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Во второй части обзора приведены примеры использования цитомного анализа как на лимфоцитах периферической крови, так и на эпителиоцитах 
человека при изучении профессиональных рисков, а также воздействия на геном таких вредных привычек, как употребление алкоголя и табака. 
Большое внимание уделено применению цитомного анализа в эколого-гигиенических исследованиях при изучении влияния на население как природных, 
так и антропогенных, особенно производственных, факторов. Подробно изложен метод цитомного анализа на первичной культуре лимфоцитов 
периферической крови человека в условиях цитокинетического блока (CBMN-cyt тест) в его современном состоянии, а также кратко отражена 
история его развития. Разобран также метод цитомного анализа на буккальных эпителиоцитах человека (BMN-cyt). В обзоре приведены микро-
фотографии нарушений клетки, являющихся показателями этих тестов. При подборе литературы использованы базы данных PubMed, Web of 
Science, ResearchGate, Scopus, eLibrary.
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МЕТОДЫ ГИГИЕНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Нестабильность генома имеет огромное значение для 
понимания природы и механизмов патологических процес-
сов, в том числе в организме человека. Нарушения генети-
ческого аппарата являются важнейшим результатом небла-
гоприятного воздействия внешних факторов на организм, 
а следовательно, показатели нестабильности генома могут 
служить биомаркерами при изучении опасности различных 
воздействий. В частности, цитомный анализ находит широ-
кое применение при оценке профессиональных рисков. Так, 
повышение частоты микроядер (МЯ) в лимфоцитах пери-
ферической крови и буккальных эпителиоцитах выявлено 
у медицинских работников, подвергающихся воздействию 
закиси азота в операционных [1] и противоопухолевых пре-
паратов [2, 3]. Данные ряда цитогенетических исследований 
указывают на повышенный уровень повреждений ДНК, в 
том числе с образованием МЯ, у медицинских работников, 
подвергающихся хроническому воздействию низких доз 
ионизирующего излучения при выполнении диагностиче-
ских процедур [4]. В исследовании [5] выявлено достоверное 
увеличение частоты МЯ в культуре лимфоцитов перифери-
ческой крови работников ядерной медицины, подвергаю-
щихся хроническому ионизирующему излучению от 1,2 до 
48,56 мЗв, в период работы по сравнению с отпускным пери-
одом. Увеличение показателей генотоксического и цитоток-
сического воздействия рабочей среды отмечалось у рабочих 
добывающей и деревообрабатывающей промышленности 
[6, 7], у подвергающихся воздействию цементной пыли [8] и 
пестицидов [9], у сварщиков [10], причём в последнем слу-
чае возрастание частоты МЯ и показателей цитотоксичности 
ассоциировалось с повышенным содержанием некоторых 
тяжёлых металлов в биологических жидкостях испытуемых. 
Повышенная частота ядерных аномалий была найдена у лиц, 
занятых на сборе и переработке мусора в Бразилии [11]. Нуж-
но отметить, что для исследований в этой области наиболее 
эффективным часто оказывается анализ клеток буккального 
и назального эпителия, что связано с ингаляционным путём 
воздействия токсических веществ [2].

Активно изучается поступление токсикантов в организм 
человека при потреблении алкоголя, курении и их негатив-
ное влияние на состояние стабильности генома. Например, 
исследование с участием 200 человек выявило значимо более 
высокую частоту МЯ в буккальных эпителиоцитах у людей, 
жующих табак, по сравнению с курильщиками и контроль-
ной группой [12]. Частота МЯ повышалась с увеличением 
продолжительности и интенсивности потребления табака 
[13]. У курящих обследуемых частота МЯ и ядерных почек 
в культуре лимфоцитов крови была выше, чем у некурящих, 
при этом показатели значимо отличались только у мужчин 
[14]. На частоту этих показателей оказывало влияние коли-
чество выкуриваемых сигарет в день и количество лет куре-
ния. Обследование мужчин выявило прямую корреляцию 
частоты МЯ в лимфоцитах периферической крови и потре-
бления алкоголя [14]. Значительно более высокая частота 
МЯ в лимфоцитах периферической крови наблюдалась у 
курильщиков (р < 0,05), причём она не была связана с воз-
растом интенсивностью курения [15]. Однако в буккальном 
эпителии частота апоптотических клеток существенно по-
вышалась с увеличением возраста участников и продолжи-
тельности курения (критерий Фишера F = 8,649; р < 0,01 и 
F = 5,389; р < 0,05 соответственно). Результаты цитогенети-
ческого анализа лимфоцитов и буккальных эпителиоцитов 
в этом исследовании имели значительную положительную 
корреляцию, что указывает на взаимодополняемость этих 
тестов.

В эколого-гигиенических исследованиях цитомный ана-
лиз показал свою высокую эффективность. Благодаря от-
носительной простоте исполнения и малой инвазивности 
только этот тест и гораздо менее информативный анализ ча-
стоты аберраций хромосом позволяют изучать генотоксиче-
ские эффекты на больших когортах людей. Можно сказать, 
в этой области применение цитомного анализа стало рутин-
ным. Приведём лишь несколько примеров подобных иссле-

дований. Sordo и соавт. изучали влияние возросшего уровня 
пыли в метро г. Мехико на беременных женщин и новорож-
дённых. Авторы определяли ассоциацию частоты генетиче-
ских повреждений в лимфоцитах пуповинной крови и пери-
ферической крови матерей с уровнем экспозиции матери к 
мелкодисперсным взвешенным частицам РМ2,5 (размером 
менее 2,5 мкм) и РМ10 (менее 10 мкм) в течение последнего 
месяца беременности. Была обнаружена статистически зна-
чимая положительная ассоциация частоты МЯ в пуповин-
ной крови с уровнем РМ2,5 на станциях метро вблизи места 
проживания матери. Помимо этого частота МЯ в лимфоци-
тах как материнской, так и пуповинной крови была выше в 
образцах, отобранных в сухой сезон (более высокое содержа-
ние взвешенных веществ в атмосферном воздухе), чем в до-
ждливый. Авторы делают вывод, что РМ2,5 способны прони-
кать через плаценту и вызывать генетические повреждения в 
клетках эмбриона, что повышает вероятность заболеваний в 
дальнейшем – в детстве или во взрослой жизни [16].

Подобным образом в исследовании, проведённом во 
Вьетнаме в местности, загрязнённой мышьяком, показано, 
что частоты МЯ и разрывов ДНК в лимфоцитах пуповинной 
крови ассоциируют с уровнем мышьяка как в пуповинной 
крови, так и в организме матери [17].

Многочисленные работы посвящены сравнению частот 
генетических повреждений у лиц, проживающих в районах 
с высоким уровнем загрязнения (как от природных, так и от 
производственных источников), и жителей «чистых» рай-
онов. Так, в Бразилии у жителей местности, богатой мине-
ральными ресурсами и имеющей высокую природную радио-
активность, отмечали значительное увеличение частот МЯ 
и ядерных аномалий – ядерных почек, двуядерных клеток, 
клеток с пикнозом ядра. Авторы связывают с этим высокий 
уровень онкологических заболеваний в данном районе [18].

Аналогичным образом в Колумбии у лиц, живущих вбли-
зи угольных карьеров, частоты МЯ в лимфоцитах оказались 
значительно повышены, причём большая часть МЯ содер-
жала целую хромосому (анеугенный эффект), хотя наблюда-
лись и МЯ лишь с фрагментом хромосомы. Была выявлена 
высокозначимая корреляция уровня РМ2,5 с частотой МЯ. 
Авторы делают вывод о том, что РМ2,5 представляют наи-
больший риск для здоровья людей, живущих вблизи откры-
тых угольных карьеров [19].

В районе добычи свинца содержание свинца в крови де-
тей оказалось в полтора раза выше, чем в группе сравнения, 
хотя и оставалось значительно ниже максимально допусти-
мого уровня. С этим показателем коррелировала частота МЯ 
в лимфоцитах, превышая таковую у детей из группы срав-
нения более чем вдвое. При этом МЯ были как центромер-
положительные, так и центромер-отрицательные, причём у 
экспонированных детей вклад центромер-положительных 
МЯ в общее число МЯ оказался существенно повышен, что 
позволяет говорить об анеугенном действии свинца [20].

В исследовании влияния химической нагрузки на уро-
вень цитогенетических нарушений у городского населения 
(с индексом загрязнения атмосферы 10,3 по содержанию 
формалина, бенз(а)пирена и диоксидов азота) отмечен бо-
лее высокий уровень частоты буккальных эпителиоцитов 
с МЯ и протрузиями по сравнению с условно-контроль-
ной группой сельских жителей [21]. В группе школьников 
11–13 лет, проживающих в областном центре, в атмос-
ферном воздухе которого содержится ряд загрязняющих 
веществ в концентрациях, превышающих ПДК, выявлено 
достоверное повышение буккальных эпителиоцитов с МЯ, 
протрузиями, апоптозными телами и двуядерных клеток 
по сравнению с учащимися этой же возрастной категории, 
проживающими в посёлке [22]. Показано повышение уров-
ня цитогенетических нарушений у детей, проживающих в 
более загрязнённом районе крупного центра чёрной ме-
таллургии, выявлена высокая достоверная связь кариоло-
гических показателей с некоторыми химическими загряз-
нителями атмосферного воздуха [23]. Количество клеток с 
цитогенетическими изменениями (МЯ и протрузии) у детей,  
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ных с действием комплексов внешних факторов, в частности 
производственных; 3) для изучения особенностей и механиз-
мов формирования индивидуальной чувствительности гено-
ма человека в норме и при различных патологиях [41]. Тест 
CBMN был разработан Fenech и Morley в 1985 году [42]. Суть 
метода состоит в остановке деления клеток в культуре на 
стадии цитокинеза с помощью цитохалазина В, ингибитора 
формирования веретена деления. В результате клетки, про-
шедшие одно митотическое деление, становятся двуядерны-
ми, при этом сохраняя способность к дальнейшему делению 
ядер. Это даёт возможность учитывать маркеры нестабиль-
ности генома только в клетках, прошедших в культуре лишь 
один митоз, что позволяет получить более чёткий результат, 
особенно в случае цитостатического действия изучаемого 
агента [43] (рис. 1, микрофото 1, см. на вклейке).

Первоначально предполагалось учитывать только уро-
вень МЯ и НПМ (см. рис. 1, микрофото 2, 3, см. на вклейке) 
в двуядерных клетках – показатель, характеризующий гено-
токсичность, но позже спектр показателей был существенно 
расширен. Стала очевидной необходимость включить в ана-
лиз учёт «ядерных почек» (иначе – протрузии типа «разбитое 
яйцо») (см. рис. 1, микрофото 4, см. на вклейке), так как они 
являются механизмом элиминации амплифицированной 
ДНК и, вероятно, ДНК-репаративных комплексов [44, 45].

Дополнительную информацию даёт учёт частоты МЯ 
в одноядерных клетках, характеризующей уровень пред-
существующих генетических повреждений в лимфоцитах 
донора [46] (см. рис. 1, микрофото 5). В дальнейшем стали 
учитывать частоту полиядерных клеток (см. рис. 1, микрофо-
то 6–8), исходя из предположения, что такие клетки успели 
пройти два или более митотических цикла и, таким образом, 
являются ускоренно делящимися [47]. Строго говоря, по-
лиядерные клетки могут возникать в результате аномальных 
полифокальных митозов [48], но в любом случае они пред-
ставляют собой один из признаков генетической нестабиль-
ности. Соотношение частот одно-, дву- и полиядерных кле-
ток характеризует пролиферативные способности клеток в 
данной культуре [41, 47]. Eastmond и Tucker предложили для 
оценки пролиферативного потенциала культуры использо-
вать такой показатель, как индекс деления ядер (NDI):

NDI = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4)/N,

где М1–М4 – количество клеток с 1–4 ядрами, N – общее 
количество учтённых живых клеток [49].

Наконец, учёт клеток в состоянии апоптоза и некроза 
(см. рис. 1, микрофото 9, 10) даёт возможность определять 
интенсивность гибели клеток [46]. Таким образом, в совре-
менном виде CBMN-cyt тест позволяет оценивать целый 
комплекс генотоксических и цитотоксических эффектов, 
таких как разрывы, перестройки и потери хромосом, ам-
плификация генетического материала, частоты некроза и 
апоптоза, цитостатическое действие и воздействие на про-
лиферацию клеток [50], что выводит этот тест на уровень 
цитомного анализа.

В соответствии с международными методическими ре-
комендациями, разработанными для применения этого 
теста на ФГА-стимулированных лимфоцитах крови че-
ловека [47, 51], фиксация культуры проводится в момент, 
когда максимальное число клеток прошло только один 
митоз и, следовательно, содержит два ядра. При этом в 
культуре всегда присутствует значительное число одно-
ядерных клеток. Это клетки либо не ответившие на мито-
генный сигнал, либо успевшие поделиться до добавления 
цитохалазина В. Кроме того, в заметном количестве встре-
чаются полиядерные клетки.

Основным показателем, регистрируемым в этом методе, 
остаётся частота генетических повреждений (МЯ и НПМ) 
в двуядерных клетках. Разработаны критерии учёта этих 
структур [52].

Как отмечалось выше, учёту подлежат также ядерные 
почки. В ряде исследований показано, что ядерные почки 

живущих в районах, загрязнённых диоксинами, было увели-
чено наряду с ускорением процесса пролиферации и замед-
лением процесса апоптоза [24]. Изученные параметры не за-
висели от возраста и пола. У детей, проживающих в условиях 
загрязнения почвы нефтепродуктами на уровне 1%, отмече-
но достоверное повышение частоты буккальных эпителио-
цитов с МЯ в 5 раз, апоптического индекса – в 3 раза, клеток 
с двумя и более ядрами – в 1,6 раза [25].

В вулканической области Португалии с гидротермальной 
системой концентрация радона в помещении положитель-
но коррелировала с частотой буккальных эпителиоцитов с 
МЯ у местных жителей [26]. У детей, проживающих в рай-
оне с высоким содержанием радона, в эпителиоцитах сли-
зистой оболочки щеки выявлено значительное увеличение 
числа двуядерных клеток, суммарной частоты клеток с МЯ 
и протрузиями, ядерными вакуолями, пикнотических ядер 
и апоптозных тел по сравнению с группой сравнения [27].  
Частота ядерных нарушений в клетках буккального эпите-
лия соответствовала частоте аберраций метафазных хромо-
сом в лимфоцитах периферической крови.

У детей младшего школьного возраста, проживающих в 
пяти городах Италии, частота МЯ в буккальных эпителио-
цитах оказалась выше в городах с более загрязнённым воз-
духом, причём средняя частота МЯ зимой была почти вдвое 
выше, чем поздней весной [28].

В городе с целлюлозно-бумажным производством (ЦБП) 
(г. Коряжма) изучали эффекты нестабильности гено-
ма в лимфоцитах и клетках буккального эпителия у детей  
8–9 лет. Результаты исследования выявили значимое 
снижение основных показателей нестабильности гено-
ма в лимфоцитах крови, включая частоты клеток с МЯ и  
нуклеоплазменными мостами (НПМ), частоту апоптоза и 
изменение спектра клеточных популяций, по мере удале-
ния от ЦБП школ, которые посещали обследованные дети. 
В то же время в буккальных эпителиоцитах статистически 
значимой оказалась только разница частот клеток с кон-
денсированным хроматином, причём и этот показатель был 
максимальным у учащихся школ, ближайших к ЦБП [29].

В связи с вышеизложенным становится очевидной ак-
туальность выявления в окружающей среде потенциально 
канцерогенных веществ. На основании исследований, про-
ведённых в г. Магнитогорске, Ингель Ф.И. и Легостаева Т.Б. 
с соавт. предложили алгоритм, позволяющий выбирать та-
кие вещества. Суть подхода состоит в анализе корреляций 
между составом загрязнения изучаемого компонента среды 
и генотоксическими эффектами у населения. Обнаружение 
высокозначимых корреляционных связей позволяет пред-
положить у конкретных веществ потенциальную мутаген-
ную и/или канцерогенную активность [30].

Лимфоциты периферической крови человека оказались 
удобной суррогатной тканью для изучения эффектов неста-
бильности генома как при самых разных заболеваниях, так 
и при различных воздействиях [31–35]. Помимо этого осо-
бое значение при обследованиях человека приобретает учёт 
МЯ в клетках буккального эпителия [36], а также в слущива-
ющихся эпителиальных клетках других органов (например, 
уротелиального эпителия, эпителия шейки матки, назально-
го эпителия) [37–39]. Эти органы являются «пограничными» 
между организмом и внешней средой и первыми принима-
ют на себя удар повреждающих воздействий [39]. При этом 
очень существенно, что отбор проб для исследования – про-
цедура неинвазивная.

И все же, пожалуй, в настоящее время наиболее широ-
ко используется метод цитомного анализа на первичной 
культуре лимфоцитов человека, культивируемых в условиях 
цитокинетического блока (тест CBMN-cyt) [40, 41]. В на-
стоящее время этот метод применяется для решения широ-
кого круга задач: 1) для выявления токсических эффектов 
и изучения механизмов действия отдельных физических, 
химических или биологических факторов и их сочетаний на 
клетки крови здоровых доноров in vitro; 2) для оценки одного 
или нескольких показателей нестабильности генома, связан-
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деления ядер, тогда как показатели, отражающие генетиче-
ские повреждения, различались в несколько раз, а иногда и 
на порядок. Тем не менее все счётчики зафиксировали уве-
личение частот всех типов повреждений клеток в зависимо-
сти от дозы облучения, что говорит о применимости метода 
при изучении генотоксических воздействий. Авторы наста-
ивают на необходимости «калибровать» счётчики с исполь-
зованием стандартного набора стёкол или изображений, а 
также на обязательном использовании внутрилабораторных 
положительных и отрицательных контролей для получения 
сопоставимых результатов исследований [51].

Впоследствии та же группа авторов организовала анало-
гичное международное исследование и на буккальных эпи-
телиоцитах как здоровых людей (контрольная группа), так и 
больных раком, проходящих курс радиационной терапии [58].  
Предварительно был предложен расширенный протокол 
проведения цитомного анализа на клетках буккального 
эпителия (BMNcyt), предусматривающий помимо пока-
зателей генотоксичности в дифференцированных клетках  
(МЯ, ядерные почки) (рис. 2, микрофото 1–3, см. на вклейке)  
учёт двуядерных клеток (считаются признаком наруше-
ния цитокинеза) (см. рис. 2, микрофото 4, см. на вклейке),  
а также клеток на разных стадиях клеточной гибели (клетки 
с конденсацией хроматина, кариорексисом, пикнозом ядра и 
кариолизисом) (см. рис. 2, микрофото 5–9, см. на вклейке).  
Помимо этого предполагалось определять частоты эпи-
телиоцитов на разных стадиях дифференциации [59].  
При сравнении результатов анализа одних и тех же проб 
разными лабораториями наибольшая вариабельность на-
блюдалась при определении стадий дифференциации и 
гибели клеток, в то же время все лаборатории фиксирова-
ли значительное увеличение частот МЯ, ядерных почек и 
двуядерных клеток вследствие радиационного облучения. 
Наиболее близки оказались результаты определения часто-
ты МЯ в дифференцированных одноядерных и двуядерных 
клетках, а также частот одно- и двуядерных клеток. При 
этом воспроизводимость результатов внутри одной лабора-
тории была высокой. По итогам этого исследования авторы 
также рекомендуют проводить «калибрование» счётчиков 
в случае совместных работ в нескольких исследователь-
ских центрах [58]. Конечная цель этих программ состоит в 
том, чтобы анализ МЯ (по утверждённым протоколам) стал 
обычной диагностической практикой в актуальных парадиг-
мах и стратегиях профилактики заболеваний нового тысяче-
летия, основанных на персонализированной профилактике 
повреждения ДНК [60].

Следует отметить, что в нашей стране подобные сличи-
тельные исследования не проводились, хотя в перспективе 
применения цитомного анализа как в медицинских обследо-
ваниях, так и в эколого-гигиеническом мониторинге необ-
ходимость такой работы очевидна.

могут служить серьёзным прогностическим показателем, 
особенно при изучении злокачественных новообразо-
ваний [53, 54]. Помимо этого определяется также спектр 
клеточных популяций, то есть соотношение одно-, дву- и 
полиядерных клеток, на основании чего вычисляется ин-
декс репликации ядер, а также частоты клеток в процессе 
апоптоза и некроза.

Общепринятый протокол не предполагает учёта МЯ в 
полиядерных клетках. Однако в ряде исследований показа-
но, что уровень повреждений генома в полиядерных клет-
ках (см. рис. 1, микрофото 11, 12) оказывается значительно 
более чувствительным показателем, чем таковой в клетках 
двуядерных. В некоторых случаях он может оказаться реша-
ющим при оценке генотоксичности воздействия [41, 55, 56]. 
Как размер популяций полиядерных клеток в культуре, так и 
частота МЯ в них резко возрастают под действием геноток-
сической нагрузки. Более того, в наших исследованиях были 
установлены корреляции числа клеток различной ядерно-
сти и уровней генетических повреждений в них с важными 
показателями физиологического состояния организма [41]. 
Надо отметить, что ещё в 2000 году. Fenech обсуждал тео-
ретическую возможность повышения частоты МЯ при про-
хождении клетками в культуре более одного деления – в том 
случае, если генотоксическое воздействие индуцирует гене-
тическую нестабильность в дочерних клетках [43]. Всё это 
говорит о недооценённости значения полиядерных клеток 
при изучении генетической нестабильности.

Неоднократно предпринимались попытки оценить со-
поставимость результатов CBMN-теста, полученных в 
разных лабораториях. В одном из таких исследований был 
отмечен широкий разброс спонтанных частот двуядер-
ных клеток с МЯ, зафиксированных в 25 лабораториях из  
16 стран. В значительной степени такой разброс может быть 
объяснён расхождениями в деталях постановки экспери-
мента и критериях учёта [57]. Но несмотря на расхождения, 
почти во всех исследованиях отмечалось увеличение частоты 
двуядерных клеток, содержащих МЯ, с возрастом донора, 
а также гендерный эффект: частота клеток с МЯ у женщин 
была в среднем на 19% выше, чем у мужчин. В дальнейшем 
под руководством Fenech был разработан и проведён бес-
прецедентный международный проект с целью унификации 
результатов проводимых исследований. В ходе этого экспе-
римента препараты, полученные из одной и той же культу-
ры клеток, подвергнутой гамма-облучению в разных дозах, 
анализировали в 34 лабораториях из 21 страны [51]. Для про-
ведения этого анализа были разработаны критерии учёта по-
казателей, упомянутые выше, а также определён стандарт-
ный набор статистических методов для оценки результатов.  
Несмотря на отсутствие методических расхождений, раз-
ница в полученных данных оказалась весьма значительной. 
Наименьшие ошибки выявились при определении индекса 
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