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В настоящее время активно исследуются цитогенетические и гематологические особенности 

клеток эритроидного ряда у представителей различных классов животных, в том числе, амфибий. 
Характерными чертами кроветворения амфибий являются: 1) различная локализация и специализация 
кроветворных участков у разных представителей; 2) диффузный характер кроветворения 
и интраваскулярное (в циркулирующей крови) протекание; 3) отсутствие деления на лимфоидное 
и миелоидное кроветворение (Гольберг и др., 1973). Активность работы органов гемопоэза амфибий 
(костного мозга, селезенки, печени) (Хамидов и др., 1978) определяется сезоном года. Известно, что 
весной эритроидные клетки начинают свою дифференцировку в костном мозге, затем продолжают 
в кровотоке, летом же эритропоэз смещается в кровоток (Акуленко, 2011). 

Эритроцитарный ряд клеток (эритрон) (Castle, Minot, 1936) амфибий, берет свое начало 
от полипотентных стволовых клеток и включает ряд стадий: эритробласты, нормобласты 
(базофильные, полихроматофильные, оксифильные) и зрелые эритроциты (Чертков, Фриденштейн, 
1977). По сравнению с млекопитающими эритроциты амфибий дольше сохраняют синтетическую 
активность в процессе созревания и в гемопоэтических очагах выявляются все стадии митоза 
дифференцирующихся эритроидных клеток, с максимальной частотой в полихроматофильных 
нормобластах (Charlemagne, 1972). В зрелых эритроцитах амфибий встречается и амитотическое 
деление (Хамидов и др., 1978). В результате неправильного хода клеточного деления 
или фрагментации ядра в процессе апоптоза, образуются микроядра – фрагменты ядра 
в эукариотической клетке, не содержащие полного генома. Микроядра образуются из ацентрических 
хромосомных или хроматидных фрагментов (кластогенный эффект) и целых хромосом или хроматид, 
которые отстают в анафазе и остаются вне дочерних ядер в телофазе (анеугенный эффект) (Саtаlаn et 
al., 2000; Falck et al., 2002). Отстающие участки не могут двигаться к полюсам, поскольку оторваны 
от митотического веретена (Norppa, Falck, 2003), что и приводит к образованию микроядра в дочерней 
клетке. Различие между этими двумя механизмами, определяющими происхождение микроядер, очень 
важно (Norppa et al., 1993). 
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Учет микроядер (микроядерный тест) является относительно новым, но уже общепринятым 
цитогенетическим методом оценки мутагенного действия агентов различной природы. Особенно 
удобно наблюдать за микроядрами, локализованными в крупных ядерных эритроцитах амфибий 
(Крюков, 2000; Манских, 2006; Романова и др., 2018; Dо Amaral et al., 2019; Yu Ma and etc., 2019 и др.). 
Согласно литературным данным, частота встречаемости микроядер в полихроматофильных 
эритроцитах млекопитающих, как правило, существенно выше (Ковалева, 2008), хотя в отдельных 
работах таких отличий не обнаружено (Ciet et al., 1993). Сравнительный анализ частоты встречаемости 
микроядер в эритроне амфибий ранее не проводился, между тем при оценке генотоксического 
воздействия экологических факторов вопрос соотношения юных и зрелых форм эритроцитов 
с микроядрами весьма актуален. 

Цель работы: оценка доли эритроцитарных клеток с микроядрами в костном мозге 
и периферической крови прудовых лягушек (Pelophylax lessonae, Camerano 1882) урбанизированной 
территории Нижегородской области, собранных в течение полевых сезонов 2017–2018 гг. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Сбор прудовых лягушек (80 особей) осуществляли в течение полевых сезонов 2017–2018 гг., 

на территории двух водных объектах. Первый: низинное болото п. Белкино (Нижегородская обл., 
Борский р-н, с.ш. 56.2862, в.д. 44.5480), расположен в 60 км от г. Нижнего Новгорода, рядом 
располагаются жилые дома и частные огороды, вокруг произрастает смешанный лес, местными 
жителями не посещается. Второй: оз. Вторчермет, искусственный водоем, созданный на месте добычи 
грунта (г. Н. Новгород, Московский р-н, с.ш. 56.3119, в.д. 43.8488), находится в промышленной части 
города с множественной застройкой, в зоне влияния ОАО «Вторчермет». 

В водоемах в прибрежной зоне были отобраны пробы воды, в которых, с помощью 
спектрофотометра Hach DR-2800, определены химические загрязнители: железо общее, марганец, 
медь, хром, нитрат-ионы (NО3), нитрит–ионы (NО2), свинец, никель, цинк, сульфаты, сульфиды 
и водородный показатель (рН). По результатам анализа рассчитывали УКИЗВ (удельный 
комбинаторный индекс загрязненности воды) (Смирнова и др., 2011). 

Для цитогематологического анализа от каждой особи были получены и окрашены мазки крови 
и костного мозга (Гематология, 2004). Подсчет микроядер и их дифференцировку: 1-оформленные; 
2-прикрепленные; 3-палочковидные; 4-разрыхленные (Жулева, Дубинин, 1994 с модификациями), 
осуществляли на микроскопе Meiji Techno с использованием иммерсионного объектива при общем 
увеличении х1500. Окуляр микрометром проводили измерение большой (2а) и малой (2b) оси каждого 
микроядра и рассчитывали его площадь (мкм2) по формуле эллипса: S = πаb, где а – большая полуось 
эллипса, b – малая полуось эллипса, π = 3.14. 

Статистический анализ проводили непараметрическими методами с расчетом критериев: 
Уилкоксона (W); Дана (D), Манна-Уитни (Z), критерия z – при сравнении долей. Критический уровень 
значимости (а) принимали = 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Дифференцированный подсчет микроядер выявил их наличие, как в молодых, так и зрелых 

эритроцитах. В обеих выборках все четыре вида микроядер встречались только в зрелых эритроцитах 
крови (2017 год). В 2018 году палочковидные микроядра в эритроцитарных клетках разной зрелости 
не обнаружены. 

В нормобластах костного мозга прудовых лягушек оз. Вторчермет преобладали микроядра 
оформленного вида, доли прикрепленных и разрыхленных в динамике двухлетних наблюдений менялись 
несущественно. Суммарная доля микроядер в эритроцитарных клетках костного мозга прудовых лягушек 
оз. Вторчермет оставалась высокой: в 2017 – (9.5 ± 1.55 ‰), в 2018 – (5.12 ± 1.15 ‰) (рис. 1). 

Иное соотношение видов микроядер в эритроцитарных клетках костного мозга наблюдалась 
в выборке прудовых лягушек бол. Белкино. В 2017 г. в костном мозге лягушек встречались только 
эритроциты с оформленными микроядрами, в 2018 г. были обнаружены два типа микроядер, при этом 
эритроциты с микроядрами прикрепленного вида преобладали над эритроцитами с оформленными 
микроядрами. Суммарная доля микроядер статистически значимо выросла в 2018 году по сравнению 
с предыдущим годом (W = 2.93; р = 0.003). 
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Рис. 1. Доли микроядер разных видов в эритроцитарных клетках костного мозга прудовых лягушек 

Доля микроядер в более зрелых эритроцитах, циркулирующих в крови прудовых лягушек 
популяции оз. Вторчермет, в отличие от нормобластных клеток костного мозга, в 2018 году 
по сравнению с 2017 годом увеличивалась (W = 3.5; р < 0.001), за счет доли прикрепленных микроядер 
(W = 3.75; р = 0.0001) на фоне уменьшения доли разрыхленных микроядер (W = 3.4; р = 0.0006) (рис. 2). 
При этом отметим в этой выборке в 2018 году почти трехкратное превышение доли микроядер 
в зрелых эритроцитах крови по сравнению с эритроцитарными клетками костного мозга (W = 4.28; р < 
0.001). 

 
Рис. 2. Доли микроядер разных видов в эритроцитах периферической крови прудовых лягушек 

В эритроцитах периферической крови прудовых лягушек бол. Белкино в 2018 году происходило 
общее увеличение суммарной доли микроядер про сравнению с 2017 (W = 4.57; р < 0.001), за счет 
появления прикрепленных видов (W = 2.38; р = 0.017). В этой выборке встречаемость микроядер 
в эритроцитах периферической крови была выше, чем в эритроцитарных клетках костного мозга, как 
в 2017 г. (W = 4.07; р = 0.001), так и в 2018 г. (W = 1.96; р = 0.04). 

Ранее нами было выявлено отсутствие различий в размерных характеристиках микроядер 
конкретного вида в поли- и нормохроматофильных эритроцитах (Romanova, Ryabinina, 2018), что 
подтвердилось и в настоящем исследовании. Так, например, разрыхленные микроядра в эритроцитах 
костного мозга и периферической крови прудовых лягушек оз. Вторчермет имели сопоставимую 
среднюю площадь, в мкм2: в 2017 г.: (7.04 ± 1.12) и (7.44 ± 0.68), соответственно, Z = 0.66; p = 0.5; 
в 2018 г.: (8.97 ± 3.58) и (7.71 ± 0.95), соответственно, Z = 0.07; p = 0.94.  
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Наиболее крупными были разрыхленные микроядра, самыми мелкими – прикрепленные 
микроядра. Так, средняя площадь прикрепленных микроядер в эритроцитах крови прудовых лягушек 
бол. Белкино составляла: (1.19 ± 0.34) мкм2, в 2017 г. и (1.14 ± 0.03) мкм2, в 2018 г. (W = 0.53; p = 0.59). 
Отметим, что размерные характеристики прикрепленных микроядер эритроцитов крови озерных 
лягушек оз. Вторчермет статистически значимо превышали аналогичный показатель особей бол. 
Белкино, в 2017 (D = 3.45, p = 0.0005), и в 2018 г. (D = 2.23, p = 0.025). 

Из литературных источников известно, что маленькие микроядра возникают в основном из 
ацентрических фрагментов, тогда как большие – из дицентриков или целых хромосом (Pincu, 1985). 
Дицентрики имеют содержание ДНК в диапазоне от 5 до 15 % от содержания ДНК в ядре G1 (Nusse, 
Kramer, 1984). По нашим данным прикрепленные микроядра имеют наименьший размер, можно 
полагать, что в них содержится лишь фрагмент ДНК. 

Анализ данных литературы и собственные полученные результаты позволяют заключить, что 
причины, определяющие нарушения процесса деления и приводящие к образованию микроядер, могут 
быть связаны с факторами, обладающими статокинетическим действием (задерживающими 
и вызывающими нарушения в фазах митоза, связанных с формированием веретена деления 
и расхождением хромосом). Например, воздействием тяжёлых металлов и других загрязнителей 
водной среды (Кармазин, Пескова, 2010; Игнатова и др., 2016; Carvalho et al., 2019), действием 
ионизирующего излучения (Красавин и др., 2004; Башлыкова, 2017), паразитарными инвазиями 
(Бекиш и др., 2003; Побяржин, Бекиш, 2003) шумовое, физическое и другие виды воздействий и др. 

Согласно проведенному гидрохимическому анализу, качество вод водных объектов 
в наблюдаемый период характеризовалось IV–V (грязная – очень грязная – экстремально грязная). 
Несмотря на то, что состояние вод оз. Вторчермет, согласно УКИЗВ (табл. 1) по сравнению с 2017 
годом незначительно улучшилось: снизилась концентрация марганца (в 4 раза), меди (в 1.3 раза), 
сульфидов (в 19 раз), высокая частота микроядер в клетках эритроцитарного ряда указывает 
на эколого-генетическое неблагополучие водной среды и иллюстрирует суммарный ответ организма 
на комплексное загрязнение окружающей среды (химическое, физическое, биологическое и пр.). 

Таблица 1 Гидрохимический анализ загрязненности воды исследуемых водоемов 
Водоемы Год УКИЗВ, отн. ед. Класс качества воды 

оз. Вторчермет 2017 9.1 IV, очень грязная, разряд «в» 
2018 6.6 IV, грязная, разряд «б» 

Бол. п. Белкино 2017 12.1 V, экстремально грязная 
2018 12.5 V, экстремально грязная 

Результаты гидрохимического анализа проб воды бол. Белкино в 2018 году показали возрастание 
концентрации железа (увеличение концентрации в 3 раза по сравнению с 2017 годом) и концентрации 
меди (в 2.1 раза), существенно превышающие ПДКрыб.хоз, что отразилось на повышении индекса 
загрязненности вод. 

Подводя итог анализу цитогенетических нарушений в эритроцитарных клетках прудовых 
лягушек, длительно обитающих в загрязненной водной среде на урбанизированной территории, можно 
заключить, что наиболее неблагоприятна экологическая ситуация в оз. Вторчермет, что 
подтверждается возрастанием доли микроядер в течение периода наблюдений (z = 9.1; p < 0.001). Ряд 
исследователей относят оформленные ядра к естественным (фоновым) микроядрам для данного вида 
животных, образование которых связано с нарушениями веретена деления клетки (Жулева, Дубинин, 
1994). Изучаемое генотоксическое воздействие может индицировать образование только одного вида 
микроядер, и другие виды могут быть неинформативными для анализа (Norppa, Falck, 2003). Полагаем, 
что к наиболее информативным видам микроядер, иллюстрирующих цитогенетическое 
неблагополучие водной среды, следует отнести прикрепленные микроядра, являющиеся результатом 
структурных нарушений хромосом. Кроме того, ряд генотоксинов может изменять соотношение юных 
и зрелых форм эритроцитов, которые гибнут быстрее, что существенно влияет на оценку 
цитогенетического воздействия. В этой связи отметим, что количество микроядер существенно 
варьирует в зависимости от анализируемой гемопоэтической ткани, что и диктует целесообразность 
оценки нестабильности генома методом анализа микроядер, как и полихроматофильных (молодых), 
так и нормохроматофильных (более зрелых) эритроцитарных клетках амфибий. 
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