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Изучен уровень цитогенетических повреждений с применением методов учета хромосомных абер-
раций (ХА) и ДНК-комет в лимфоцитах, а также микроядерного теста на буккальных эпителиоци-
тах (МЯ в БЭ) в группе шахтеров (N = 116) и контрольной выборке (N = 169). Установлены значимые
превышения уровня основных показателей тест-систем для группы шахтеров относительно группы
сравнения: уровень хромосомных аберраций составил 4.69 ± 0.28 и 2.13 ± 0.10%, доля ДНК в хвосте
комет – 4.33 ± 0.38 и 2.16 ± 0.24%, уровень микроядер – 1.44 ± 0.21 и 0.23 ± 0.12‰ (р < 0.05). Также
для производственной выборки отмечено значимое увеличение уровня дополнительных показате-
лей: для ХА – частоты одиночных фрагментов, аберраций хроматидного типа, парных фрагментов,
дицентриков без фрагментов, межхромосомных обменов и аберраций хромосомного типа; для
ДНК-комет – момента хвоста кометы и момента хвоста по Оливе; для МЯ в БЭ – частоты двуядер-
ных клеток, клеток с ядерной насечкой, сдвоенным ядром, кариорексисом и апоптозными телами.
Ранжирование полученных результатов по основным цитогенетическим нарушениям позволило
установить, что в группе шахтеров доля лиц, имеющих значение показателя выше фонового, для ХА
составила 68.97%, для ДНК-комет – 52.13%, для МЯ в БЭ – 36.08%. Доля лиц, имеющих значение
цитогенетических повреждений выше фоновых одновременно по трем тест-системам, составила
20% от общей выборки шахтеров. Для оценки мутагенных эффектов воздействия производствен-
ных факторов угледобывающих предприятий представляется целесообразным использование ком-
плекса тест-систем (метод ХА, ДНК-комет и МЯ в БЭ).

Ключевые слова: шахтеры, угольная промышленность, хромосомные аберрации, ДНК-кометы, мик-
роядерный тест, буккальные эпителиоциты.
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Пыль угольных шахт состоит из угольно-по-
родных частиц, способных вызывать альтерацию
дыхательных путей и клеток буккального эпите-
лия. В результате стимуляции фагоцитоза образу-
ются активные формы кислорода, которые как не-
посредственно, так и путем активации перекисно-
го окисления липидов способны индуцировать
повреждения ДНК, пролиферативные и деструк-
тивные изменения клеток [1]. Цито- и генотоксиче-
ские эффекты воздействия угольной пыли проде-
монстрированы с использованием метода ДНК-ко-
мет, а также микроядерного теста при экспозиции
клеточной линии фибробластов легких китайского
хомячка (V79) in vitro [2]. Наряду с угольной пылью
кластогенные эффекты в различных типах клеток
горнорабочих могут быть связаны с воздействием
радиации, полициклических ароматических уг-

леводородов (ПАУ), оксида азота, метана, оксида
углерода, сероводорода, вибрации и др.

В настоящее время для исследования повре-
ждений ДНК при различных типах воздействия
(комбинированного химического, ПАУ, взве-
шенных в воздухе твердых частиц и других типах
загрязнений) в качестве информативных тест-си-
стем используются метод ДНК-комет [3, 4], учет
хромосомных аберраций в лимфоцитах (ХА) [5], а
также микроядерный тест (МЯ) на буккальных
эпителиоцитах и лимфоцитах периферической
крови [6].

Метод ДНК-комет позволяет выявлять пре-
имущественно потенциально репарируемые по-
вреждения ДНК, вызванные оксидантами, алки-
лирующими и интеркалирующими агентами, в то
же время цитогенетические тесты (ХА и МЯ) ха-
рактеризуют кластогенные и/или анеугенные эф-
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фекты в условиях воздействия генотоксикантов в
период интерфазы и митоза [7, 8]. Учитывая слож-
ный характер экспонирования, которому подвер-
жены работники угольных шахт, включающий
угольно-породную пыль, тяжелые металлы и
ПАУ, представляется перспективным наряду с
оценкой потенциально репарируемых поврежде-
ний ДНК учитывать и кластогенные и анеуген-
ные эффекты воздействия производственных фак-
торов угледобывающих предприятий. В литерату-
ре имеется ряд комплексных работ, проведенных с
применением нескольких методов: учета МЯ и
ДНК-комет в лимфоцитах периферической крови
[9]; учета ХА, сестринских хроматидных обменов и
МЯ в лимфоцитах [10], МЯ в буккальных эпите-
лиоцитах и лимфоцитах периферической крови
параллельно с методом ДНК-комет в лимфоци-
тах [8, 11]. Тем не менее большая часть исследова-
ний проводится с использованием одной из вы-
шеперечисленных тест-систем [12–18]. При этом
как при исследовании отдельных типов повре-
ждений ДНК, так и при комплексном подходе
полученные результаты в отношении эффектов
генотоксичности, выявляемых различными ме-
тодами, а также согласованности данных при од-
новременном использовании спектра методов за-
частую являются достаточно противоречивыми.

Учитывая все вышесказанное, целью данного
исследования стала оценка влияния профессио-
нальных факторов на цитогенетический статус
шахтеров с использованием трех тест-систем:
микроядерный тест на буккальных эпителиоци-
тах, метод учета хромосомных аберраций и ДНК-
комет в лимфоцитах периферической крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследования послужили об-
разцы периферической крови и буккальных эпи-
телиоцитов от 116 стажированных шахтеров (стаж
работы под землей от 10 до 42 лет при среднем зна-
чении 22.60 ± 0.65 года) и от 169 лиц мужского пола,
профессиональная деятельность которых не связа-
на с воздействием генотоксических факторов. Воз-

растная характеристика, а также статус курения об-
следованных групп приведены в табл. 1.

В контингент обследованных шахтеров вошли
рабочие основных профессий: проходчики, ма-
шинисты комбайнов и врубовых машин, горно-
рабочие очистных забоев, горные мастера, горно-
монтажники подземные. Обследованные группы
выравнены по возрасту. Все доноры подписали
информированное согласие на участие в обследо-
вании. Сбор анамнестических данных проводили
путем анализа медицинских карт, а также устного
анкетирования. В исследование не включены лица с
хроническими заболеваниями в стадии обострения,
проходившие рентгенодиагностические процедуры
в последние три месяца, перенесшие за прошед-
ший месяц острые респираторные и инфекцион-
ные заболевания.

Метод учета хромосомных аберраций в лимфо-
цитах. Культивирование клеток крови проводили
по единому стандартному протоколу в 48-часовых
культурах лимфоцитов периферической крови [19,
20]. Питательную смесь готовили из расчета: сре-
да RPMI-1640 (4.5 мл), эмбриональная телячья
сыворотка (1 мл) и 0.1 мл фитогемагглютинина
(ПанЭко). Смесь помещали в стерильные культу-
ральные флаконы и добавляли 0.5 мл гепаринизиро-
ванной крови. Культуральные флаконы выдержива-
ли при 37°С в течение 48 ч. За два часа до фиксации
в культуры вводили колхицин (0.5 мкг/мл). После
гипотонической обработки и фиксации клеток
суспензию раскапывали на охлажденные чистые
предметные стекла и высушивали. Препараты
окрашивали 1%-ным красителем Гимза (Merk) и
анализировали при помощи микроскопа Axio
Scope 2 plus (Carl Zeiss). На каждого человека ана-
лизировали по 200 метафаз. Долю аберрантных
метафаз определяли как отношение числа клеток
c аберрациями хромосом к общему числу изучен-
ных клеток. Учитывали аберрации хроматидного
(одиночные фрагменты и межхроматидные обме-
ны) и хромосомного (парные фрагменты, дицен-
трические хромосомы с фрагментами и без, коль-
цевые хромосомы, атипичные моноцентрики)

Таблица 1. Возрастная характеристика и статус курения обследованных групп

Примечание. ХА – метод учета хромосомных аберраций, МЯ в БЭ – микроядерный тест на буккальных эпителиоцитах, мин–
макс – минимальное и максимальное значения.

Группа Метод исследования N

Возраст, лет Курение

мин–макс среднее значение ±
± ошибка среднего да нет

Шахтеры ХА 116 29–67 49.39 ± 0.79 49 67
ДНК-кометы 94 28–67 49.62 ± 0.83 48 46
МЯ в БЭ 97 28–66 51.67 ± 0.75 35 62

Контроль ХА, ДНК-кометы, МЯ в БЭ 169 39–79 50.48 ± 0.54 69 100
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типов. Ахроматические пробелы в число аберра-
ций не включали.

Метод “ДНК-комет” выполняли в щелочной
модификации, разработанной Singh с коллегами
[21]. После лизиса в течение ночи (лизирующий бу-
фер: 2.5 моль/л NaCl (Вектон, Россия), 0.1 моль/л
Nа2 ЭДТА (Вектон), 1% Тriton Х-100 (Amresco,
США), 10% ДМСО (Вектон)), препараты обраба-
тывали 20 мин электродным буфером рН 13 с по-
следующим электрофорезом в течение 30 мин
при напряжении 25 В. Лизис и электрофорез про-
водили при 4°С при отсутствии прямых солнеч-
ных лучей.

Оценку параметров фрагментации проводили
путем микрофотографирования препаратов,
окрашенных красителем SYBR GREEN, с помо-
щью микроскопа Zeiss Axio Imager 2. Всего фото-
графировалось 100 случайно отобранных комет
от каждого исследованного образца при увеличе-
нии ×200. Последующую обработку фотографий
проводили с помощью комплекта ПО CASP [22].
Рассчитывали следующие параметры: доля ДНК
в хвосте кометы, момент хвоста и момент хвоста
по Оливе. Момент хвоста рассчитывался как про-
изведение длины хвоста на долю ДНК в хвосте
кометы, момент по Оливе – как произведение до-
ли ДНК в хвосте на разность средней длины хво-
ста и средней длины головы кометы.

Микроядерный тест на буккальных эпителиоци-
тах. Цитологические препараты готовили с исполь-
зованием буферного раствора по методическим ре-
комендациям, изложенным в работе Thomas et al.
[23], с некоторыми модификациями. Перед взяти-
ем образцов буккального эпителия обследуемые
тщательно ополаскивали рот очищенной питьевой
водой. Сбор материала проводили смоченным в
буферном растворе (10 мл: Tris HCl, EDTA, NaCl,
pH 7) шпателем. В лаборатории осуществляли
центрифугирование (1000 об./мин, 10 мин), аспи-
рирование надосадка, ресуспендирование осадка
(1 мл), доведение объема буферным раствором до
10 мл. После трехкратной промывки образцы
клеток раскапывали на предварительно отмытые
и подогретые предметные стекла. Препараты
фиксировали фиксатором Кларка (метанол : ле-
дяная уксусная кислота 3 : 1). На первом этапе
окрашивание проводили ДНК-специфическим
2.5%-ным раствором ацетоорсеина (1 ч, 37°С),
докрашивание цитоплазмы осуществляли 1%-ным
спиртовым раствором светлого зеленого (15–20 с).
Анализ препаратов проводили на микроскопе
Nikon E200 при увеличении 100 × 1.5 × 10.

В ходе микроядерного анализа на препаратах с
учетом рекомендаций Л.П. Сычевой [24] анализи-
ровали 15 типов кариологических повреждений,
включающих цитогенетические (микроядро, про-
трузия “пузырек”, “разбитое яйцо”, “язык”, ати-
пичная форма ядра), пролиферативные нарушения

(двуядерность, ядерная насечка, сдвоенное ядро), а
также показатели ранней и поздней деструкции
ядра (перинуклеарная вакуоль, ядерная вакуо-
лизация, конденсация хроматина, кариопикноз,
кариорексис, кариолизис, апоптозные тела). На
препаратах анализировали 1000 клеток, частоту
встречаемости ядерных аномалий выражали в про-
милле (‰). Частоту клеток с деструктивными из-
менениями выражали как количество клеток,
найденных сверх 1000.

Статистическую обработку данных проводили
с использованием специализированных пакетов
программы “Statistica 8.0”. Соответствие частот
анализируемых показателей нормальному рас-
пределению оценивали с помощью критерия
Колмогорова–Смирнова. Поскольку распреде-
ление всех изучаемых параметров отличалось от
нормального, для межгрупповых сравнений ис-
пользовался непараметрический тест Манна–
Уитни (Mann–Whitney U-test). Корреляционный
анализ показателей включенных в исследование
методов проводили с использованием коэффици-
ента ранговой корреляции Спирмена. Для всех ко-
личественных показателей проводился расчет ми-
нимальных и максимальных значений; для показа-
телей, характеризующих возраст обследованных и
стаж работы на вредном производстве, рассчитыва-
ли средние величины и стандартные ошибки; для
показателей тест-систем – средние значения,
ошибки средних, медианы, значения нижнего и
верхнего квартилей, которые в дальнейшем были
использованы в качестве границ референтного
интервала. При сравнении частот качественных
признаков использовали критерий χ2 Пирсона.
Отличия считали статистически значимыми при
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнительный анализ показателей по вклю-
ченным в исследование тест-системам выявил
статистически значимые повышения уровня от-
дельных типов повреждений в группе шахтеров
относительно контрольной выборки (табл. 2).

В качестве факторов, способных модулировать
уровень нарушений в анализируемых группах,
рассматривали наличие вредной привычки и стаж
курения, для группы шахтеров дополнительно
исследовалось возможное влияние стажа работы
на вредном производстве. Сравнительный анализ
частот регистрации нарушений в группах, диффе-
ренцированных по стажу работы на вредном про-
изводстве (до 15 лет включительно и свыше 15 лет),
а также расчет коэффициентов корреляции не вы-
явили зависимости анализируемых параметров от
стажа работы ни по одной из тест-систем (р > 0.05).

Дифференцированный анализ полученных ре-
зультатов в зависимости от статуса курения позво-
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лил установить, что у курящих шахтеров средний
показатель частоты выявления межхромосомных
мостов в буккальных эпителиоцитах статистически
значимо выше по сравнению с некурящими, соот-
ветствующие значения составили 0.34 ± 0.14 и 0.02 ±
± 0.01‰ (р = 0.0016). В контрольной группе зна-
чимые отличия выявлены по частоте выявления
клеток с атипичной формой ядра при большем
значении у курящих мужчин – 9.23 ± 1.05‰ про-
тив 6.18 ± 1.25‰ у некурящих (р = 0.0189). В то же
время наличие положительной умеренной корре-
ляции частоты выявления атипичных ядер со ста-
жем курения установлено для группы шахтеров
(R = 0.42, p = 0.0200).

Ранжирование результатов исследования, по-
лученных методом ДНК-комет, в контрольной
группе позволило установить, что значения от 0.96
до 3.15% содержания ДНК в хвосте кометы укла-
дываются в границы 25–75 процентиля (Р25–Р75),
данные параметры были приняты как фоновые; до-
ля лиц, имеющих значения показателя выше фоно-
вого, в группе шахтеров составила 52.13% (χ2 = 8.52,
р = 0.004). Относительно результатов, получен-

ных с использованием микроядерного теста, пре-
делы значений частот выявления микроядер для
Р25–Р75 составили 0–1‰. Доля лиц с частотой
выявления микроядер выше 1‰ в группе шахте-
ров составила 36.08% (χ2 = 17.95, р < 0.001). Доля
шахтеров с уровнем частоты хромосомных абер-
раций выше 2.5% (Р25 = 1%, Р75 = 2.5%) составила
68.97% (χ2 = 60.32; р < 0.001) (рис. 1).

Корреляционный анализ показателей, вклю-
ченных в исследование трех тест-систем, выявил
наличие слабой положительной корреляции доли
ДНК в хвосте комет лимфоцитов с протрузиями
типа “пузырек” (R = 0.33, р = 0.0147) и с атипичной
формой ядра (R = 0.28, р = 0.0234) в буккальных
эпителиоцитах, а также с частотой выявления
мультиаберрантных клеток в лимфоцитах (R = 0.27,
р = 0.0284). Наряду с этим в клетках буккального
эпителия для выборки в целом установлена уме-
ренная положительная корреляция частоты вы-
явления атипичных ядер с конденсацией хрома-
тина (R = 0.45, р < 0.0001) и кариолизисом (R =
= 0.39, р < 0.0001).

Таблица 2. Значимые отличия частот показателей метода учета хромосомных аберраций, метода ДНК-комет в
лимфоцитах и микроядерного теста в буккальных эпителиоцитах в группе шахтеров относительно контрольной
выборки

Примечание. Мин–макс — минимальное и максимальное значения, р – уровень значимости, U – критерий Манна–Уитни.

Показатель
Контроль Шахтеры

рмедиана
(мин–макс)

среднее значение ± 
± ошибка среднего

медиана
(мин–макс)

среднее значение ±
± ошибка среднего

Метод учета хромосомных аберраций, %

Аберраций на 100 клеток 1.50 (0–5.50) 2.13 ± 0.10 4.00 (0–13.00) 4.69 ± 0.28 0.0000
Одиночные фрагменты 1.00 (0–4.00) 1.46 ± 0.08 2.00 (0–10.00) 2.67 ± 0.22 0.0019
Аберрации хроматидного типа 1.00 (0–4.00) 1.47 ± 0.08 2.00 (0–10.00) 2.69 ± 0.22 0.0019
Парные фрагменты 0 (0–3.50) 0.38 ± 0.05 1.00 (0–5.00) 1.26 ± 0.10 0.0000
Дицентрики без фрагмента 0 (0–0.50) 0.04 ± 0.01 0 (0–3.00) 0.22 ± 0.04 0.0001
Межхромосомные обмены 0 (0–2.00) 0.28 ± 0.03 0.5 (0–3.00) 0.52 ± 0.06 0.0021
Аберрации хромосомного типа 0.50 (0–5.50) 0.63 ± 0.06 2.00 (0–8.00) 1.99 ± 0.14 0.0000

Метод ДНК-комет, %

Доля ДНК в хвосте кометы 1.74 (0.22–8.64) 2.16 ± 0.24 3.28 (0.53–15.69) 4.33 ± 0.38 0.0000
Момент хвоста кометы 0.33 (0.01–3.49) 0.51 ± 0.09 0.63 (0.03–10.21) 1.37 ± 0.19 0.0011
Момент хвоста Оливе 0.65 (0.08–3.47) 0.77 ± 0.09 1.27 (0.18–9.52) 1.91 ± 0.19 0.0000

Микроядерный тест на буккальных эпителиоцитах, ‰

Микроядро 0 (0–5.00) 0.23 ± 0.12 1.0 (0–17.00) 1.44 ± 0.21 0.0000
Двуядерность 2.00 (0–26.00) 3.82 ± 0.66 6.00 (0–21.00) 6.26 ± 0.49 0.0000
Ядерная насечка 1.00 (0–9.00) 1.81 ± 0.28 3.00 (0–11.00) 3.79 ± 0.27 0.0000
Сдвоенное ядро 3.00 (0–17.00) 4.59 ± 0.45 6.00 (0–22.00) 5.97 ± 0.40 0.0339
Кариорексис 0 (0–68.00) 2.96 ± 1.39 3.00 (0–28.00) 4.98 ± 0.58 0.0000
Апоптозные тела 0 (0–1.00) 0.04 ± 0.03 0 (0–8.00) 0.75 ± 0.14 0.0000
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Анализ спектра мутаций, выявленных при ис-
следовании метафаз, позволил установить преоб-
ладание в обеих группах аберраций хроматидного
типа, средние значения статистически достовер-
но выше в группе шахтеров (2.69%) относительно
контрольной выборки (1.47%) (табл. 2). Хромо-
сомные аберрации формируются до начала или в
период репликации ДНК, а хроматидные – после
завершения синтетического периода. Соотноше-
ние средних значений частот аберраций хроматид-
ного и хромосомного типов составило в группе
контроля 2.33, а в группе шахтеров – 1.35, что мо-
жет свидетельствовать о тенденции роста частоты
повреждений ДНК до ее репликации, которая мо-
жет быть обусловлена воздействием ионизирующей
радиации от радона. Известно, что цитогенетиче-
ским маркером воздействия ионизирующей радиа-
ции является формирование дицентрических хро-
мосом, средний показатель дицентрических хромо-
сом без фрагмента в 5.5 раз выше в группе шахтеров
(табл. 2).

Метод ДНК-комет является быстрым в исполне-
нии и достаточно информативным, позволяющим
оценить количество повреждений ДНК. Высокий
уровень повреждений может свидетельствовать как
о высокой мутагенной нагрузке, так и о снижении
репарационной активности. Ранее в ряде работ
установлена способность генов репарации модули-
ровать частоту нарушений наследственного матери-
ала [25, 26]. Данный метод чувствителен к большому
спектру нарушений ДНК, включая одно- и двухце-
почечные разрывы, апуриновые/апиримидиновые
сайты и другие. Исследование ДНК-комет позво-
лило установить, что в группе шахтеров показатель
среднего содержания ДНК в хвосте комет статисти-
чески достоверно превышает соответствующее зна-
чение для контрольной группы (табл. 2). Показате-
ли момента хвоста также характеризуются значи-
мым двукратным превышением относительно
контрольной группы.

Буккальные эпителиоциты характеризуются
высокой скоростью обновления, поэтому прояв-
ляют максимальную чувствительность к воздей-
ствию токсических и мутагенных факторов эндо-
и экзогенной природы. Микроядерный тест на
эксфолиативных клетках позволяет оценить ци-
тогенетические, пролиферативные и деструктив-
ные нарушения на стадии интерфазы in situ, что
исключает влияние условий культивирования на
регистрируемые повреждения. Относительно ци-
тогенетических нарушений в буккальных эпите-
лиоцитах установлено семикратное превышение
частоты выявления микроядер для группы шахте-
ров по сравнению с контролем (р < 0.0001). Мик-
роядра, образующиеся в результате повреждения
нитей веретена деления и/или непосредственных
разрывов ДНК, являются маркерами генотоксиче-

ского воздействия различной природы. Получен-
ные в настоящем исследовании результаты свиде-
тельствуют об индукции кластогенных эффектов в
клетках буккального эпителия в условиях экспо-
зиции комплексом производственных факторов
угледобывающих предприятий. Для показателей,
характеризующих нарушение процессов цитото-
мии (двуядерность) и кариотомии (ядерная на-
сечка, сдвоенное ядро), в группе шахтеров отме-
чается двукратное увеличение частоты регистра-
ции клеток с двумя ядрами и ядерной насечкой;
частота выявления клеток со сдвоенным ядром
составляет 5.97 ± 0.40‰, в контрольной группе
4.59 ± 0.45‰ (р = 0.0339) (табл. 2). Анеугенные
эффекты могут быть обусловлены развитием окси-
дативного стресса, дезорганизацией сигнальной си-
стемы клеток, нарушением структуры центромер,
кинетохоров, цитоскелета при хроническом воз-
действии угольной пыли с высоким содержанием
тяжелых и переходных металлов. Угли Кузнецко-
го бассейна характеризуются повышенной кон-
центрацией хрома (280 мг/кг), который может
провоцировать вышеперечисленные явления. В
работе А.В. Махалина и др. [27] установлено, что
увеличение содержания хрома в крови шахтеров
г. Междуреченска и г. Новокузнецка Кемеровской
области сопровождается повышением частоты по-
липлоидизации и гипоплоидизации Т-лимфоци-
тов. В целом можно отметить, что представленные в
настоящей работе результаты частот и спектра ци-
тогенетических и пролиферативных нарушений
согласуются с полученными нами ранее данными
на меньших выборках [28].

Клетки с нерепарируемыми повреждениями
ДНК и патологическими митозами элиминиру-
ются путем апоптоза. В отношении деструктив-
ных изменений ядер в настоящем исследовании

Рис. 1. Доля лиц (%) в обследованных группах, имею-
щих значения основных показателей цитогенетиче-
ских тестов выше фоновых. ХА – частота хромосом-
ных аберраций, ДНК-кометы – доля ДНК в хвосте
кометы, МЯ в БЭ – частота микроядер в буккальных
эпителиоцитах.
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значимые отличия между анализируемыми вы-
борками получены только по частоте выявления
кариорексиса и апоптозных тел, что позволяет
сделать заключение о преимущественной гибели
клеток эксфолиативного эпителия в провоциру-
ющих условиях производственной среды по апопти-
ческому пути. Выявленные значимые отличия меж-
ду анализируемыми выборками по показателям
микроядерного теста на буккальных эпителиоцитах,
за исключением апоптозных тел, согласуются с ли-
тературными данными [17, 18, 29].

В исследовании работников предприятий от-
крытой добычи угля было обнаружено значитель-
ное повышение частоты нарушений в микроядер-
ном тесте, но не фрагментации ДНК методом комет
[8]. Повышение числа цитогенетических анома-
лий показано и в ряде других работ, например
[10], где было установлено увеличение частоты
хромосомных аберраций и сестринских хрома-
тидных обменов с увеличением стажа работы на
угледобывающем предприятии. В то же время в
некоторых работах обнаружено одновременное
возрастание показателей частоты цитогенетиче-
ских нарушений, определяемых микроядерным
тестом на буккальных эпителиоцитах, и уровня
фрагментации ДНК в методе комет [29] в услови-
ях воздействия угольно-породной и угольно-
зольной пыли от сжигания угля. Исследования на
модельных объектах методом ДНК-комет показа-
ли увеличение фрагментации ДНК у млекопита-
ющих и рептилий (Mus musculus, Iguana iguana),
обитающих в непосредственной близости от мест
добычи угля, в то же время результаты микро-
ядерного теста были неоднозначны [30]. Значи-
тельная генотоксичность образцов угольно-по-
родной и угольно-зольной пыли была показана на
моделях – клетках V79 in vitro. Экспонирование
образцами пыли вызывало повышение уровня
фрагментации ДНК и уровня микроядер, причем
частота микроядер возрастала с увеличением
концентрации пыли [7].

Компоненты табачного дыма способны инду-
цировать цитогенетические нарушения, а также
усугублять кластогенные воздействия факторов
производственной среды. В настоящем исследо-
вании для группы шахтеров установлена ассоциа-
ция факта курения с повышенной частотой выяв-
ления клеток с нуклеоплазменными мостами, для
контрольной группы – с атипичными ядрами.
Известно, что межхромосомные мосты формируют-
ся из дицентрических хромосом в процессе митоза
или фрагментации ядра [24]. Изменение формы яд-
ра связано с нарушением ядерной ламины, скаф-
фолда, расположения хромосом и является факто-
ром, предрасполагающим к дальнейшим деструк-
тивным изменениям ядра, что подтверждается
наличием умеренной положительной корреляции с
конденсацией хроматина (R = 0.45, р < 0.0001) и ка-
риолизисом (R = 0.39, р < 0.0001).

Для оценки степени мутагенной нагрузки, свя-
занной с воздействием производственных факто-
ров, необходимо определить фоновые значения для
контрольной группы соответствующего возраста и
пола. В исследованиях за периоды 1986–1998 гг. и
2005–2012 гг. для взрослого населения г. Кемеро-
во в качестве фоновых значений для уровня ХА
предлагалось использовать 3.00 и 1.48% соответ-
ственно [31]. Учитывая специфику подбора групп
(включены только мужчины) и семилетний пери-
од разрыва между последним и настоящим иссле-
дованиями, было вновь рассчитано фоновое зна-
чение частоты ХА, которое составило 2.5%. Для
показателей доли ДНК в хвосте комет и частоты
выявления микроядер в буккальных эпителиоци-
тах фоновые значения для мужчин г. Кемерово
были рассчитаны впервые и составили 3.15 и
1.00‰ соответственно. На основании получен-
ных значений обследованные группы были под-
разделены на когорты с уровнем основных цито-
генетических нарушений в пределах или превы-
шающих фоновые значения (рис. 1). По всем
использованным методам для группы шахтеров
отмечено выраженное превышение доли лиц со
значением выше фоновых относительно группы
сравнения.

Использование отдельных тест-систем для
оценки мутагенных эффектов производственных
факторов подземной угледобычи позволяет вы-
явить группы рабочих повышенного генетического
риска. При этом метафазный анализ ХА выявляет
генотокисческие эффекты только в Т-лимфоцитах,
метод ДНК-комет – во всех лейкоцитах без диффе-
ренцировки, микроядерный тест – в буккальных
эпителиоцитах. В настоящем исследовании доля
лиц, имеющих значение цитогенетических по-
вреждений выше фоновых одновременно по трем
тест-системам, составила 20% от общей выборки
шахтеров. Таким образом, использование ком-
плекса методов позволяет судить о формирова-
нии цитогенетических нарушений в клетках с
продолжительным жизненным циклом, а также в
быстро обновляющихся клетках эксфолиативного
эпителия, обладающих различной реактивностью
при воздействии экзо- и эндогенных факторов
одинаковой силы.

Методы анализа метафазных хромосом и мик-
роядерного тестирования буккальных эпителиоци-
тов позволяют выявлять нестабильные цитогенети-
ческие нарушения, которые приводят к клеточной
гибели, а скорость элиминации клеток крови и эпи-
телия различна. Поскольку метод ДНК-комет поз-
воляет оценить накопление модификаций и ад-
дуктов ДНК, повышающих риск разрывов в этих
молекулах, положительные корреляции в настоя-
щем исследовании установлены между показателя-
ми доли ДНК в хвосте и цитогенетической неста-
бильности как в лимфоцитах (мультиаберрантные



590

ГЕНЕТИКА  том 56  № 5  2020

МЕЙЕР и др.

клетки), так и в буккальных эпителиоцитах (ядерная
протрузия “пузырек”, атипичная форма ядра).

Таким образом, производственные факторы
угольных шахт провоцируют цитогенетические
нарушения в клетках крови и буккальных эпите-
лиоцитах, а также нарушение процессов проли-
ферации и усиление деструктивных изменений,
характерных для гибели клеток по апоптическому
пути в эксфолиативных клетках. Для оценки мута-
генных эффектов воздействия производственных
факторов угледобывающих предприятий представ-
ляется целесообразным использование комплекса
тест-систем (метод ХА, ДНК-комет и МЯ в БЭ).

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского научного фонда (проект
№ 18-14-00022).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Complex Approach to Evaluation of Genotoxicity
of Occupational Factors in Coal Mining Industry

A. V. Meyera, *, T. A. Tolochkoa, V. I. Mininab, A. A. Timofeevab, and A. V. Larionova

aKemerovo State University, Kemerovo, 650000 Russia
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The level of cytogenetic damage was studied using the methods of counting chromosomal aberrations (CAs)
and DNA-comet assay in lymphocytes, as well as micronucleus test in buccal epithelial cells (MN in BEC)
in coal miners (N = 116) and control sample (N = 169). Significant increase of the main indicators in per-
formed tests were found in coal miners group against the comparison group, the level of chromosomal aber-
rations was 4.69 ± 0.28 and 2.13 ± 0.10%, DNA comets tail proportion (%) was 4.33 ± 0.38 and 2.16 ± 0.24%,
the level of micronucleus (MN) was 1.44 ± 0.21 and 0.23 ± 0.12 ‰ respectively (p < 0.05). Also, for the oc-
cupational group, a significant increase in the level of additional indicators was noted: for CAs, the frequen-
cies of single fragments, chromatid-type aberrations, acentric fragments, dicentrics without fragments, chro-
mosome interchanges and chromosome-type aberrations; for DNA comets assay – tail moment and the Ol-
ive tail moment; for MN in BEC, frequencies of binucleated cells, cells with nuclear incision, doubled
nucleus, karyorhexis, and apoptotic bodies. The ranking of the results concerning with the most cytogenetic
damage types showed that in miners group, the proportion of persons with a value of the indicator above the
background for CAs was 68.97%, for DNA comets – 52.13%, for MN in BEC – 36.08%. The proportion of
persons with a value of cytogenetic damage above background in three test systems at the same time was 20%
of the total sample of miners. To assess the mutagenic effects of industrial factors of coal mining enterprises,
it seems appropriate to use a complex of test systems (CA method, DNA comets and MN test in the buccal
epithelium).

Keywords: miners, coal industry, chromosomal aberrations, DNA comet assay, micronucleus assay, buccal
epithelial cells.
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