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Впервые показано, что у мышей-гибридов F1 CBA × C57BL/6, подвергшихся воздействию химиче-
ского мутагена дипина, формируются пахитенные сперматоциты с половыми тельцами (ПТ), лежа-
щими за пределами основных ядер. Обнаружены изолированные от ядер ПТ в популяции сперма-
тид. Установлено, что у контрольных и подопытных мышей-гибридов частоты встречаемости таких
генетически аномальных пахитенных сперматоцитов составили соответственно 0.22 и 2.9%, а абер-
рантных округлых сперматид – соответственно 0 и 2.84%. В сперматогенезе у мутантных мышей ли-
нии 129 выявлена похожая картина нарушений поведения ПТ, причем как в контроле, так и в опыте.
Доли генетически аномальных пахитенных сперматоцитов составили соответственно 0.67 и 0.25%,
тогда как доли аберрантных округлых сперматид – 0.1 и 0.17%. Установленные различия между дву-
мя линиями мышей по реакции ПТ на действие дипина могут быть связаны с тем, что у мышей ли-
нии 129, подвергшихся мутагенному воздействию, гибель генетически поврежденных развиваю-
щихся мужских половых клеток на стадиях, предшествующих пахитенным сперматоцитам и округ-
лым сперматидам, выше, чем у мышей-гибридов F1 CBA × C57BL/6.
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У самцов млекопитающих в сложной профазе
I мейоза процессам синапсиса гомологичных хро-
мосом, образования синаптонемных комплексов,
синтеза РНК и уникальных белковых молекул со-
путствуют сильная гетерохроматинизация и ком-
партментализация половых хромосом XY, образова-
ние так называемых половых телец (ПТ). На стадии
пахитены консолидированные биваленты XY
обособляются и располагаются на периферии яд-
ра, занимая только им принадлежащий “домен”.
Такое избранное положение ПТ можно рассматри-
вать как одну из главных цитогенетических законо-
мерностей, установленных в свое время в мейозе у
гетерогаметного пола. В отличие от аутосом, для ко-
торых характерны парность и хромосомный пере-
крест, половая хромосома не имеет парного гомоло-
га и обладает крайне малым весом кроссинговера.
Спаривание и рекомбинация между гетероморф-
ными половыми хромосомами происходят толь-
ко в небольших участках, в так называемых псев-
доаутосомных районах (PAR), расположенных на
дистальных концах Y-хромосомы. ПТ, представ-
ляющее собой замкнутую специализированную
структуру, транскрипционно неактивно. Правда,

на стадиях пахитены и диакинеза, метафазы I бы-
ли выявлены потенциально активные хроматино-
вые участки (теломерные сегменты X- и Y-хромо-
сом и два внутренних сегмента на X-хромосоме).
В ряде случаев, когда инактивации и обособления
X- и Y-хромосом не происходит, половой бива-
лент может ассоциироваться с аутосомами и осу-
ществлять “внеплановую транскрипцию”. В этом
случае развитие мейоцитов может сильно нару-
шаться и в дальнейшем приводить к продукции
генетически аномальных гамет, а как следствие, к
снижению плодовитости животных (Solari, 1974;
Rosenmann et al., 1985; Richler et al., 1987; Handel,
2004; Богданов, Коломиец, 2007; Guichaoua et al.,
2009; Рапопорт, 2010; Sciurano et al., 2017; Hu et al.,
2018).

В последние годы в целях выяснения причин
мужского бесплодия существенное значение приоб-
ретают исследования, направленные, в частности,
на детализацию характера изменений структуры и
поведения половых хромосом в условиях экспери-
мента или после воздействий экстремальных факто-
ров окружающей среды (Богданов, Коломиец,
2007).

УДК 575:576.591
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Цель работы – анализ впервые представлен-
ных данных, характеризующих неординарное по-
ведение ПТ в развивающихся мужских половых
клетках у мышей, подвергшихся мутагенному
воздействию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В опытах были использованы половозрелые
самцы мышей-гибридов F1 CBA × C57BL/6 и
мышей линии 129/JY (J – Jackson Laboratory, Bar
Harbor, CA, USA; Y – питомник в Светлых горах,
Россия) с нонсенс-мутацией в гене ДНК-полиме-
разы йота. Эксперименты на животных проводи-
ли в соответствии с требованиями Приказа МЗ
РФ № 267 от 19.06.2003 “Об утверждении правил
лабораторной практики” и этических норм, изло-
женных в Правилах лабораторной практики
(GLP) Хельсинской декларации (2000).

Мыши были разделены на контрольные и под-
опытные группы, каждая из которых состояла из
четырех самцов. Животные содержались в стан-
дартных условиях вивария (температура воздуха
18–22°C, световой день 12 ч) и получали пищу и
воду ad libitum. Контрольным мышам внутри-
брюшинно вводили 0.2 мл физиологического
раствора, тогда как мышам из подопытных групп
также внутрибрюшинно инъецировали химиче-
ский мутаген дипин (противоопухолевый агент,
тетраэтиленамид-1,4-пиперазиндифосфорной
кислоты) в генетически активной дозе 30 мг/кг
(разбавление в физиологическом растворе). При
выбранных условиях эксперимента дипин не об-
наружил сильно выраженного угнетающего дей-
ствия на жизнеспособность животных. Дипин
был любезно предоставлен нам И.В. Урываевой
(Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова
РАН).

Мышей из контрольных и подопытных групп
забивали путем дислокации шейных позвонков
на 14-е сут после начала эксперимента. Извлека-
ли семенники, из которых выделяли конгломера-
ты семенных канальцев, помещали их в 7%-ный
раствор поливинилпирролидона (ПВП), макси-
мально разделяли их, затем переносили на пред-
метное стекло в каплю ПВП, покрывали поли-
этиленовой пленкой и готовили давленые препа-
раты. После охлаждения в парах жидкого азота,
удаляли полиэтиленовые пленки с поверхности,
полученные препараты высушивали на воздухе и
фиксировали в 10%-ном забуференном растворе
формалина (рН 7.2) в течение 10–15 мин. Фикси-
рованные препараты отмывали в проточной, а за-
тем в дистиллированной воде, высушивали на
воздухе и окрашивали методом Фельгена.

Цитогенетически анализировались популяции
пахитенных сперматоцитов и округлых сперма-
тид, которые в момент воздействия мутагена на-

ходились соответственно на стадиях активно про-
лиферирующих сперматогониев и прелептотены-
лептотены профазы I мейоза. Для каждой мыши-
гибрида CBA × C57BL/6 подсчитывали 200–500
пахитенных сперматоцитов и 300–600 округлых
сперматид. Для каждой мыши линии 129/JY под-
считывали соответственно 100–1000 пахитенных
сперматоцитов и 800–1300 округлых сперматид.
Частоту встречаемости клеток с отделенными от
основного ядра ПТ выражали в процентах.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Мыши-гибриды F1 CBA × C57BL/6. Светоопти-
ческие наблюдения сперматогенных клеток у жи-
вотных, испытавших на себе действие химиче-
ского мутагена дипина, выявили в популяции па-
хитенных сперматоцитов клетки двух основных
типов: клетки c ПТ, занимающими строго фикси-
рованное положение на периферии ядра (норма),
и клетки, ПТ которых располагались изолиро-
ванно от ядер или были связаны с последними
тонкими хроматиновыми нитями (рис. 1а, б); из-
редка встречались ядра с двумя ПТ (рис. 1в). ПТ,
расположенные за пределами ядер, были обнару-
жены также в популяциях округлых сперматид
(рис. 1г, д) и среди незрелых спермиев (рис. 1е).

Подсчеты показали, что у контрольных и под-
опытных мышей-гибридов F1 CBA × C57BL/6
частоты встречаемости пахитенных сперматоци-
тов, ядра которых утратили ПТ, составили соот-
ветственно 0.0, 0.0, 0.6, 0.3% (0.22%) и 2.0, 1.0,
5.7% (2.9%), а частоты встречаемости аберрант-
ных округлых сперматид – соответственно 0.0,
0.0, 0.0, 0.0% (0.0%) и 2.2, 0.6, 6.0, 2.7% (2.84%). В
семенниках у одной из изученных подопытных
особей пахитенные сперматоциты встречались в
единичных случаях.

Мутантные мыши линии 129. В сперматогенезе
у особей данной линии была выявлена схожая
картина нарушений в поведении ПТ, причем как
в контроле (рис. 2а–г), так и в опыте (рис. 2д–з).
Согласно проведенным подсчетам, у контроль-
ных и подопытных мышей доли таких генетиче-
ски аномальных пахитенных сперматоцитов со-
ставили соответственно 1.6, 0.25, 0.4, 0.4% (0.67%)
и 0.5, 0.0% (0.25%), тогда как доли аберрантных
округлых сперматид – соответственно 0.2, 0.11,
0.09, 0.0% (0.1%) и 0.13, 0.23, 0.15% (0.17%).

К изложенному следует добавить, что в семен-
никах у двух из четырех изученных подопытных
мышей пахитенные сперматоциты встречались
крайне редко, что исключало возможность под-
счета числа клеток с нарушениями в поведении
ПТ. Тот факт, что у самцов под влиянием дипина
частота встречаемости пахитенных сперматоци-
тов с ПТ, расположенными за пределами ядер,
оказалась в 2.7 раза ниже, чем у контрольных жи-
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вотных, свидетельствует о том, что значительная
доля сперматогониев, испытавших на себе повре-
ждающее действие дипина, элиминирует, прежде
чем достигнет стадии пахитены в профазе I мейоза.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Показано, что воздействие химического мутаге-
на дипина на стадии развития сперматогониальных
клеток у мышей-гибридов F1 CBA × C57BL/6 инду-
цировало резкое изменение в поведении ПТ на
стадии профазы I мейоза. Так, на 14-е сут после
начала эксперимента у мутагенизированных жи-
вотных в популяции пахитенных сперматоцитов
многократно, более чем в 10 раз по сравнению с
контролем, увеличивалось число ядер, утратив-
ших ПТ. Пространственная изоляция ПТ от ос-
новного генома, однако, не приводила к их скорой
деградации и гибели. Напротив, изолированные
ПТ сохраняли топологическую цельность и спо-
собность проходить через оба деления созревания.
В постмейотических, спермиогенных клетках
ПТ, избежавшие выбраковки в мейозе, морфологи-
чески мало видоизменялись. По сути ПТ тожде-
ственны по конфигурации классическим микрояд-

рам, представляющим собой или фрагменты хромо-
сом, или даже целые хромосомы, не вошедшие в
основные ядра после клеточных делений (Fenech
et al., 2011; Luzhna et al., 2013). Повышенная жиз-
неспособность и автономность ПТ, скорее всего,
обеспечиваются благоприятными условиями ци-
топлазматического окружения половых клеток,
существенными для поддержания наследствен-
ных структур и развития гамет в целом (Рапопорт,
1980).

Несколько иная экспериментальная картина
наблюдалась в аналогичном опыте, выполненном
на мышах линии 129, характеризующихся отсут-
ствием активности специализированной высоко-
ошибочной ДНК-полимеразы йота, играющей
важную роль в обеспечении стабильности генома
в организме (Генинг и др., 2004; Макарова и др.,
2008; Казаков и др., 2010; Kazachenko et al., 2016).
Согласно результатам наших наблюдений в отличие
от мышей-гибридов F1 CBA × C57BL/6, подверг-
шихся мутагенному воздействию, у мутантных мы-
шей линии 129 на 14-е сут после введения дипина
доля пахитенных сперматоцитов с нарушениями
в поведении ПТ не увеличивалась, а, напротив,
даже оказалась заметно меньше характерной для

Рис. 1. Ядра сперматогенных клеток у мутагенизированных мышей-гибридов F1 CBA × C57BL/6. а–в – пахитенные
сперматоциты; г, д – округлые сперматиды; е – спермии. Н – нормально расположенные ПТ; стрелками указаны ПТ,
отделившиеся от основных ядер; двойная стрелка – ядро с двумя ПТ; ХМ – хромосомный мост; МЯ – микроядро;
КС – клетка Сертоли. Окраска методом Фельгена; для рис. 1 и 2.

(а) (б)

(в)

(г)

(д)

(е)

Н

Н
КС

ХМ

ХМ

МЯ

20 мкм



584

ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ  № 6  2020

ЗАХИДОВ и др.

контроля. В популяции округлых сперматид, ко-
торые произошли от клеток, находившихся в мо-
мент воздействия мутагена преимущественно на
стадии ранних сперматоцитов I порядка, доля
аберрантных ядер также не увеличивалась и была
близка к уровню, наблюдаемому в контроле. С из-
вестным допущением установленные различия
можно связать с тем, что у мутантных мышей ли-
нии 129, подвергшихся мутагенному воздействию,
уровень выживания генетически поврежденных
сперматогониев и ранних сперматоцитов, т.е. кле-
ток, предшествующих соответственно пахитен-
ным сперматоцитам и округлым сперматидам,
ниже, чем у мышей-гибридов F1 CBA × C57BL/6.
С этой точки зрения ясно, что гибель большого
числа клеток с видимыми проявлениями наруше-
ний в структуре хромосомного материала может су-
щественно отразиться на результатах количествен-
ной оценки цитогенетических эффектов сильных
мутагенов. Более того, как отмечалось выше, в се-
менниках у двух из четырех изученных подопытных
самцов мышей линии 129 практически полностью
отсутствовали пахитенные сперматоциты.

Заслуживает внимания и тот факт, что спон-
танные нарушения в поведении ПТ чаще наблю-
дались в популяции пахитенных сперматоцитов у
мутантных мышей линии 129, чем у нормальных,
физиологически устойчивых мышей-гибридов
F1 CBA × C57BL/6.

Одна из наиболее вероятных причин появле-
ния в популяции пахитенных сперматоцитов кле-
ток с аномалиями в поведении ПТ – нарушение
внутриядерных физико-химических взаимодей-
ствий, в норме обеспечивающих фундаменталь-

ную устойчивость и упорядоченность активных
наследственных структур в клетках, движущихся
по сложной G2-фазе мейотического цикла.

Итак, в результате наших исследований спер-
матогенеза у подопытных мышей F1 CBA ×
C57BL/6 и мутантных мышей линии 129, дефект-
ных по гену ДНК-полимеразы йота, впервые
установлен новый тип хромосомной аномалии,
выявляемой во время профазы I мейоза. Это –
индивидуализация ПТ, его резкое отделение от
основного генома в пахитенных сперматоцитах и
сохранение в постмейотических клетках. Столь
крупномасштабная аномалия в структуре хромо-
сомного материала, хотя и изменяет общий хро-
мосомный баланс уже на стадии профазы I мейо-
за, во многих случаях, возможно, не ведет к нару-
шению процесса созревания постмейотических,
спермиогенных клеток и, как следствие, форми-
рованию спермиев, анеуплоидных по половым
хромосомам XY.

Дальнейшие экспериментальные исследования,
в том числе с привлечением современных методов
иммуноцитохимии, ультраструктурной цитоге-
нетики, позволяющих детально изучать хромосомы,
очевидно, необходимы для понимания структур-
но-функциональных особенностей и поведения по-
ловых бивалентов XY в условиях индуцированного
химического мутагенеза. Эти исследования позво-
лят получить новые, очень важные данные о том,
способны ли организованные в ПТ половые хро-
мосомы, утратившие контакт с основным ядром,
действовать в цитоплазматической среде муж-
ских половых клеток как самостоятельный гене-

Рис. 2. Ядра сперматогенных клеток контрольных (а–г) и мутагенизированных (д–з) мышей линии 129. а, б, д–ж –
пахитенные сперматоциты; в, з – округлые и удлиняющиеся сперматиды соответственно; г – незрелые спермии.
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тический модуль, т.е. участвовать в процессах ре-
пликации, транскрипции, деления.
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Unusual Behavior of XY Вody in Spermatogenesis in Mutagenized Mice
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For the first time it is shown that in hybrid F1 CBA × C57BL/6 mice exposed to the chemical mutagen dipin
pachytene spermatocytes are formed with the sex XY chromosomes (XY bodies) lying outside the main nu-
clei. XY bodies isolated from the main nuclei were also found in the spermatid population. Our quantifica-
tions show that in the control and the experiment groups the frequency of occurrence of such genetically ab-
normal pachytene spermatocytes, whose nuclei have lost the XY bodies, is 0.22 and 2.9%, respectively, and
aberrant round spermatids – 0.0 and 2.84%. In spermatogenesis of mutant mice of line 129, a similar pattern
of XY bodies’ behavior disorders was revealed, both in control and in experiment. In control and in mutag-
enized mice of line 129 the number of genetically abnormal pachytene spermatocytes was 0.67 and 0.25%,
respectively, while the number of aberrant round spermatids was 0.1 and 0.17%. The established differences
between the two lines of mice regarding the reaction of XY bodies to the action of dipin might be related to
the fact that in mutagenized 129 mice death of genetically damaged developing male germ cells on stages prior
to pachytene spermatocytes and round spermatids is higher than in hybrid F1 CBA × C57BL/6 mice.
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