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Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ Lymnaea stagnalis,
ïðîèñõîäÿùèõ èç ðåãèîíîâ ñ ðàçëè÷íîé ýêîëîãè÷åñêîé íàãðóçêîé. Ïîñðåäñòâîì ïðîãðàììíîãî àíàëèçà
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òàêæå ðàçëè÷èÿ â ÷óâñòâèòåëüíîñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ èç ðàçíûõ ýêîëîãè-
÷åñêèõ çîí ê âîçäåéñòâèþ âíåøíèõ ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ, â ÷àñòíîñòè òÿæåëûõ ìåòàëëîâ. Òàê êàê
ìîëëþñêè äâóõ ïîïóëÿöèé ÿâëÿþòñÿ ãåíåòè÷åñêè áëèçêèìè, ðàçíûé óðîâåíü àêòèâíîñòè ïðîëèôåðàòèâ-
íûõ ïðîöåññîâ â ãåìîöèòàõ ìîëëþñêîâ èç ðàçíûõ ýêîëîãè÷åñêèõ çîí, âûÿâëåííûé íàìè ñ ïîìîùüþ ìå-
òîäà ÄÍÊ-êîìåò, ìîæåò âûñòóïàòü èíäèêàòîðîì èíòåíñèâíîñòè ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé è êà÷åñòâà
îêðóæàþùåé ñðåäû.
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Îäíîé èç ñîñòàâëÿþùèõ êà÷åñòâà æèçíè îðãàíèçìà
ÿâëÿåòñÿ ýêîëîãè÷åñêîå ñîñòîÿíèå îêðóæàþùåé åãî ñðå-
äû. Àíòðîïîãåííîå âîçäåéñòâèå, ñîïðîâîæäàþùååñÿ âû-
áðîñîì è íàêîïëåíèåì ãåíîòîêñè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ, âåäåò
ê âîçðàñòàþùåìó çàãðÿçíåíèþ îêðóæàþùåé ñðåäû. Äëÿ
îöåíêè ïîâðåæäàþùåãî âîçäåéñòâèÿ òàêîãî ðîäà ñîåäè-
íåíèé íà ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ ãåíîìîâ îðãàíèçìîâ
èñïîëüçóþòñÿ ìåòîäû, óñëîâíî ðàçäåëÿåìûå íà äâå ãðóï-
ïû. Ê ïåðâîé ãðóïïå îòíîñÿòñÿ ìåòîäû, îñíîâàííûå íà
ðåãèñòðàöèè öèòîãåíåòè÷åñêèõ ýôôåêòîâ (õðîìîñîìíûõ
àáåððàöèé, îáðàçîâàíèÿ ìèêðîÿäåð), êî âòîðîé — ìåòî-
äû, îñíîâàííûå íà ðåãèñòðàöèè ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé
ìîëåêóë (íàëè÷èå ïîâðåæäåíèé â ìîëåêóëàõ ÄÍÊ, èõ êà-
÷åñòâåííûé è êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç) (Ñèðîòà, Êóçíåöî-
âà, 2010).

Â 1978 ã. áûë îïóáëèêîâàí ìåòîä èçìåðåíèÿ ïîâðåæ-
äåíèé ÄÍÊ â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ, îñíîâàííûé íà ìèãðà-
öèè ÄÍÊ â ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå (Rydberg, Johanson, 1978)
è óñîâåðøåíñòâîâàííûé ïîçäíåå (Ostling, Johanson,
1984). Ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò ÿâëÿåòñÿ âûñîêî÷óâñòâèòåëü-
íûì, ïîçâîëÿåò îöåíèòü êîëè÷åñòâî è ñòåïåíü ãåíåòè÷å-
ñêèõ ïîâðåæäåíèé êëåòîê íà èíäèâèäóàëüíîì óðîâíå è
èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíîãî ìåòîäà äëÿ îöåíêè
óðîâíÿ ïîâðåæäåíèé (ðåïàðàöèè) ÄÍÊ ïðè ãåíîòîêñè÷å-
ñêîì òåñòèðîâàíèè è áèîìîíèòîðèíãå ïðèðîäíûõ ïîïó-
ëÿöèé (Rojas et al., 1999; Collins, 2004).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóþò äâà âàðèàíòà ìåòîäà
ÄÍÊ-êîìåò — íåéòðàëüíûé è ùåëî÷íîé, à òàêæå åãî ìî-
äèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåðìåíòîâ ðåïàðàöèè
ÄÍÊ. Íåéòðàëüíàÿ âåðñèÿ ìåòîäà (Olive et al., 1991) îðè-
åíòèðîâàíà â îñíîâíîì íà àíàëèç äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ, ÷àñòîòà êîòîðûõ â 20—40 ðàç ìåíüøå, ÷åì îäíîíè-

òåâûõ ðàçðûâîâ. Ùåëî÷íîé âàðèàíò ìåòîäà (Singh et al.,
1988) ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü áîëåå øèðîêèé ñïåêòð ïîâðåæ-
äåíèé ÄÍÊ. Â ýòîì ñëó÷àå â ðåçóëüòàòå ââåäåíèÿ ýòàïà
ùåëî÷íîé äåíàòóðàöèè è ýëåêòðîôîðåçà ïðè ðÍ > 13 âîç-
ìîæíî âûÿâëåíèå âñåõ âèäîâ ïîâðåæäåíèé, ïðèâîäÿùèõ
ê ðàçðûâàì öåïåé ÄÍÊ è èõ ðàñõîæäåíèþ: ïîìèìî äâóõ-
íèòåâûõ ðàçðûâîâ îáíàðóæèâàþòñÿ îäíîíèòåâûå ðàçðû-
âû è ùåëî÷åëàáèëüíûå ñàéòû, ðåàëèçîâàííûå â ðàçðûâû.
Ìîäèôèêàöèÿ ìåòîäà ñî ùåëî÷íîé îáðàáîòêîé è ïðîâå-
äåíèåì ýëåêòðîôîðåçà ïðè pH < 12.6 ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü
âêëàä òîëüêî îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ, òàê êàê ïðè òàêèõ
çíà÷åíèÿõ pH íå ïðîèñõîäèò ðàçðóøåíèÿ ùåëî÷åëàáèëü-
íûõ ñàéòîâ è ïðåâðàùåíèÿ èõ â ðàçðûâû öåïåé ÄÍÊ.

Ñîâðåìåííûå ìîäèôèêàöèè ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò òàê-
æå ïîçâîëÿþò îáíàðóæèâàòü è êîëè÷åñòâåííî îöåíèâàòü
íàëè÷èå ñøèâîê è ïîâðåæäåííûõ îñíîâàíèé ÄÍÊ; âûÿâ-
ëÿòü êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà è íåêðî-
çà; èçó÷àòü êèíåòèêó âîññòàíîâëåíèÿ ÄÍÊ îò ðàçðûâîâ
(Ñèðîòà, Êóçíåöîâà, 2010).

Îöåíêó ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ ïðè âèçóàëüíîì àíàëè-
çå ïðîâîäÿò ïóòåì ðàíæèðîâàíèÿ «êîìåò» ïî êëàññàì
ìèãðàöèè èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì îáúåêò-ìèêðîìåòðà äëÿ
îïðåäåëåíèÿ äëèíû âñåé êîìåòû èëè òîëüêî åå õâîñòà.
Êîìåòû ðàíæèðóþò íà 5 óñëîâíûõ òèïîâ ñ ñîîòâåòñòâóþ-
ùèì äëÿ êàæäîãî òèïà ÷èñëîâûì çíà÷åíèåì îò 0 äî 4 (Ja-
loszynski et al., 1997). Â ðàáîòàõ ðîññèéñêèõ èññëåäîâàòå-
ëåé ôîðìóëà äëÿ ðàñ÷åòà ñðåäíåãî èíäåêñà êîìåò èñïîëü-
çóåòñÿ â èçìåíåííîì âèäå (Myazin et al., 2002). Îáå
ôîðìóëû äàþò èäåíòè÷íûå ðåçóëüòàòû.

Â ðåçóëüòàòå ïðîãðàììíîãî àíàëèçà èçîáðàæåíèé
ÄÍÊ-êîìåò ïîëó÷àþò ðàçëè÷íûå ïàðàìåòðû. Íàèáîëåå
çíà÷èìûå èç íèõ: äëèíà ÄÍÊ-êîìåòû; äîëÿ ÄÍÊ, íàõîäÿ-
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ùàÿñÿ â ãîëîâå êîìåòû; äîëÿ ÄÍÊ â õâîñòå êîìåòû; ìî-
ìåíò õâîñòà (ïðîèçâåäåíèå äëèíû ÄÍÊ-êîìåòû íà äîëþ
ÄÍÊ â õâîñòå êîìåòû; ïî: Helma, Uhl, 2000); ìîìåíò õâî-
ñòà (ïðîèçâåäåíèå ðàññòîÿíèÿ ìåæäó öåíòðîì ãîëîâû êî-
ìåòû è öåíòðîì òÿæåñòè õâîñòà êîìåòû íà äîëþ ÄÍÊ â
õâîñòå êîìåòû; ïî: Olive et al., 1990). Ýëåêòðîôîðåç îäè-
íî÷íûõ êëåòîê (èëè ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò) ÿâëÿåòñÿ ïðîñòûì
è ÷óâñòâèòåëüíûì ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêî-
ïèè, ïîçâîëÿþùèì îáíàðóæèâàòü ïåðâè÷íûå ïîâðåæäå-
íèÿ ÄÍÊ íà óðîâíå îòäåëüíûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê
ïðàêòè÷åñêè ëþáîé òêàíè îðãàíèçìà. Âîçìîæíîñòü êîëè-
÷åñòâåííî èçìåðèòü ðàçíîðîäíîñòü ÄÍÊ-ïîâðåæäåíèé
ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ïðåèìóùåñòâîì ýòîãî ìåòîäà. Áûñòðîòà
èñïîëíåíèÿ, äîñòóïíîñòü è ñðàâíèòåëüíàÿ äåøåâèçíà ðå-
àêòèâîâ, ìàëîå êîëè÷åñòâî áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà äëÿ
àíàëèçà (ïîëó÷åííîãî çà÷àñòóþ íåèíâàçèâíûì ïóòåì) äå-
ëàþò ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò âîñòðåáîâàííûì â ýêîëîãè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèÿõ (Ñèðîòà, Êóçíåöîâà, 2010).

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — àíàëèç ìåæïîïó-
ëÿöèîííûõ ðàçëè÷èé ïàðàìåòðîâ ÄÍÊ-êîìåò ãåìîöèòîâ
îñîáåé Lymnaea stagnalis èç ðåãèîíîâ ñ ðàçíîé ýêîëîãè÷å-
ñêîé íàãðóçêîé. Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïëàíèðî-
âàëîñü îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà
ýëåêòðîôîðåçà îäèíî÷íûõ êëåòîê â êà÷åñòâå áèîèíäèêà-
òîðíîãî òåñòà, ò. å. òåñòà, ïîçâîëÿþùåãî îöåíèâàòü áèî-
ëîãè÷åñêè çíà÷èìóþ íàãðóçêó íà îêðóæàþùóþ ñðåäó íà
îñíîâå ðåàêöèè áèîòû (à íå íà îñíîâå èçìåðåíèé êîíöåí-
òðàöèè âðåäíûõ âåùåñòâ è ò. ä.), ÷òî ÿâëÿåòñÿ áîëåå àäåê-
âàòíîé îöåíêîé. Äîïîëíèòåëüíî àíàëèçèðîâàëè ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ èç ðåãèîíîâ ñ ðàçíîé
ýêîëîãè÷åñêîé íàãðóçêîé ê ïîâðåæäàþùåìó âîçäåéñòâèþ
òÿæåëîãî ìåòàëëà ñòðîíöèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèé ñëóæèëè ïðåñíîâîäíûå ëå-
ãî÷íûå ìîëëþñêè Lymnaea stagnalis — ïîòîìêè æèâîò-
íûõ èç äâóõ ïðèðîäíûõ ïîïóëÿöèé: îç. Ïåðñòîê è çàòîêè
ð. Ïðèïÿòü Ãîìåëüñêîé îáë. Áåëîðóññèè (ðèñ. 1). L. stag-
nalis (áîëüøîé ïðóäîâèê) îáèòàåò â ñòîÿ÷èõ èëè ìåäëåí-
íî òåêóùèõ âîäîåìàõ è ïîâñåìåñòíî ðàñïðîñòðàíåí íà
òåððèòîðèè Áåëîðóññèè, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü øèðî-
êèå ìîíèòîðèíãîâûå èññëåäîâàíèÿ ïîïóëÿöèé ýòèõ ìîë-
ëþñêîâ. Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü âîçìîæíîñòü ñáîðà ãå-
ìîëèìôû îñîáåé íåèíâàçèâíûì ìåòîäîì (íå ïðè÷èíÿÿ
âðåäà æèâîòíîìó), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ýòè÷åñêèì íîðìàì
ìèðîâîé ïðàêòèêè ðàáîòû ñ æèâîòíûìè.

Ïîïóëÿöèè ìîëëþñêîâ îáèòàþò â ðåãèîíàõ ñ ðàçëè÷-
íîé ýêîëîãè÷åñêîé íàãðóçêîé. Òàê, çàòîêà â íèçîâüÿõ
ð. Ïðèïÿòü íàõîäèòñÿ â Îðåâè÷ñêîì ëåñíè÷åñòâå Ïîëåñ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ðàäèàöèîííî-ýêîëîãè÷åñêîãî çà-
ïîâåäíèêà (ÏÃÐÝÇ) â çîíå çàãðÿçíåíèÿ ×åðíîáûëüñêîé
ÀÝÑ (×ÀÝÑ). Îíà ðàñïîëîæåíà íà ñåâåðíîì áåðåãó ðåêè
ìåæäó íåæèëûìè (âûñåëåííûìè) äåðåâíÿìè Êðàñíîñåëüå
è Äîâëÿäû (ðàññòîÿíèå îò ×ÀÝÑ ïî ïðÿìîé îêîëî 20 êì)
(ðèñ. 1). Îç. Ïåðñòîê íàõîäèòñÿ â Ðàäèíñêîì ëåñíè÷åñòâå
ÏÃÐÝÇ âáëèçè íåæèëîé äåðåâíè Ìàñàíû (ðàññòîÿíèå äî
×ÀÝÑ ïî ïðÿìîé îêîëî 14 êì). Îçåðî ÿâëÿåòñÿ íåïðîòî÷-
íûì. Ðàññòîÿíèå ìåæäó äâóìÿ òî÷êàìè ñáîðà ìîëëþñêîâ
ñîñòàâëÿåò 10.3 êì (ðèñ. 1).

Ìîäèôèöèðîâàííûé ìåòîä ýëåêòðîôîðåçà åäèíè÷-
íûõ êëåòîê â íåéòðàëüíûõ óñëîâèÿõ (Olive et al., 1991;
Ëèçóíîâà, 2009) áûë èñïîëüçîâàí äëÿ îöåíêè ðàçëè÷èé
ñîñòîÿíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, à òàêæå ÷óâñòâèòåëü-

íîñòè ÄÍÊ ê âíåøíèì ïîâðåæäàþùèì àãåíòàì íà îñíîâå
àíàëèçà ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ èç ðàçëè÷íûõ ýêîëîãè÷å-
ñêèõ çîí.

Ýêñïåðèìåíòû ïî îöåíêå ñòåïåíè âëèÿíèÿ íà ìîëëþ-
ñêîâ îäíîãî èç àãðåññèâíûõ ôàêòîðîâ âíåøíåé ñðåäû (òÿ-
æåëîãî ìåòàëëà ñòðîíöèÿ) ïðîâîäèëè â ëàáîðàòîðíûõ
óñëîâèÿõ. Èñïîëüçîâàëè ìîëëþñêîâ ïåðâîãî ïîêîëåíèÿ,
ïîëó÷åííûõ â ëàáîðàòîðèè èç êëàäîê ìîëëþñêîâ ïîïó-
ëÿöèé ð. Ïðèïÿòü è îç. Ïåðñòîê. Íà ïåðâîì ýòàïå ýêñïå-
ðèìåíòà êëàäêè ìîëëþñêîâ âûäåðæèâàëè â îòñòîÿííîé
âîäîïðîâîäíîé âîäå äëÿ âûÿñíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè
ÿèö. Æèçíåñïîñîáíîñòü îöåíèâàëè âèçóàëüíî, ïðîñìàò-
ðèâàÿ ìàòåðèàë ïîä áèíîêóëÿðíîé ëóïîé (ÌÁÑ-9, ÑÑÑÐ).
Æèçíåñïîñîáíûå ÿéöåâûå êàïñóëû èç êëàäîê æèâîòíûõ
äâóõ ïîïóëÿöèé âûäàâëèâàëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî, çà-
òåì ïîìåùàëè â ïðîáèðêè. ßéöåâûå êàïñóëû êàæäîé
êëàäêè ðàçäåëÿëè íà 3 ãðóïïû. Ãðóïïó 1 (êîíòðîëü)
ñîäåðæàëè â îòñòîÿííîé âîäîïðîâîäíîé âîäå, ãðóïïû 2
è 3 — â òàêîé æå âîäå, íî ñîäåðæàùåé ñòðîíöèé
(SrCl2�6H2O) â êîíöåíòðàöèè, ñîîòâåòñòâóþùåé 0.5-
(ãðóïïà 2) è 1-êðàòíîìó (ãðóïïà 3) çíà÷åíèÿì ïðåäåëüíî
äîïóñòèìîé êîíöåíòðàöèè (ÏÄÊ). Ïîñêîëüêó ÏÄÊ äëÿ
àòîìàðíîãî ñòðîíöèÿ ñîñòàâëÿåò 7 ìã/ë (ñì.: Äîêóìåíò
Áåëîðóññèè, 2004), êîíöåíòðàöèè èñïîëüçîâàííîé ñîëè
ñòðîíöèÿ ñîñòàâëÿëè 10.62 è 21.24 ìã/ë äëÿ ãðóïï 2 è 3
ñîîòâåòñòâåííî.

Â ôàçå çàâåðøåíèÿ ýêñïåðèìåíòà ó âçðîñëûõ ìîëëþ-
ñêîâ êàæäîé ãðóïïû (êîíå÷íûå ãðóïïû ïî Sr ñîñòîÿëè èç
3—6 æèâîòíûõ (âñåãî 6 ãðóïï: 3 ãðóïïû Ïðèïÿòü è
3 ãðóïïû Ïåðñòîê)) îòáèðàëè ãåìîëèìôó. Åå ïîëó÷àëè,
ðàçäðàæàÿ êèñòî÷êîé èëè èãëîé íîãó æèâîòíîãî. Ðàçäðà-
æåíèå âûçûâàåò ðåôëåêòîðíóþ çàùèòíóþ ðåàêöèþ âòÿ-
ãèâàíèÿ íîãè è ãîëîâû ìîëëþñêà â ðàêîâèíó (whole-body
withdrawal response). Âòÿãèâàíèå òåëà ìîëëþñêà â ðàêîâè-
íó ñîïðîâîæäàåòñÿ èçãíàíèåì íàðóæó ãåìîëèìôû ÷åðåç
ãåìàëüíóþ ïîðó (Sakharov, Rozsa, 1989).

Ï ð å ï à ð à ò û Ä Í Ê - ê î ì å ò ãîòîâèëè ïî ñòàíäàðò-
íîé ìåòîäèêå (Àôîíèí è äð., 2006). Èçãîíÿåìóþ íàðóæó
ïðè âòÿãèâàíèè òåëà ìîëëþñêà â ðàêîâèíó ãåìîëèìôó ñî-
áèðàëè â ïðîáèðêè. Ñóñïåíçèþ êëåòîê (20 ìêë) ãåìîëèì-
ôû â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (137 ìÌ NaCl, 2.7 ìÌ
KCl, 10 ìÌ Na2HPO4 è 2 ìÌ K2HPO4, ðÍ = 7.4) ñìåøèâà-
ëè ñî 100 ìêë 0.5%-íîãî ðàñòâîðà ëåãêîïëàâêîé àãàðîçû
(òèï IV) íà ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (pH = 7.4) ïðè
37 °Ñ. Ñìåñü íàíîñèëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà, ïðåäâàðè-
òåëüíî ïîêðûòûå ñëîåì 1%-íîé àãàðîçû (ñî ñòàíäàðòíîé
òåìïåðàòóðîé ïëàâëåíèÿ), íàêðûâàëè ïîêðîâíûìè ñòåê-
ëàìè è âûäåðæèâàëè 10 ìèí ïðè 4 °Ñ äî îáðàçîâàíèÿ
ïëîòíîãî ãåëÿ. Ïîñëå çàòâåðäåâàíèÿ àãàðîçíîãî ãåëÿ ïî-
êðîâíûå ñòåêëà óäàëÿëè, à ïðåäìåòíûå ñòåêëà ñ ãåëåì ïî-
ìåùàëè â ëèçèðóþùèé áóôåð. Ëèçèñ èììîáèëèçîâàííûõ
â àãàðîçå êëåòîê ïðîâîäèëè â îõëàæäåííîì (4 °Ñ) ëèçèðó-
þùåì áóôåðå (2.5 M NaCl, 100 ìM EDTA, 20 ìM
Tris-HCl, pH 10.0, 1 % íàòðèåâîé ñîëè N-ëàóðîèëñàðêîçè-
íà, 1 % Triton X-100 è 10 % ÄÌÑÎ) â òå÷åíèå 2 ÷. Ïîñëå
ëèçèñà êëåòîê ïðåäìåòíûå ñòåêëà ïåðåíîñèëè â îõëàæ-
äåííûé (4 °Ñ) ÒÂÅ-áóôåð (ðÍ = 8.0) è âûäåðæèâàëè
20 ìèí. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â ÒÂÅ-áóôåðå ïðè íà-
ïðÿæåíèè 1.5 Â/ñì è òåìïåðàòóðå 4 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí.
Äëÿ îêðàñêè ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü àêðèäèíîâûé
îðàíæåâûé (2 ìêã/ìë â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå,
ðÍ 7.4). Èçîáðàæåíèÿ ÄÍÊ-êîìåò ïîëó÷àëè, èñïîëüçóÿ
ëþìèíåñöåíòíûé ìèêðîñêîï ÌÈÊÌÅÄ-2 âàðèàíò 11
(ËÎÌÎ, Ðîññèÿ) è âèäåîñèñòåìó íà îñíîâå öèôðîâîé êà-
ìåðû Nikon Coolpix 4500.
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È ç î á ð à æ å í è ÿ Ä Í Ê - ê î ì å ò ãåìîöèòîâ îò êàæ-
äîãî ìîëëþñêà àíàëèçèðîâàëè, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó
ImageJ 1.44 (Helma, Uhl, 2000). Äëÿ ýòîãî èçîáðàæåíèÿ
îáðàáàòûâàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì (ðèñ. 2): âûðåçàëè ÷à-
ñòè, ïðèãîäíûå äëÿ àíàëèçà (1); óäàëÿëè ôîíîâóþ ôëóî-
ðåñöåíöèþ (2); ïåðåâîäèëè â 8-áèòíîå èçîáðàæåíèå â ãðà-
äàöèÿõ ñåðîãî öâåòà (3); óñòàíàâëèâàëè âåðõíèå è íèæíèå
ïîðîãè, ðàçäåëÿþùèå èçîáðàæåíèå íà èíòåðåñóþùèå äå-
òàëè è ôîí (4); èçîáðàæåíèÿ ðàçâîðà÷èâàëè òàêèì îáðà-
çîì, ÷òîáû ÄÍÊ-êîìåòà áûëà âûòÿíóòà ñëåâà íàïðàâî, çà-

òåì ïðîèçâîäèëè íåîáõîäèìûå èçìåðåíèÿ âûáðàííûõ äå-
òàëåé. Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ èñïîëüçîâà-
ëè ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû ÄÍÊ-êîìåò: ï ë î ù à ä ü ê î ì å -
ò û (AC) — êîëè÷åñòâî ïèêñåëåé, ëåæàùèõ âíóòðè âûäå-
ëåííîé çîíû êîìåòû; ñ î ä å ð æ à í è å Ä Í Ê â êîìåòå
(DNAC) — ñóììà çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòè (ÿðêîñòè) ïèê-
ñåëåé êîìåòû; ñ î ä å ð æ à í è å Ä Í Ê â ã î ë î â å ê î ì å -
ò û (DNAH) — ñóììà çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëåé,
ëåæàùèõ âíóòðè âûäåëåííîé çîíû ãîëîâû êîìåòû (îá-
ëàñòü èíòåíñèâíîñòè â 100—80 % îò ìàêñèìóìà); ä î ë ÿ
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Ðèñ. 1. Êàðòà ðàéîíà èññëåäîâàíèé è ìåñò ñáîðà ìîëëþñêîâ Lymnaea stagnalis — çàòîêà ð. Ïðèïÿòü (À) è îç. Ïåðñòîê (Á).

Ðàññòîÿíèå ìåæäó ïóíêòàìè À è Á 10.3 êì.

Ðèñ. 2. Èçîáðàæåíèå ÄÍÊ-êîìåòû ãåìîöèòà ìîëëþñêà Lymnaea stagnalis.

1 — RGB-èçîáðàæåíèå ÄÍÊ-êîìåòû ãåìîöèòà, ïîëó÷åííîå ñ ïîìîùüþ âèäåîñèñòåìû íà îñíîâå öèôðîâîé êàìåðû Nikon Coolpix 4500, îá. 60�; 2 —
óäàëåíèå ôîíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïîñðåäñòâîì îáðàáîòêè RGB-èçîáðàæåíèÿ â ïðîãðàììå ImageJ 1.44; 3 — ïåðåâîä RGB-èçîáðàæåíèÿ â 8-áèòíîå
èçîáðàæåíèå â ãðàäàöèÿõ ñåðîãî öâåòà â ïðîãðàììå ImageJ 1.44; 4 — ðàçäåëåíèå èçîáðàæåíèÿ ÄÍÊ-êîìåòû íà èíòåðåñóþùèå äåòàëè (ÿäðî è õâîñò) è

ôîí ïîñðåäñòâîì ñïåöèàëüíîãî èíñòðóìåíòà â ïðîãðàììå ImageJ 1.44.



Ä Í Ê â õ â î ñ ò å ê î ì å ò û (%, DNAT), êîòîðóþ ðàññ÷è-
òûâàëè ïî ôîðìóëå

% DNA
DNA DNA

DNAT

C H

C

= ⋅100
–

;

ä ë è í à õ â î ñ ò à ê î ì å ò û (lT) — ëèíåéíîå ðàññòîÿíèå
â ïèêñåëÿõ ìåæäó êðàéíåé ïðàâîé òî÷êîé ãîëîâû êîìå-
òû è êîíå÷íîé òî÷êîé ÄÍÊ-ìèãðàöèè; ä è à ì å ò ð ã î ë î -
â û ê î ì å ò û (lH) — ëèíåéíîå ðàññòîÿíèå â ïèêñåëÿõ
ìåæäó êðàéíåé ïðàâîé è êðàéíåé ëåâîé òî÷êàìè ãîëîâû
êîìåòû; î ò í î ø å í è å ä ë è í û õ â î ñ ò à ê ä è à ì å ò ð ó
ã î ë î â û (lT/lH); ð à ç í è ö à ö å í ò ð î è ä î â (ñðåäíèå çíà-
÷åíèÿ êîîðäèíàòû õ ïèêñåëåé âûäåëåííîé çîíû) ãîëîâû
êîìåòû è êîìåòû â öåëîì; ì î ì å í ò õ â î ñ ò à (MT), ðàñ-
ñ÷èòàííûé ïî ôîðìóëå ÌÒ = % DNAT�lT.

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè ïîëó÷åííûõ äàííûõ
èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó Statistica 6 (StatSoft, Inc. ÑØÀ).
Â òàáëèöàõ äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå
îøèáêè.

Ðåçóëüòàòû

Âî âðåìÿ ñáîðà æèâîòíûõ g-àêòèâíîñòü ìîëëþñêîâ èç
ð. Ïðèïÿòü ñîñòàâèëà 12.7, à èç îç. Ïåðñòîê — 585 Áê/êã.
Â öåëîì êîíöåíòðàöèÿ îáîèõ ðàäèîíóêëèäîâ (137Cs è 90Sr)

ó L. stagnalis èç îç. Ïåðñòîê áûëà çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì
ó ìîëëþñêîâ èç çàòîêè ð. Ïðèïÿòü (Golubev et al., 2005;
Ãîëóáåâ è äð., 2007). Èññëåäîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ ÄÍÊ-êî-
ìåò ïîêàçàëè, ÷òî ãåìîöèòû ìîëëþñêîâ ñîäåðæàëè êàê
íîðìàëüíûå êëåòêè (ñ íåïîâðåæäåííîé ÄÍÊ), òàê è êëåò-
êè ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ (ðèñ. 3).

Èñïîëüçóÿ t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà äëÿ íåçàâèñèìûõ
âûáîðîê, âûÿâèëè ñòàòèñòè÷åñêè âûñîêîçíà÷èìûå ìåæ-
ïîïóëÿöèîííûå ðàçëè÷èÿ ïî âñåì èññëåäóåìûì ïàðà-
ìåòðàì ÄÍÊ-êîìåò (òàáë. 1, 2). Ìåæïîïóëÿöèîííûå
ðàçëè÷èÿ îáíàðóæåíû äëÿ ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ èç êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïû (P < 0.00001) è ãðóïï ìîëëþñêîâ, ñîäåð-
æàâøèõñÿ ïðè 0.5- (P < 0.04) è 1-êðàòíîì (P < 0.00001)
çíà÷åíèÿõ ÏÄÊ. Ïàðàìåòðû ÄÍÊ-êîìåò ãåìîöèòîâ îñî-
áåé îäíîãî âèäà, íî èç ðàçíûõ ïîïóëÿöèîííûõ ãðóïï ðàç-
ëè÷àëèñü áîëåå ÷åì â 2 ðàçà (òàáë. 1, 2).

Ïðîãðàììíûé àíàëèç èçîáðàæåíèé ïîêàçàë, ÷òî ïëî-
ùàäü ÄÍÊ-êîìåò ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ èç ïîïóëÿöèè îç.
Ïåðñòîê, à òàêæå äðóãèå ïàðàìåòðû (ñóììàðíàÿ èíòåí-
ñèâíîñòü ïèêñåëåé ÄÍÊ-êîìåò, ìîìåíò õâîñòà, îòíîøå-
íèå äëèíû õâîñòà ê äèàìåòðó ãîëîâû êîìåòû äëèíà õâîñ-
òà ÄÍÊ-êîìåòû) èìåþò çíà÷åíèÿ â 2 ðàçà âûøå, ÷åì àíà-
ëîãè÷íûå ïàðàìåòðû ãåìîöèòîâ îñîáåé èç ïîïóëÿöèè
çàòîêè ð. Ïðèïÿòü. Çíà÷èò ëè ýòî, ÷òî ãåìîöèòû ìîëëþ-
ñêîâ èç îç. Ïåðñòîê, õàðàêòåðèçóþùåãîñÿ âûñîêîé ðàäèà-
öèîííîé íàãðóçêîé, èìåþò â äâà ðàçà áîëüøå ïîâðåæäå-
íèé ÄÍÊ? Á *îëüøàÿ äëèíà õâîñòà ÄÍÊ-êîìåò ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î íàëè÷èè áîëüøåãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ ðàçðûâîâ,
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Ðèñ. 3. Òðåõìåðíûé ãðàôèê ïîâåðõíîñòè ÄÍÊ-êîìåòû ãåìîöèòà ñ íåïîâðåæäåííîé (1) è ïîâðåæäåííîé (2, 3) ÄÍÊ.

1 — ÄÍÊ ñîñðåäîòî÷åíà â «ÿäðå» êîìåòû; 2, 3 — ðàçíûå ðàêóðñû, ïîâðåæäåííàÿ ÄÍÊ ìèãðèðóåò â ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå, îáðàçóÿ «õâîñò» ÄÍÊ-êîìåòû.
Ïîñòðîåíî íà îñíîâå èçîáðàæåíèÿ êîìåòû ãåìîöèòà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.44.

Ò à á ë è ö à 1

Ïàðàìåòðû ÄÍÊ-êîìåò ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ Lymnaea stagnalis ïîïóëÿöèîííîé ãðóïïû ð. Ïðèïÿòü

Çíà÷åíèå
ÏÄÊ äëÿ Sr

×èñëî
ÄÍÊ-
êîìåò

Ìîìåíò
õâîñòà (MT)

lT/lH

Äîëÿ ÄÍÊ
â õâîñòå
êîìåòû

(% DNAT)

Äëèíà õâîñòà
(lT)

Ðàçíèöà ìåæäó
öåíòðîèäàìè
ãîëîâû è âñåé

êîìåòû

Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ
â êîìåòå (DNAC)

Ïëîùàäü êîìåòû
(AC)

0 127 24.44 � 2.01 2.25 � 0.10 63.55 � 0.74 135 � 8 37.17 � 2.60 297 765 � 13 823 12 292 � 463

0.5 76 14.97 � 1.93 1.45 � 0.10 53.94 � 1.18 101 � 8 24.94 � 2.65 251 402 � 18 857 10 316 � 692

1 81 12.08 � 0.97 1.32 � 0.07 51.89 � 0.94 85 � 5 21.97 � 1.49 186 937 � 9446 7833 � 342

r2

(P < 0.05)
–0.96 –0.92 –0.94 –0.98 –0.94 –1.00 –1.00

ÏÄÊ (0)

ÏÄÊ (1)

2.02 1.70 1.22 1.59 1.69 1.59 1.57

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Æèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðîâ, ìåæäó êîòîðûìè íåò ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé (P > 0.1).



îäíàêî óâåëè÷åíèå ïëîùàäè êîìåò è èõ ñóììàðíîé èí-
òåíñèâíîñòè ïèêñåëåé ãîâîðèò î òîì, ÷òî êëåòêè èìåþò
áîëüøèé ðàçìåð è â íèõ ñîäåðæèòñÿ áîëüøå ÄÍÊ.

Ïî íåêîòîðûì äàííûì èç ëèòåðàòóðû, â êëåòêàõ ìîë-
ëþñêîâ ìîãóò íàáëþäàòüñÿ ïðîöåññû ïîëèïëîèäèè è ïî-
ëèòåíèè (Àíèñèìîâ, 1998). Ñìûñë ýòîãî öèòîëîãè÷åñêîãî
ôåíîìåíà äî êîíöà íå ÿñåí, íî ñóùåñòâóåò ïðåäïîëîæå-
íèå î òîì, ÷òî îí íîñèò àäàïòèâíûé õàðàêòåð (Àíèñèìîâ,
1986), ïîëèïëîèäèÿ (ïîëèòåíèÿ) ìîæåò âûñòóïàòü óíè-
âåðñàëüíûì ìåõàíèçìîì èíòåíñèôèêàöèè êëåòî÷íûõ
ôóíêöèé (Àíèñèìîâ, 1998). Íàäåæíîñòü ñëèòíîé ñòðóê-
òóðû äëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê äîëæíà îçíà÷àòü áîëåå
âûñîêóþ óñòîé÷èâîñòü ê ïîâðåæäàþùèì ôàêòîðàì. Èç-
áûòî÷íîñòü ãåíîìíûõ êîïèé äîëæíà êîìïåíñèðîâàòü íà-
ëè÷èå õðîìîñîìíûõ è òî÷å÷íûõ ìóòàöèé, ïîääåðæèâàÿ
ðàáîòîñïîñîáíîñòü êëåòîê â ãåíîòîêñè÷åñêîé ñðåäå è
îáåñïå÷èâàÿ çàùèòó ãåíîìà îò ãåíîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ
(Àíèñèìîâ, 1999).

Ó íèçøèõ áåñïîçâîíî÷íûõ ïîëèïëîèäèÿ ÷àñòî ñîïðî-
âîæäàåò ýêñòðàîðäèíàðíûå ãèñòîãåíåçû ó âèäîâ, îñâàè-
âàþùèõ íåîáû÷íûå ñðåäû îáèòàíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, â
îáùåì âèäå ñîìàòè÷åñêóþ ïîëèïëîèäèþ ìîæíî ðàññìàò-
ðèâàòü êàê àäàïòèâíûé ìîðôîãåíåòè÷åñêèé ôàêòîð, êîíê-
ðåòíîå çíà÷åíèå êîòîðîãî ðàçëè÷íî è ïðîÿâëÿåòñÿ â ñîîò-
âåòñòâèè ñ õàðàêòåðîì äèôôåðåíöèàöèè òîé èëè èíîé
òêàíè. Ñîìàòè÷åñêàÿ ïîëèïëîèäèÿ íå ÿâëÿåòñÿ íåïðåìåí-
íî ïðîãðåññèâíûì ñâîéñòâîì òîé èëè èíîé òêàíè. Îíà
ëèøü îáåñïå÷èâàåò ìîðôîôóíêöèîíàëüíûå àäàïòàöèè è
÷àñòî áûâàåò «âûõîäîì èç ïîëîæåíèÿ», äàæå â óùåðá ãè-
ñòîãåíåòè÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè, êîòîðóþ ìîãóò îáåñïå-
÷èòü äèïëîèäíûå êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè (Àíèñèìîâ,
1999). Âîçìîæíîñòü ñîõðàíåíèÿ ïîëèïëîèäèè â êà÷åñòâå
íåéòðàëüíîãî ïðèçíàêà, ñïîñîáíîãî ñòàòü ôóíêöèîíàëüíî
ïîëåçíûì â íîâûõ óñëîâèÿõ, îòìå÷àëàñü è ðàíüøå (Bar-
low, 1978).

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ãåìîöè-
òàõ ìîëëþñêîâ ïîïóëÿöèè îç. Ïåðñòîê àêòèâíåå èäóò ïðî-
öåññû ïðîëèôåðàöèè — ïîëèïëîèäèçàöèè è(èëè) ïîëèò-
åíèèçàöèè. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ôàêòîì, âûÿâëåííûì ïðè
öèòîëîãè÷åñêîì àíàëèçå: ñðåäè ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ èç
ïîïóëÿöèè îç. Ïåðñòîê ÷àùå (â áîëüøåì êîëè÷åñòâå)
âñòðå÷àëèñü êëåòêè, ñîäåðæàùèå 3 è 4 ÿäðà (èëè, âîç-
ìîæíî, åãî ñåãìåíòîâ), è êëåòêè áûëè íåñêîëüêî êðóïíåå
(Êîíåâà è äð., 2006).

Êðîìå òîãî, ïîêàçàíû çíà÷èìûå ñòàòèñòè÷åñêèå ðàç-
ëè÷èÿ (P < 0.05) ïî âñåì ïàðàìåòðàì ÄÍÊ-êîìåò ìåæäó
ãåìîöèòàìè ìîëëþñêîâ èç ïîïóëÿöèè ð. Ïðèïÿòü êîíò-

ðîëüíîé ãðóïïû è ãåìîöèòàìè ìîëëþñêîâ ãðóïï 2 è 3
ýòîé æå ïîïóëÿöèè, ñîäåðæàâøèõñÿ â ïðèñóòñòâèè ñòðîí-
öèÿ â êîíöåíòðàöèè, ñîîòâåòñòâóþùåé çíà÷åíèÿì ÏÄÊ
0.5 è 1.0 ñîîòâåòñòâåííî. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó ÄÍÊ-êîìåòàìè ìîëëþñêîâ ãðóïï 2 è 3 îáíàðó-
æåíû òîëüêî äëÿ ñëåäóþùèõ ïàðàìåòðîâ: ñóììà çíà÷å-
íèé èíòåíñèâíîñòåé ïèêñåëåé ÄÍÊ-êîìåòû (DNAC), äëè-
íà õâîñòà ÄÍÊ-êîìåòû (lT) è ïëîùàäü êîìåòû (AC)
(òàáë. 1). Êîððåëÿöèÿ âñåõ ïàðàìåòðîâ ÄÍÊ-êîìåò ñ äî-
çîé áûëà âûñîêà (ñì. òàáë. 1, êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè
r2). Êîýôôèöèåíò ÏÄÊ (0)/ÏÄÊ (1) (òàáë. 1), îöåíèâàþ-
ùèé êîëè÷åñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÷èñëîâûìè çíà÷å-
íèÿìè ïàðàìåòðîâ ÄÍÊ-êîìåò â êîíòðîëå è ïðè 1-êðàò-
íîì çíà÷åíèè ÏÄÊ Sr, èìåë âûñîêèå çíà÷åíèÿ äëÿ âñåõ
ïàðàìåòðîâ. Îäíàêî ëó÷øåå ñî÷åòàíèå êîýôôèöèåíòà
êîððåëÿöèè r2 ñ êîýôôèöèåíòîì ÏÄÊ (0.5)/ÏÄÊ(1) áûëî
äëÿ ïîêàçàòåëÿ MT.

Ïîêàçàíû çíà÷èìûå ñòàòèñòè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ
(P < 0.05) âñåõ ïàðàìåòðîâ ìåæäó ÄÍÊ-êîìåòàìè êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïû ìîëëþñêîâ ïîïóëÿöèè îç. Ïåðñòîê è
ÄÍÊ-êîìåòàìè îñîáåé ýòîé æå ïîïóëÿöèè, êîòîðûå ñî-
äåðæàëèñü â ïðèñóòñòâèè Sr â êîíöåíòðàöèè, ñîîòâåòñò-
âóþùåé çíà÷åíèþ ÏÄÊ 1 (òàáë. 2). Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷è-
ìûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÄÍÊ-êîìåòàìè êîíòðîëüíîé ãðóïïû
è ãðóïïû îñîáåé, ñîäåðæàâøèõñÿ â ïðèñóòñòâèè ìåíüøåé
äîçû Sr (0.5 ÏÄÊ), ïîêàçàíû òîëüêî äëÿ ïàðàìåòðîâ
DNAC è AC. Ðàçëè÷èÿ çíà÷åíèé ïàðàìåòðîâ êîìåò ìåæäó
ãðóïïîé 2 (0.5 ÏÄÊ) è 3 (1.0 ÏÄÊ) íå âûÿâëåíû. Íàèáî-
ëüøèé êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè r2 ñ äîçîé îáíàðóæåí äëÿ
ïîêàçàòåëåé MT, lT/lH, %DNAT, ðàçíîñòè öåíòðîèäîâ ãîëî-
âû êîìåòû è âñåé êîìåòû. Ëó÷øåå ñî÷åòàíèå êîýôôèöè-
åíòà êîððåëÿöèè r2 ñ êîýôôèöèåíòîì ÏÄÊ (0)/ÏÄÊ (1)
áûëî äëÿ ïîêàçàòåëÿ MT (òàáë. 2).

Ìåòîäîì àíàëèçà ÄÍÊ-êîìåò âûÿâëåíî, ÷òî ñ óâåëè-
÷åíèåì äîçû âîçäåéñòâèÿ Sr çàìåòíî óìåíüøàþòñÿ ïëî-
ùàäü êîìåò, à òàêæå ñóììàðíàÿ èíòåíñèâíîñòü ïèêñåëåé
êîìåò, ìîìåíò õâîñòà, îòíîøåíèå äëèíû õâîñòà ê äèàìåò-
ðó ãîëîâû êîìåòû è äëèíà õâîñòà êîìåòû. Âîçìîæíî,
ïðèñóòñòâèå Sr ñíèæàåò (áëîêèðóåò) ïðîöåññû ïðîëèôå-
ðàöèè — ïîëèïëîèäèçàöèè è(èëè) ïîëèòåíèçàöèè, ñïðî-
âîöèðîâàííûå (èíèöèèðîâàííûå) óñëîâèÿìè ñðåäû îáè-
òàíèÿ ìîëëþñêîâ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî
ñóùåñòâóþò ìåæïîïóëÿöèîííûå ðàçëè÷èÿ â ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ ê
âîçäåéñòâèþ ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ (â äàííîì ñëó÷àå
òÿæåëîãî ìåòàëëà Sr). Êëåòêè ìîëëþñêîâ ïîïóëÿöèè

Ìåæïîïóëÿöèîííûå ðàçëè÷èÿ ïàðàìåòðîâ ÄÍÊ-êîìåò ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ 479
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Ïàðàìåòðû ÄÍÊ-êîìåò ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ Lymnaea stagnalis ïîïóëÿöèîííîé ãðóïïû îç. Ïåðñòîê

Çíà÷åíèå
ÏÄÊ

äëÿ Sr

×èñëî
ÄÍÊ-
êîìåò

MT lT/lH % DNAT lT

Ðàçíèöà ìåæäó
öåíòðîèäàìè
ãîëîâû è âñåé

êîìåòû

DNAC AC

0 102 66.72 � 3.82à 3.80 � 0.16à 74.86 � 0.93à 269 � 12à 85.21 � 4.39à 644 104 � 28 050à, á 25 506 � 1000à. á

0.5 11 53.05 � 7.78 3.45 � 0.33 73.24 � 1.75 214 � 21 71.52 � 9.70 356 277 � 33 372à 15 721 � 1279 à

1.0 65 50.00 � 5.45à 3.16 � 0.21à 68.04 � 1.28à 227 � 17à 68.06 � 6.42à 466 363 � 41 410á 18 951 � 1440á

r2

(P < 0.05)
–0.94 –1.00 –0.96 –0.73 –0.95 –0.61 –0.66

ÏÄÊ (0)

ÏÄÊ (1)

1.33 1.20 1.10 1.19 1.25 1.38 1.35

à Ð < 0.05. á Ð < 0.05.



ð. Ïðèïÿòü áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê èçìåíåíèþ äîçû ïî-
âðåæäàþùåãî ôàêòîðà, â òî âðåìÿ êàê êëåòêè ìîëëþñêîâ
ïîïóëÿöèè îç. Ïåðñòîê ïðîÿâëÿþò á *îëüøóþ óñòîé÷è-
âîñòü, îïðåäåëåííóþ ïî çíà÷åíèÿì îöåíî÷íûõ ïàðàìåò-
ðîâ. Êîýôôèöèåíò ÏÄÊ (0)/ÏÄÊ (1) â ïîïóëÿöèîííîé
ãðóïïå ð. Ïðèïÿòü ïî îòäåëüíûì ïàðàìåòðàì äîñòèãàåò
çíà÷åíèÿ 2.02 (òàáë. 1). Â ñðåäíåì åãî çíà÷åíèå ïî âñåì
àíàëèçèðóåìûì ïàðàìåòðàì ñîñòàâèëî 1.63 � 0.24. Â ïî-
ïóëÿöèîííîé ãðóïïå îç. Ïåðñòîê ñðåäíåå çíà÷åíèå êîýô-
ôèöèåíòà ÏÄÊ (0)/ÏÄÊ (1) ïî àíàëèçèðóåìûì ïàðàìåò-
ðàì ñîñòàâèëî 1.26 � 0.10 (òàáë. 2). Íåïàðàìåòðè÷åñêèé
êðèòåðèé Êîëìîãîðîâà—Ñìèðíîâà âûÿâèë ñòàòèñòè÷å-
ñêè çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè êî-
ýôôèöèåíòà ÏÄÊ(0)/ÏÄÊ(1) äëÿ ïîïóëÿöèîííûõ ãðóïï
îç. Ïåðñòîê è ð. Ïðèïÿòü ñ óðîâíåì çíà÷èìîñòè P < 0.025.

Îáñóæäåíèå

Õîòÿ ìåòîä ýëåêòðîôîðåçà îäèíî÷íûõ êëåòîê èñïîëü-
çóåòñÿ â îñíîâíîì äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ,
íàì ñ åãî ïîìîùüþ óäàëîñü âûÿâèòü ðàçëè÷èÿ â ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè ãåìîöèòîâ â ïîïóëÿöèÿõ ìîëëþ-
ñêîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ýêîëîãè÷åñêîé íàãðóçêîé íà ñðåäó
îáèòàíèÿ, à òàêæå ìåæïîïóëÿöèîííûå ðàçëè÷èÿ â ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ãåìîöèòîâ ê âîç-
äåéñòâèþ ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ.

Ãåìîöèòû ìîëëþñêîâ ïîïóëÿöèè îç. Ïåðñòîê (ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïîïóëÿöèåé ð. Ïðèïÿòü) õàðàêòåðèçóþòñÿ
áîëåå âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ. Ýòî óêàçûâàåò íà òî,
÷òî â ãåìîöèòàõ ìîëëþñêîâ ïîïóëÿöèè îç. Ïåðñòîê àê-
òèâíåå èäóò ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè — ïîëèïëîèäèçà-
öèè è(èëè) ïîëèòåíèèçàöèè.

Ðàíåå ñ ïîìîùüþ àíàëèçà ïîïóëÿöèîííîé ñòðóêòóðû
íà îñíîâå ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ íàìè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîïóëÿöèè ìîëëþñêîâ îç. Ïåðñòîê è
ð. Ïðèïÿòü ãåíåòè÷åñêè âåñüìà áëèçêè (Êîíåâà, 2012).
Äàííûé ôàêò äàåò îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáíàðó-
æåííàÿ â ðàìêàõ ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîâûøåí-
íàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ
îç. Ïåðñòîê ìîæåò áûòü âûçâàíà ðàäèàöèîííûì ôàêòî-
ðîì â êà÷åñòâå àäàïòàöèè ê âîçäåéñòâèþ è íå ñâÿçàíà ñ
íàñëåäñòâåííîé èçìåí÷èâîñòüþ. Â ñâîþ î÷åðåäü òÿæåëûå
ìåòàëëû, íàïðîòèâ, ïîäàâëÿþò ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè.
Óðîâåíü ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â äàííîì ñëó÷àå
ìîæåò âûñòóïàòü èíäèêàòîðîì èíòåíñèâíîñòè ïîâðåæäà-
þùèõ âîçäåéñòâèé è èíäèêàòîðîì êà÷åñòâà îêðóæàþùåé
ñðåäû.

Îáíàðóæåííûå ìåæïîïóëÿöèîííûå ðàçëè÷èÿ â ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ãåìîöèòîâ ìîë-
ëþñêîâ ê âîçäåéñòâèþ ïîâðåæäàþùåãî ôàêòîðà òàêæå
íåâîçìîæíî îáúÿñíèòü íàñëåäñòâåííîé èçìåí÷èâîñòüþ,
òàê êàê ïîïóëÿöèè ãåíåòè÷åñêè áëèçêè.

Âåðîÿòíåå âñåãî, âûÿâëåííûå ðàçëè÷èÿ âûçâàíû ýïè-
ãåíåòè÷åñêèìè ôàêòîðàìè, êîòîðûå, âîçìîæíî, ïðè á *îëü-
øèõ ýêîëîãè÷åñêèõ íàãðóçêàõ çàïóñêàþò ìåõàíèçìû
àäàïòàöèè, ïðèâîäÿùèå ê ïîâûøåíèþ óñòîé÷èâîñòè îð-
ãàíèçìà æèâîòíûõ ê âîçäåéñòâèþ ýêñòðåìàëüíûõ ôàê-
òîðîâ îêðóæàþùåé ñðåäû, ê óâåëè÷åíèþ àêòèâíîñòè
ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ. Â ëèòåðàòóðå âñòðå÷àþòñÿ
äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ
ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ; àäàïòèâíûé îòâåò, âûðàæåííûé â
óìåíüøåíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê ãåíåòè÷åñêèì
ïîâðåæäåíèÿì, ìîæåò ñîõðàíÿòüñÿ íåêîòîðîå âðåìÿ

(äàæå â íåñêîëüêèõ ïîêîëåíèÿõ æèâûõ îðãàíèçìîâ) (Ëè-
çóíîâà, 2009).

Ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì èíñòðó-
ìåíòîì äëÿ ïðîâåäåíèÿ ìîíèòîðèíãîâûõ èññëåäîâàíèé
íà ìîëëþñêàõ L. stagnalis. Óðîâåíü èçìåíåíèé â ïàðà-
ìåòðàõ ÄÍÊ-êîìåò ãåìîöèòîâ ìîëëþñêîâ êîððåëèðóåò
ñ èíòåíñèâíîñòüþ âîçäåéñòâèÿ ïîâðåæäàþùåãî àãåíòà
(â ÷àñòíîñòè, ðàäèàöèîííîãî ôàêòîðà, ôàêòîðà òÿæåëûõ
ìåòàëëîâ), â ñâÿçè ñ ÷åì ÿâëÿåòñÿ ïîêàçàòåëüíûì áèî-
èíäèêàòîðíûì ïàðàìåòðîì. Äàííûå ñâåäåíèÿ ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè ðàçðàáîòêå òåñòîâ â ýêîëîãè÷å-
ñêîì ìîíèòîðèíãå çàãðÿçíåíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ âîä.
Íà îñíîâå âûøåèçëîæåííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ñäåëàòü
ñëåäóþùåå ïðåäïîëîæåíèå. Åñëè â õîäå îñóùåñòâëå-
íèÿ ýêîëîãè÷åñêîãî ìîíèòîðèíãà ó îñîáåé âèäà-áèîèíäè-
êàòîðà L. stagnalis âûÿâëåíû èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåäûäóùèìè íàá-
ëþäåíèÿìè, à òàêæå ñíèæåíà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
ïîâðåæäàþùèì ôàêòîðàì, íî ïðè ýòîì ãåíåòè÷åñêàÿ
ñòðóêòóðà íàáëþäàåìûõ ïîïóëÿöèé íå èçìåíèëàñü (ðåò-
ðîñïåêòèâíî), òî ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìàíèå íà óñëîâèÿ
ñðåäû îáèòàíèÿ. Âîçìîæíî, â áèîòîïå èìåþò ìåñòî âðåä-
íûå ïðîöåññû.

Êîìïëåêñíûé ïîäõîä (ãåíåòè÷åñêèé ìîíèòîðèíã â
ñî÷åòàíèè ñ áèîèíäèêàöèåé) äàåò âîçìîæíîñòü îïåðàòèâ-
íî âûÿâëÿòü è îáúåêòèâíî îöåíèâàòü èçìåíåíèÿ â îêðó-
æàþùåé ñðåäå íà ïðåäìåò îòðèöàòåëüíûõ ïîñëåäñòâèé
äëÿ ýêîñèñòåìû è áèîðàçíîîáðàçèÿ, à òàêæå ïðèìåíÿòü
àäåêâàòíûå ìåðû è îñóùåñòâëÿòü ýôôåêòèâíîå óïðàâëå-
íèå îêðóæàþùåé ñðåäîé.
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INTERPOPULATION DEFFERENCES IN PARAMETERS OF HEMOCYTE DNA-COMETS OF SNAIL

LYMNAEA STAGNALIS FROM REGIONS WITH THE DIFFERENT ENVIRONMENTAL LOAD

A. Yu. Koneva

Institute of Genetics and Cytology of the NAS of Belarus, Minsk;

e-mail: koneva@tut.by

The research of hemocytes of snail Lymnaea stagnalis from regions with different environmental load has
been carried out by means of DNA-comet assay. Significant interpopulation distinctions in parameters of hemo-
cytes DNA comets, and also significant differences of semitivity of hemocyte genetic matherial in snails form
different ecological zones to the influence of external damaging factors (in particular, heavy metals) have been
revealed by means of the software analysis of hemocyte DNA-comet images. Since the two populations of mol-
lusks are characterized by high genetic identity, the different levels of proliferative processes in hemocytes of
snail Lymnaea stagnalis from different ecological zones (that we revealed using the comet assay) may act as an
indicator of the intensity of damaging effects and environmental quality.

K e y w o r d s: DNA-comet, hemocyte, Lymnaea stagnalis populations, polyploidy, polyteny, adaptation,
bioindication, environmental load.
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