88 0.575 � 0.004 6.6 0.199 � 0.003 10.3 0.381 � 0.005 9.1 165.3 � 1.8 161.7

10 90 0.557 � 0.004 6.5 0.170 � 0.002 9.0 0.394 � 0.005 8.1 160.4 � 1.8 156.9

11 87 0.546 � 0.004 6.2 0.209 � 0.004 9.9 0.337 � 0.004 6.5 155.7 � 1.8 152.3

12 80 0.532 � 0.004 7.1 0.147 � 0.002 8.6 0.383 � 0.005 8.1 150.8 � 1.8 147.5

13 94 0.448 � 0.003 7.1 0.051 � 0.002 22.1 0.391 � 0.006 8.1 126.1 � 1.8 123.3

14 95 0.415 � 0.003 8.2 0.056 � 0.002 23.8 0.365 � 0.004 7.7 119.7 � 1.5 117.1

15 87 0.396 � 0.003 7.8 0.058 � 0.002 21.2 0.334 � 0.005 8.6 111.8 � 1.5 109.3

16 95 0.375 � 0.003 8.3 0.155 � 0.003 12.2 0.222 � 0.003 7.9 107.2 � 1.5 104.8

17 96 0.348 � 0.003 8.3 0.105 � 0.002 13.1 0.239 � 0.004 9.6 98.2 � 1.5 96.0

18 102 0.324 � 0.003 8.0 0.077 � 0.001 11.7 0.253 � 0.003 8.6 94.2 � 1.2 92.1

20 96 0.278 � 0.003 9.7 0.119 � 0.002 12.7 0.165 � 0.003 11.9 81.1 � 1.2 79.3

19 92 0.260 � 0.003 10.4 0.114 � 0.003 14.8 0.148 � 0.003 13.8 74.6 � 1.5 73.0

Y 21 0.219 � 0.005 11.0 0.050 � 0.002 12.2 0.170 � 0.009 18.5 62.6 � 2.7 61.2

22 99 0.211 � 0.002 11.8 0.046 � 0.001 17.9 0.171 � 0.004 12.7 61.8 � 1.2 60.4

21 101 0.186 � 0.002 12.4 0.042 � 0.001 20.5 0.149 � 0.003 12.3 54.3 � 0.9 53.1

Ï ð è ì å ÷ à í è å. àÑîäåðæàíèå ÄÍÊ â õðîìîñîìå 2 ïðèíÿòî çà åäèíèöó (âûäåëåíî æèðíûì øðèôòîì). áÀáñîëþòíîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â
õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà ðàññ÷èòûâàëè èñõîäÿ èç ðàçìåðà äèïëîèäíîãî ãåíîìà ÷åëîâåêà, ðàâíîãî 7.0 ïã (www.genomesize.com). â×èñëî ïàð îñíîâàíèé
ÄÍÊ îïðåäåëÿëè ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî 1 ôã ñîäåðæèò 0.978�106 ïàð îñíîâàíèé (Gregory, 2001).



÷èÿ ìåæäó ãîìîëîãàìè âåñüìà çíà÷èòåëüíû. Â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ, îñîáåííî äëÿ íåáîëüøèõ ïî ðàçìåðó õðîìîñîì,
îíè äîñòèãàþò ïðèìåðíî 25 %.

Îáñóæäåíèå

Ðàçìåð ãåíîìà, âûðàæàåìûé îáû÷íî ñîäåðæàíèåì
ÄÍÊ â ïã (10–12 ã), ÿâëÿåòñÿ âàæíîé âèäîâîé õàðàêòåðè-
ñòèêîé. Ó ðàçíûõ âèäîâ ïîçâîíî÷íûõ îí ìîæåò ðàçëè-
÷àòüñÿ â ñîòíè ðàç (Gregory, 2001). Â îòëè÷èå îò ìåæâèäî-
âîé âàðèàáåëüíîñòè ðàçìåðà ãåíîìà åãî âíóòðèâèäîâûå
êîëåáàíèÿ, êàê ïðàâèëî, íå ïðåâûøàþò 3—5 % (Ëèòâèí-
÷óê è äð., 2006, 2008). Èíäèâèäóàëüíàÿ âàðèàáåëüíîñòü
ðàçìåðà ãåíîìà åùå ïðèìåðíî íà ïîðÿäîê íèæå è ñîñòàâ-
ëÿåò âåëè÷èíó îêîëî 0.3 % ïðè èññëåäîâàíèè îáúåêòîâ ñ
ðàçìåðîì ãåíîìà îêîëî 3 ïã (Ðîçàíîâ, Âèíîãðàäîâ, 1998).

Âàðèàáåëüíîñòü ðàçìåðà ãåíîìà 0.3 % ïðè èññëåäîâà-
íèè åãî èíäèâèäóàëüíûõ êîëåáàíèé ïðåäñòàâëÿåò, ïî-âè-
äèìîìó, âåðõíþþ ãðàíèöó òî÷íîãî èçìåðåíèÿ ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ ïîçâîíî÷íûõ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè. Âåëè÷èíà 0.3 % îçíà÷àåò òàêæå, ÷òî ìèíè-
ìàëüíûå ðàçëè÷èÿ â ñîäåðæàíèè ÄÍÊ, êîòîðûå ìîæíî çà-
ðåãèñòðèðîâàòü íà öåëûõ ÿäðàõ ñ ïîìîùüþ öèòîìåòðè÷å-
ñêîãî ìåòîäà, ñîñòàâëÿþò îêîëî 9 ôã (10–15 ã), èëè 107 ïàð
îñíîâàíèé.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
êëåòêàõ ïðîèçâîäÿòñÿ ëèáî ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè, ëèáî ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ ñòàòè÷-
íîé àáñîðáöèîííîé èëè ôëóîðåñöåíòíîé öèòîôîòîìåò-
ðèè. Â îòëè÷èå îò êðàñèòåëåé, èñïîëüçóþùèõñÿ â ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè, êðàñèòåëü, ïðî÷íî ñâÿçàííûé ñ ÄÍÊ â
ðåçóëüòàòå ðåàêöèè Ô¸ëüãåíà, íå èçâëåêàåòñÿ èç ÿäåð
äàæå ïîñëå ìíîãî÷àñîâîé îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ ýòàíî-
ëîì (Êóäðÿâöåâ è äð., 1974à).

Ðàçëè÷íûå èññëåäîâàíèÿ â çàâèñèìîñòè îò èõ çàäà÷
òðåáóþò ðàçíîé òî÷íîñòè îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ
â ãåíîìå. Â öåëîì ðÿäå ñëó÷àåâ âûñîêàÿ òî÷íîñòü îïðåäå-
ëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ íåîáÿçàòåëüíà. Íàïðèìåð, ïðè
èññëåäîâàíèè ôóíêöèè èçáûòî÷íîé ÄÍÊ âàæíî ëèøü íà-
ëè÷èå äîñòàòî÷íîãî ÷èñëà èññëåäóåìûõ âèäîâ, ðàçìåð ãå-
íîìà êîòîðûõ âàðüèðóåò â øèðîêèõ ïðåäåëàõ (Vinogra-
dov, 1998). Â èçìåðåíèÿõ ïîäîáíîãî ðîäà ïîãðåøíîñòü
ïðè îïðåäåëåíèè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê ìîæåò
ñîñòàâëÿòü 20—30 % èëè áîëåå.

Êîýôôèöèåíòû âàðèàöèè ïðè èçìåðåíèè ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ ëó÷øèõ ìåòîäîâ
àáñîðáöèîííîé è ôëóîðåñöåíòíîé öèòîôîòîìåòðèè êî-
ëåáëþòñÿ â ïðåäåëàõ 3—5 % (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977).
Ýòà âåëè÷èíà îçíà÷àåò, ÷òî ïðåäåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ñîäåð-
æàíèè ÄÍÊ, êîòîðûå ìîæíî çàðåãèñòðèðîâàòü â ÿäðàõ ñ
ïîìîùüþ ýòèõ ìåòîäîâ, ñîîòâåòñòâóþò çíà÷èòåëüíîé ÷à-
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Ðàçëè÷èÿ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ æåíùèíû

Íîìåð
õðîìî-
ñîìû

×èñëî
èññëåäîâàííûõ

ïëàñòèíîê

Ðàçíîñòü D
â ñîäåðæàíèè ÄÍÊ,

%, x sx±
Ðàçìàõ âàðèàöèè,

%
Ðàçìàõ âàðèàöèè,

ôã

1 6 5.9 � 1.6 1.8—11.8 5.3—32.6

2 7 6.9 � 1.4 0.2—11.1 0.6—31.5

3 7 5.2 � 1.6 1.1—11.5 2.5—26.3

4 6 4.2 � 1.6 0.5—9.3 1.2—21.2

5 7 6.3 � 1.3 2.9—10.8 6.6—23.0

6 6 6.2 � 1.7 1.1—12.3 2.0—24.5

7 7 6.9 � 1.6 1.6—12.0 2.9—22.9

X 3 9.5 � 3.0 3.8—13.9 6.6—25.6

8 7 8.7 � 1.9 1.0—16.0 2.6—26.4

9 5 10.2 � 2.4 6.2—19.3 12.0—30.4

10 6 4.9 � 2.0 0.5—12.9 2.0—24.5

11 5 6.4 � 1.0 3.5—8.5 5.1—13.7

12 6 8.5 � 2.7 2.5—20.4 3.4—31.8

13 5 6.9 � 4.2 0.2—22.9 0.3—28.2

14 6 12.0 � 3.2 1.1—24.4 1.1—28.5

15 6 9.0 � 2.1 1.9—16.4 2.0—17.5

16 5 7.1 � 1.8 1.6—10.9 1.7—11.4

17 8 10.7 � 2.4 2.5—22.2 2.6—21.7

18 7 6.8 � 1.8 0.6—9.9 0.6—14.2

20 6 11.9 � 3.2 3.2—24.4 2.4—18.1

19 7 13.0 � 2.8 2.6—22.2 2.0—16.0

22 6 16.9 � 4.2 3.8—30.2 2.4—17.2

21 6 14.8 � 4.6 1.8—28.6 0.9—15.8

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ðàçíèöó (D) â ñîäåðæàíèè ÄÍÊ ìåæäó ãîìîëîãàìè ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå
D = 2(Q1 — Q2)/Q1 + Q2, ãäå Q1 è Q2 — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â îäíîì è äðóãîì ãîìîëîãàõ ñîîòâåòñòâåííî.



ñòè, à â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ äàæå âñåé ÄÍÊ îäíîé õðîìî-
ñîìû. Ìåæäó òåì ïðè èññëåäîâàíèè ìèêðîýâîëþöèè, îí-
êîãåíåçà è äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ òðåáóåòñÿ
òî÷íàÿ ðåãèñòðàöèÿ ãîðàçäî áîëåå òîíêèõ âàðèàöèé ðàç-
ìåðà ãåíîìà.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü ëó÷øèõ ìåòîäîâ àá-
ñîðáöèîííîé öèòîôîòîìåòðèè ñîñòàâëÿåò âåëè÷èíó ïî-
ðÿäêà 10–14 ã/ìêì2 (Áåíåêå, 1969; Áðîäñêèé, 1969), à ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèõ ìåòîäîâ ïðèìåðíî
â 10 000 ðàç âûøå ÷óâñòâèòåëüíîñòè àáñîðáöèîííûõ ìå-
òîäîâ (Ornstein et al., 1957). Äðóãèìè âàæíûìè äîñòîèí-
ñòâàìè öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèõ ìåòîäîâ ÿâëÿþòñÿ íåçà-
âèñèìîñòü ðåçóëüòàòà èçìåðåíèÿ îò õàðàêòåðà ðàñïðåäå-
ëåíèÿ âåùåñòâà â îáúåêòå è âîçìîæíîñòü èññëåäîâàòü
ñîäåðæàíèå âåùåñòâà â îáúåêòàõ, ðàçìåðû êîòîðûõ ìîãóò
íàõîäèòüñÿ çà ïðåäåëàìè ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè ìèê-
ðîñêîïà. Âûøåñêàçàííîå îçíà÷àåò, ÷òî â ïðèíöèïå ñ
ïîìîùüþ ìèêðîôëóîðèìåòðèè ìîæíî èçìåðèòü ñîäåð-
æàíèå ÄÍÊ â ëåæàùåì îòäåëüíî îáúåêòå ïîðÿäêà
10–18 ã/ìêì2. Ýòà âåëè÷èíà ñîîòâåòñòâóåò ñðåäíåìó ðàçìå-
ðó ãåíà, êîòîðûé ñîñòàâëÿåò 900—1500 ïàð îñíîâàíèé
(Óîòñîí, 1978). Ñëåäóåò, îäíàêî, îòìåòèòü, ÷òî ðåãèñòðà-
öèÿ ñòîëü ìàëîãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ çàâèñèò íå òîëüêî îò
÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà, íî è åãî òî÷íîñòè (Ðîçàíîâ
è äð., 1976). Ïîýòîìó äîñòè÷ü ïîäîáíîãî ðåçóëüòàòà íà
ïðàêòèêå èç-çà íåñòàáèëüíîñòè èçìåðèòåëüíîé àïïàðàòó-
ðû, íåñòàáèëüíîñòè ñâÿçûâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñè-
òåëåé ñ ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê è âàðèàáåëüíîñòè ôîíîâîãî
ñâå÷åíèÿ âîêðóã èçìåðÿåìîãî îáúåêòà, ïî-âèäèìîìó, íå-
âîçìîæíî. Õîòÿ ñòðåìèòüñÿ ê ýòîìó, êîíå÷íî, íóæíî.

Ðåçóëüòàò ëþáîãî èçìåðåíèÿ èìååò íåáîëüøóþ öåí-
íîñòü, åñëè íå óêàçàíà ïîãðåøíîñòü, ñ êîòîðîé îí ïîëó-
÷åí. Ïðè èçìåðåíèÿõ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ ýòî
îñîáåííî âàæíî, ïîñêîëüêó â äàííîì ñëó÷àå òî÷íîñòü èç-
ìåðåíèé îïðåäåëÿåò êîëè÷åñòâî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèà-
ëà, êîòîðîå ìîæåò áûòü óâåðåííî çàðåãèñòðèðîâàíî ñ ïî-
ìîùüþ èñïîëüçóåìîãî ìåòîäà, à òàêæå äîñòîâåðíîñòü
ðàçëè÷èé â ñîäåðæàíèè ÄÍÊ ìåæäó îáúåêòàìè èññëåäî-
âàíèÿ. Âàðèàáåëüíîñòü ðåçóëüòàòà öèòîôîòîìåòðè÷åñêî-
ãî ìåòîäà, îñíîâàííîãî íà ïðèìåíåíèè öèòîõèìè÷åñêîé
ðåàêöèè, îïðåäåëÿåòñÿ àïïàðàòóðíûìè (ñì. âûøå) è öèòî-
õèìè÷åñêèìè (íåäîñòàòî÷íîé ñåëåêòèâíîñòüþ è (èëè)
ñòåõèîìåòðè÷íîñòüþ ðåàêöèè) ïîãðåøíîñòÿìè, à òàêæå
ðåàëüíîé áèîëîãè÷åñêîé âàðèàáåëüíîñòüþ èññëåäóåìîãî
âåùåñòâà. Àïïàðàòóðíûå îøèáêè öèòîôîòîìåòðèè, êàê
ïðàâèëî, íåâåëèêè è ëåãêî èäåíòèôèöèðóþòñÿ. Îäíàêî
îöåíèòü èñòî÷íèêè è âåëè÷èíó îøèáîê, ñâÿçàííûõ ñ âëè-
ÿíèåì íà èññëåäóåìîå âåùåñòâî ðàçëè÷íûõ ïðîöåäóð, êî-
òîðûå èñïîëüçóþòñÿ â õîäå îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòà, è îò-
äåëèòü èõ îò áèîëîãè÷åñêîé âàðèàáåëüíîñòè, ïðèñóùåé
èçó÷àåìîìó îáúåêòó, ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíî. Ïîýòîìó
ñóììàðíàÿ (àïïàðàòóðíàÿ, öèòîõèìè÷åñêàÿ è áèîëîãè÷å-
ñêàÿ) âàðèàáåëüíîñòü ðåçóëüòàòà èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â õðîìîñîìå ïðè èñïîëüçîâàíèè äàííîãî ìåòîäà ìî-
æåò áûòü âûðàæåíà âåëè÷èíîé êîýôôèöèåíòà âàðèà-
öèè Cv.

Èññëåäîâàíèå ïðîäîëæèòåëüíîñòè äåéñòâèÿ âîçáóæ-
äàþùåãî ñâåòà íà õðîìîñîìû, îêðàøåííûå EtBr-SO2, è
ñòåïåíè ñïèðàëèçàöèè õðîìîñîì íà ðåçóëüòàòû îïðåäåëå-
íèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â íèõ ïîêàçàëî, ÷òî ýòè ôàêòîðû íå
îêàçûâàþò ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà êîíå÷íûé ðåçóëü-
òàò èçìåðåíèé. Ýòè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå (Ñóõèõ è äð., 1989).

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 3, ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî êîýôôèöèåíò âàðèàöèè ïðè èçìåðåíèè ñîäåðæà-

íèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ âîçðàñòàåò ñ óìåíüøåíèåì èõ ðàç-
ìåðà. Ïîñêîëüêó îòíîñèòåëüíàÿ îøèáêà ïðè èçìåðåíèè
ïëîùàäè îáúåêòîâ, êàê èçâåñòíî, óâåëè÷èâàåòñÿ ñ óìåíü-
øåíèåì èõ ðàçìåðà, çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ýòîé âàðèàáåëü-
íîñòè, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíà ñ íåòî÷íîñòüþ áèíàðèçàöèè
èçîáðàæåíèé õðîìîñîì. Âìåñòå ñ òåì íåëüçÿ èñêëþ÷èòü,
÷òî âàðèàáåëüíîñòü ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ äåé-
ñòâèòåëüíî óñèëèâàåòñÿ ïðè óìåíüøåíèè èõ ðàçìåðà, ò. å.
èìååò áèîëîãè÷åñêóþ ïðèðîäó. Ïðè èññëåäîâàíèè èíäè-
âèäóàëüíîé âàðèàáåëüíîñòè ðàçìåðà ãåíîìà ó ðàçëè÷íûõ
âèäîâ àìôèáèé áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êîýôôèöèåíò âàðèà-
öèè ïèêà ÄÍÊ-ãèñòîãðàììû, ÿâëÿþùèéñÿ ìåðîé âàðèà-
áåëüíîñòè êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â êëåòêàõ íåïðîëèôåðèðóþ-
ùåé ïîïóëÿöèè, âîçðàñòàåò ñ óìåíüøåíèåì ðàçìåðà ãåíî-
ìà (Ðîçàíîâ è äð., 2007).

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíà çàâèñèìîñòü ñðåäíåêâàäðà-
òè÷íîãî îòêëîíåíèÿ (ÑÊÎ) èçìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
öåëûõ õðîìîñîìàõ è â èõ ïëå÷àõ îò ñðåäíåãî ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â ýòèõ îáúåêòàõ, êîòîðóþ ìîæíî àïïðîêñèìèðîâàòü
óðàâíåíèåì ðåãðåññèè y = 2.46 + 0.072x + 0.0001x2. Ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, èç îäíîãî èç ñâîéñòâ íîðìàëüíîãî ðàñïðåäå-
ëåíèÿ, à èìåííî 5 % èçìåðåíèé áóäóò �0, êîãäà îòíîøå-
íèå ñðåäíåãî ê ÑÊÎ áóäåò ðàâíî 1.6, ïîëó÷èì x/y = 1.6.
Ðåøàÿ ñèñòåìó èç äâóõ óðàâíåíèé, ïîëó÷èì, ÷òî ïðåäåëü-
íîå çíà÷åíèå ñðåäíåãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ, êîòîðîå ìîæíî
îïðåäåëèòü ïðåäëàãàåìûì ìåòîäîì, ñîñòàâëÿåò 4.45 ôã.

Ñðàâíåíèå íàøèõ äàííûõ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åí-
íûìè äðóãèìè àâòîðàìè ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ,
îáíàðóæèëî âûñîêóþ ñòåïåíü èõ ñîîòâåòñòâèÿ (òàáë. 5).
Â òàáë. 3 ïðåäñòàâëåíû âåëè÷èíû àáñîëþòíîãî ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà, ïîëó-
÷åííûå íàìè. Àáñîëþòíûé ðàçìåð ãåíîìà ñîñòàâèë äëÿ
ìóæ÷èí 7.00 ïã, à äëÿ æåíùèí 7.12 ïã, ò. å. ðàçìåð æåí-
ñêîãî ãåíîìà áîëüøå ìóæñêîãî ãåíîìà íà 1.71 %. Ýòî
çíà÷åíèå õîðîøî ñîâïàäàåò ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè
äðóãèìè àâòîðàìè (ñì. òàáë. 5).

Çíà÷åíèÿ àáñîëþòíîãî ðàçìåðà ãåíîìà ÷åëîâåêà, èìå-
þùèåñÿ â ëèòåðàòóðå, âàðüèðóþò îò 6.00 äî 7.33 ïã (Ñó-
õèõ è äð., 1989; Ôîãåëü, Ìîòóëüñêè, 1989; Dole &zel et al.,
2003). Òåì íå ìåíåå â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèíÿòî, ÷òî ðàç-
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ñðåäíåêâàäðàòè÷íîãî îòêëîíåíèÿ (ÑÊÎ)
èçìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â öåëûõ õðîìîñîìàõ è èõ ïëå÷àõ

îò ñðåäíåãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ.

Ñðåäíÿÿ ëèíèÿ — ëèíèÿ êâàäðàòè÷íîé ðåãðåññèè y = 2.46 +
+ 0.072x + 0.0001x2, âåðõíÿÿ è íèæíÿÿ ëèíèè — 95%-íûé äîâåðèòåëüíûé

èíòåðâàë.



ìåð ãåíîìà ÷åëîâåêà ñîñòàâëÿåò 7.0 ïã (Gregory, 2001;
Krishan et al., 2005). Ýòà âåëè÷èíà ïîëó÷åíà ïóòåì èçìå-
ðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé
êðîâè ÷åëîâåêà, îêðàøåííûõ èîäèñòûì ïðîïèäèåì èëè
DAPI, ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Ñóùåñòâåí-
íûì ìîìåíòîì â ïîëüçó ïðèìåíåíèÿ ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè äëÿ ýòîé öåëè ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü èçìåðåíèÿ âî
ìíîãî ðàç áîëüøåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê, íåæåëè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ñòàòè÷åñêèõ öèòîôîòîìåòðè÷åñêèõ ìåòîäîâ.
Êðîìå òîãî, ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îáû÷íûå öèòîôîòîìåòðè÷å-
ñêèå ìåòîäû, îñíîâàííûå íà ïðèìåíåíèè ðåàêöèè
Ô¸ëüãåíà, äàþò ìåíåå íàäåæíûå ðåçóëüòàòû èç-çà âàðèà-
áåëüíîñòè, âîçíèêàþùåé â õîäå ôèêñàöèè, êèñëîòíîãî
ãèäðîëèçà è îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ.

Ïðè ðàñ÷åòàõ àáñîëþòíîãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ãåíîìå
÷åëîâåêà, ðàâíî êàê è äðóãèõ âèäîâ æèâîòíûõ, â êà÷åñòâå
ñòàíäàðòîâ èñïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê, äëÿ êî-
òîðûõ ýòà âåëè÷èíà óñòàíîâëåíà ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ
(Shapiro, 1976; Tiersh et al., 1989; Hardie et al., 2002; Kri-
shan et al., 2005, è ò. ä.). Ñëåäóåò, îäíàêî, çàìåòèòü, ÷òî
èñõîäíûìè «ñòàíäàðòàìè» ïðè îïðåäåëåíèè ðàçìåðà ãå-

íîìà ÷åëîâåêà, ñëóæèëè òåì íå ìåíåå çíà÷åíèÿ ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ â ýðèòðîöèòàõ äîìàøíåé êóðèöû èëè ñïåðìèÿõ
ïëîäîâîé ìóøêè Drosophila melanogaster, îêðàøåííûõ
ïî Ô¸ëüãåíó è èçìåðåííûõ ñ ïîìîùüþ êëàññè÷åñêîé ñêà-
íèðóþùåé ìèêðîäåíñèòîìåòðèè (Rasch et al., 1971, 1985).
Â ñâîþ î÷åðåäü àáñîëþòíûå âåëè÷èíû ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ
â ýðèòðîöèòàõ êóðèöû áûëè ðàññ÷èòàíû íà îñíîâàíèè
áèîõèìè÷åñêèõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè èçìåðåíèè ñî-
äåðæàíèÿ ÄÍÊ â ýðèòðîöèòàõ êóðèöû 50—60 ëåò íàçàä
(Mirsky, Ris, 1951; Leslie, 1955; Vendrely, Vendrely, 1956).
Íåñìîòðÿ íà ñõîäñòâî ðåçóëüòàòîâ áèîõèìè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé, ïîëó÷åííûõ â ðàçëè÷íûõ ëàáîðàòîðèÿõ, ðàçìàõ
âàðèàöèè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ (èíòåðâàë çíà÷åíèé) â ýðèòðî-
öèòàõ êóðèöû áûë çíà÷èòåëüíûì è ñîñòàâèë 2.34—2.61 ïã
(2.50 � 0.04, n = 7). Òàêèì îáðàçîì, âåëè÷èíà ðàçìåðà ãå-
íîìà ÷åëîâåêà 7.0 ïã, ïðèíÿòàÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ, îñíî-
âàíà íà êîñâåííûõ äîâîëüíî ñòàðûõ äàííûõ è, íà íàø
âçãëÿä, òðåáóåò êîððåêöèè íà îñíîâå äîïîëíèòåëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé.

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 3, ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî íàèáîëüøàÿ âàðèàáåëüíîñòü ñîäåðæàíèÿ
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Ò à á ë è ö à 5

Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ (îòí. åä.) â èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà, èçìåðåííîå ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè

Íîìåð
õðîìî-
ñîìû

Ìåòîäû

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 1.043 1.122 1.024 1.021 1.04 1.051 1.071 1.042 1.026 1.046 1.025

2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.00 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

3 0.840 0.887 0.827 0.833 0.83 0.827 0.855 0.444 0.839 0.843 0.814

4 0.781 0.776 0.791 0.790 0.78 0.771 0.778 0.812 0.798 0.775 0.786

5 0.742 0.776 0.758 0.759 0.76 0.768 0.739 0.771 0.762 0.752 0.744

6 0.710 0.655 0.716 0.709 0.70 0.711 0.704 0.729 0.719 0.710 0.704

7 0.657 0.655 0.656 0.659 0.65 0.645 0.661 0.677 0.675 0.646 0.654

X 0.635 0.655 0.640 0.630 0.64 0.636 0.637 0.667 0.647 0.630 0.638

8 0.620 0.655 0.604 0.601 0.60 0.609 0.625 0.625 0.611 0.617 0.602

9 0.575 0.655 0.562 0.568 0.58 0.581 0.591 0.594 0.577 0.565 0.581

10 0.557 0.655 0.552 0.561 0.56 0.576 0.544 0.573 0.575 0.557 0.557

11 0.546 0.655 0.564 0.558 0.56 0.566 0.531 0.573 0.575 0.551 0.555

12 0.532 0.655 0.557 0.551 0.55 0.554 0.511 0.572 0.575 0.543 0.550

13 0.448 0.478 0.441 0.449 0.44 0.443 0.428 0.458 0.454 0.448 0.474

14 0.415 0.478 0.426 0.425 0.41 0.421 0.395 0.448 0.435 0.417 0.441

15 0.396 0.478 0.400 0.413 0.40 0.420 0.384 0.427 0.413 0.393 0.422

16 0.375 0.372 0.367 0.384 0.38 0.391 0.366 0.396 0.387 0.365 0.372

17 0.348 0.385 0.353 0.351 0.36 0.361 0.342 0.364 0.353 0.349 0.334

18 0.324 0.385 0.332 0.334 0.33 0.329 0.333 0.354 0.337 0.328 0.321

20 0.278 0.298 0.284 0.274 0.28 0.283 0.282 0.292 0.279 0.273 0.259

19 0.260 0.298 0.256 0.260 0.27 0.274 0.277 0.271 0.260 0.252 0.243

Y 0.219 — 0.218 0.232 0.22 0.224 — 0.219 0.231 0.218 0.244

22 0.211 0.219 0.204 0.215 0.22 0.217 0.220 0.208 0.214 0.206 0.211

21 0.186 0.219 0.194 0.196 0.20 0.202 0.211 0.187 0.185 0.176 0.198

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â õðîìîñîìå 2 ïðèíÿòî çà åäèíèöó. 1 — äàííûå íàñòîÿùåé ðàáîòû; 2 — ôîòîãðàôè÷åñêàÿ àáñîðáöèîííàÿ
ÓÔ-ìèêðîôîòîìåòðèÿ (Rudkin, 1965); 3, 4 — àáñîðáöèîííàÿ ìèêðîôîòîìåòðèÿ õðîìîñîì, îêðàøåííûõ ãàëëîöèàíèí-õðîìîâûìè êâàñöàìè (Gaillard
et al., 1968; Mendelsohn et al., 1973); 5, 6 — ôîòîãðàôè÷åñêàÿ àáñîðáöèîííàÿ ìèêðîôîòîìåòðèÿ õðîìîñîì, îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó (Bosman et al.,
1977; Groen, van der Ploeg, 1979); 7 — ìèêðîôëóîðèìåòðèÿ õðîìîñîì, îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó (àóðàìèí-SO2) (Ñóõèõ, 1985); 8 — ïðîòî÷íàÿ öèòîìåò-
ðèÿ õðîìîñîì, îêðàøåííûõ èîäèñòûì ïðîïèäèåì (Matsson, Rydberg, 1981); 9 — ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ õðîìîñîì, îêðàøåííûõ áðîìèñòûì ýòèäèåì
(Harris et al., 1986); 10 — ôîòîãðàôè÷åñêàÿ ìèêðîôëóîðèìåòðèÿ õðîìîñîì, îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó (àóðàìèí-SO2) (Ñóõèõ è äð., 1989); 11 —
http:/www.ensembl.org/ Homo_sapiens/Location/Genome.



ÄÍÊ íàáëþäàåòñÿ â ð-ïëå÷àõ õðîìîñîì 13—15, 21 è 22,
q-ïëå÷å Y-õðîìîñîìû, à òàêæå â îáîèõ ïëå÷àõ õðîìîñî-
ìû 19. Êàê èçâåñòíî, ð-ïëå÷è àêðîöåíòðè÷åñêèõ ÿäðûø-
êîîáðàçóþùèõ õðîìîñîì 13—15, 21 è 22 ÷åëîâåêà ÿâëÿ-
þòñÿ ìåñòîì ëîêàëèçàöèè ÄÍÊ, íà êîòîðîé îáðàçóåòñÿ
ðÐÍÊ, èãðàþùàÿ êëþ÷åâóþ ðîëü â ñèíòåçå áåëêîâ. Ðèáî-
ñîìíàÿ ÐÍÊ ñîñòàâëÿåò äî 85 % îáùåãî êîëè÷åñòâà êëå-
òî÷íîé ÐÍÊ, è äëÿ ñèíòåçà òàêîãî åå êîëè÷åñòâà íåîáõî-
äèìî áîëüøîå ÷èñëî êîïèé ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ. Âî
ìíîãèõ ðàáîòàõ ïîêàçàíî, ÷òî â îñíîâå ïîëèìîðôèçìà ÿä-
ðûøêîîáðàçóþùèõ ðàéîíîâ ëåæàò êàê èõ ôóíêöèîíàëü-
íàÿ àêòèâíîñòü, òàê è êîëè÷åñòâî ðèáîñîìíûõ ãåíîâ, âà-
ðèàáåëüíîñòü êîòîðûõ äîêàçàíà áèîõèìè÷åñêè è ìåòîäîì
ãèáðèäèçàöèè ÐÍÊ-ÄÍÊ in situ (Çàõàðîâ è äð., 1982; Ëÿ-
ïóíîâà è äð., 1988; Lyckegaard, Clark, 1989; Âåéêî è äð.,
2007; Stults et al., 2008).

Âàðèàöèÿ äëèíû Y-õðîìîñîìû è ðàçìåðà åå ãåòåðî-
õðîìàòèíîâîãî ðàéîíà, ñîñòàâëÿþùåãî îò 1/3 äî 1/2
q-ïëå÷à, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå èçâåñòíûõ ïðèìåðîâ
ïîëèìîðôèçìà õðîìîñîìíîãî íàáîðà ÷åëîâåêà (Gripen-
berg, 1964; Unnérus et al., 1967; McKenzie et al., 1972;
Chakraborty, Chakraborty, 1984; Ïðîêîôüåâà-Áåëüãîâñêàÿ,
1986; de Carvalho, Santos, 2005). Ïîëàãàþò, ÷òî âàðèàöèÿ
äëèíû Y-õðîìîñîìû ó ÷åëîâåêà ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ èç-
ìåíåíèåì ñîäåðæàíèÿ ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ â ýòîé õðîìîñî-
ìå (McKay et al., 1978).

Õðîìîñîìà 19 ñîäåðæèò îêîëî 2 % ÄÍÊ ãåíîìà ÷åëî-
âåêà (òàáë. 3), è, êàê èçâåñòíî, êîíöåíòðàöèÿ ãåíîâ â ýòîé
õðîìîñîìå îñîáåííî âûñîêà. Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåí-
íûå â òàáë. 3, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âàðèàáåëüíîñòü
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â îáîèõ ïëå÷àõ ýòîé õðîìîñîìû äîñòà-
òî÷íî âåëèêà. Ïðè÷èíû çíà÷èòåëüíîé âàðèàáåëüíîñòè
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìå 19 íåÿñíû. Ðàíåå âûñîêàÿ
âàðèàáåëüíîñòü ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìå 19, à òàê-
æå õðîìîñîìàõ 1, 13—16, 21, 22 è Y, äîñòèãàþùàÿ
10—40 %, áûëà îáíàðóæåíà ïðè èññëåäîâàíèè ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà èç 7 ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿ-
öèé ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè (Mefford et al.,
1997).

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 5, óêàçûâàþò íà
äîñòàòî÷íî âûñîêóþ âàðèàáåëüíîñòü ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â
ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ èç ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê îä-
íîãî è òîãî æå ÷åëîâåêà. Âàðèàáåëüíîñòü ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ äîñòèãàëà â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ 25—30 ôã. Áåçóñëîâíî, ÷àñòü ýòîé âàðèàáåëüíî-
ñòè îáóñëîâëåíà òåì, ÷òî ãîìîëîãè ïðåäñòàâëÿþò ãåíîìû
ðîäèòåëåé, êîòîðûå ìîãëè ïðèîáðåñòè ðàçëè÷èÿ â ðÿäó
ïðåäøåñòâóþùèõ ïîêîëåíèé. Âìåñòå ñ òåì íóæíî îòìå-
òèòü, ÷òî ðàçëè÷èÿ â ñîäåðæàíèè ÄÍÊ ìåæäó ãîìîëîãàìè
â ðàçëè÷íûõ ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ ïî áîëüøåé ÷àñòè
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íåïðåðûâíûé ðÿä çíà÷åíèé. Ïîýòî-
ìó íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî ýòè ðàçëè÷èÿ ìîãóò îáúÿñíÿòü-
ñÿ è äðóãèìè ìåõàíèçìàìè.

Íåñòàáèëüíîñòü öåëîãî ãåíîìà è õðîìîñîì ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíà ðàçíûìè ïðè÷èíàìè. Ñðåäè âîçìîæ-
íûõ ìåõàíèçìîâ âàðèàáåëüíîñòè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðî-
ìîñîìàõ îáû÷íî íàçûâàþò ìåéîòè÷åñêèé è ñîìàòè÷åñêèé
êðîññèíãîâåð, àìïëèôèêàöèþ íåêîòîðûõ ãåíîâ è òàí-
äåìíóþ äóïëèêàöèþ îïðåäåëåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ, íåðàâíûé êðîññèíãîâåð, ïîäâèæíûå ãåíåòè÷åñêèå
ýëåìåíòû òèïà òðàíñïîçîíà èëè âèðóñà è ò. ä. (Arnheim
et al., 1980; Donehower et al., 1980; Õåñèí, 1985; Graham
et al., 1985; Ãðèí÷óê è äð., 1986, 2007; Tusie-Luna, White,
1995; Antonarakis, 2010). Íåçàâèñèìî îò ïðè÷èí î÷åâèä-
íî, ÷òî íåñòàáèëüíîñòü ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â õðîìî-

ñîìàõ âûñîêà. Ñ óâåëè÷åíèåì òî÷íîñòè èçìåðåíèÿ
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ è îñîáåííî â èõ ñïåöèôè-
÷åñêèõ ó÷àñòêàõ ýòà íåñòàáèëüíîñòü áóäåò ïðîÿâëÿòüñÿ ñ
åùå áîëüøåé îò÷åòëèâîñòüþ.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàí ìèêðîôëóîðèìåòðè÷å-
ñêèé ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé îïðåäåëÿòü ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â
õðîìîñîìàõ ñ òî÷íîñòüþ äî 4.5 ôã. Ñ ïîìîùüþ ðàçðàáî-
òàííîãî ìåòîäà èçìåðåíî ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â èíäèâèäó-
àëüíûõ õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà è èõ p- è q-ïëå÷àõ, à òàêæå
ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñîäåðæàíèå
ÄÍÊ â õðîìîñîìàõ íîðìàëüíîãî êàðèîòèïà ÷åëîâåêà íå-
ñòàáèëüíî. Âàðèàáåëüíîñòü ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â íåêîòî-
ðûõ õðîìîñîìàõ ìîæåò äîñòèãàòü îò 35 äî 40 ôã.
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Mucrofluorimetric method for the determination of DNA content in individual human chromosomes has
been developed. The method is based on a preliminary identification of chromosomes with Hoechst 33258, fol-
lowed by staining of the chromosomes with Feulgen reaction using Schiff’s reagent type ethidium bromi-
de-SO2, then measuring the fluorescence intensity of the chromosomes using an image analyzer. The method
allows to determine the DNA content of individual chromosomes with accuracy up to 4.5 fg. DNA content of
individual human chromosomes, their p-and q-arms as well as homologous chromosomes were measured using
the developed method. It has been shown that the DNA content in the chromosomes of normal human karyoty-
pe is unstable. Fluctuations in the DNA content in some chromosomes can vary 35—40 fg.

K e y w o r d s: human chromosomes, Feulgen reaction, Schiff’ s reagent type ethidium bromide-SO2, DNA
mucrofluorimetry, image analyzer.
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