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Аннотация
Обоснование. В настоящее время изменение окружающей среды при 

нефтегазодобыче на Северном Каспии контролируется при проведении ло-
кального экологического мониторинга, обязательность которого определена 
Федеральными нормами и правилам. Среди маркеров оценки состояния гид-
робионтов выделяют биохимические и цитогенетические. 

Цель. Oценка цитогенетических показателей и маркёра оксидативного 
стресса у бычка-песочника, отловленного в местах ликвидированных сква-
жин ООО «ЛУКОЙЛ-Нижневолжскнефть».

Материалы и методы. Исследование проведено на 308 экземплярах рыб. 
Цитогенетические нарушения исследовали микроядерным тестом. Интенсив-
ность ПОЛ в тканях печени оценивали по уровню накопления МДА. Результаты 
обработаны статистически с помощью программ «Microsoft Office Excel 2007».

Результаты. Средняя частота встречаемости эритроцитов с микроядрами 
у рыб на отдельных участках превышала уровень при спонтанном мутагенезе, 
и составляла 0,25%. Отмечали повышенное содержание МДА в гепатоцитах. 
Проведенный анализ между показателями оксидативного стресса и количе-
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ством микроядер позволяет сделать вывод, что образование микроядер после 
воздействия свободных радикалов может являться адаптивной реакцией на 
данный стрессовый фактор в условиях обитания.

Заключение. Полученные результаты биохимического и цитогенетического 
исследования свидетельствуют о наличии у рыб двух одновременно протекаю-
щих патологических процессов. С одной стороны, повышение интенсивности 
процессов свободнорадикального окисления, с другой, нестабильность генома с 
повышенным числом цитогенетических перестроек. Следовательно, дестабили-
зация генома происходит на фоне активации свободнорадикальных процессов, 
и в условиях повышения уровня МДА более 65 нмоль значительно возрастает 
мутагенное действие свободных радикалов на геном. 
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генетический мониторинг
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Abstract
Background. Currently, environmental changes during oil and gas production 

in the Northern Caspian Sea are controlled through local environmental monitoring, 
the obligation of which is determined by Federal Standards and Regulations. 
Biochemical and cytogenetic markers are distinguished among the markers for 
assessing the state of aquatic organisms. 

Purpose. Assessment of cytogenetic parameters and markers of oxidative 
stress in a monkey goby captured at the sites of liquidated wells by «LUKOIL-
Nizhnevolzhskneft».
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Materials and methods. The study was conducted on 308 fish specimens. 
Cytogenetic disorders were investigated by a micronucleus test. The intensity of 
POL in liver tissues was assessed by the level of accumulation of MDA. The results 
were processed statistically using Microsoft Office Excel 2007 software.

Results. The average frequency of occurrence of erythrocytes with micronuclei 
in fish in some areas exceeded the level of spontaneous mutagenesis, and amounted 
to 0.25%. An increased content of MDA in hepatocytes was noted. The analysis 
between the indicators of oxidative stress and the number of micronuclei allows us 
to conclude that the formation of micronuclei after exposure to free radicals may 
be an adaptive response to this stress factor in living conditions.

Conclusion. The obtained results of biochemical and cytogenetic studies 
indicate the presence of two simultaneous pathological processes in fish. On the 
one hand, an increase in the intensity of free radical oxidation processes, on the 
other, genome instability with an increased number of cytogenetic rearrangements. 
Consequently, the destabilization of the genome occurs against the background of 
activation of free radical processes, and with an increase in the level of MDA above 
65 nmol, the mutagenic effect of free radicals on the genome increases significantly. 

Keywords: MDA; micronuclei; erythrocytes; oxidative stress; genetic 
monitoring
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Введение
Создание Единой системы государственного экологического мони-

торинга направлено на защиту окружающей среды. Одной из ключевых 
задач этого мониторинга является регулярное отслеживание состояния 
окружающей среды, включая компоненты природной среды и естествен-
ные экосистемы, а также наблюдение за процессами, явлениями и изме-
нениями, происходящими в этой среде. Оценка состояния окружающей 
среды в местах размещения объектов нефтегазодобычи дается на основе 
анализа как химического состава морской воды, так и изменений био-
химических показателей ихтиофауны, обитающей в местах расположе-
ния нефтегазодобывающей отрасли. Привлечение широкого комплекса 
биохимических показателей позволяет выявить механизмы воздействия 
поллютантов на определенные звенья метаболизма, провести раннюю ди-
агностику токсикозов, определить основные загрязнители и степень их 
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токсичности для гидробионтов [6]. Среди биохимических показателей ре-
зультативными являются оценка интенсивности протекания перекисных 
процессов в организме рыб, прежде всего в печени. Изменение качества 
воды способно усиливать окислительный стресс у гидробионтов, который 
можно отслеживать с помощью различных показательных маркеров [7]. 
Печень в силу своих функциональных особенностей, быстрее других ор-
ганов реагирует на изменение условий внешней среды и действие токси-
ческих агентов. Оценивая ряд биохимических показателей гепатоцитов, в 
частности уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ), можно судить 
о степени адаптационных или патологических изменений в печени. Вы-
сокое содержание вторичного продукта ПОЛ – малонового диальдегида 
(МДА), свидетельствует о сниженной активности антиоксидантной защи-
ты в гепатоцитах, и как следствие, повышении вероятности развития в 
клетках патологических процессов.

МДА образовывается в процессе свободно-радикального окисления по-
линенасыщенных жирных кислот, которые содержаться в фосфолипидах 
клеточных мембран, происходит это под воздействием активных форм кис-
лорода (АФК). При этом малоновый диальдегид является высокотоксиче-
ским соединением, вызывающим полимеризацию белков, разрушение ДНК, 
модификацию липидного слоя клеточных мембран [9]. Процессы перекисно-
го окисления липидов являются общебиологическими и играют ключевую 
роль в метаболизме, приводя к повышению проницаемости клеточных мем-
бран и, в итоге, к цитолизу. Накопление продуктов ПОЛ замедляет клеточ-
ное деление, вызывает сужение сосудов и ухудшает кровоснабжение тканей. 
Супероксид и другие активные формы кислорода, присутствующие в нор-
мально работающих клетках, выполняют функции посредников, участвуют 
в сигнальной трансдукции и помогают поддерживать окислительно-восста-
новительный баланс клеток и уровень ионов кальция. Однако их избыток 
приводит к окислительной модификации белков, активации процессов ПОЛ 
в мембранах, инактивации ферментов и повреждению ДНК [11].

Метод учета микроядер в клетках крови для оценки нестабильности 
генома является наиболее чувствительным [8]. Так в работах таких авто-
ров, как Крюков В. И., Кочкарёв П. В.  приводятся результаты исследова-
ния частоты микроядер в клетках крови 9 видов рыб из пресных водоёмов 
полуострова Таймыр (0-0,15%) [5]. Другими авторами приводятся данные 
о встречаемости эритроцитов с микроядрами и с повреждениями ДНК, 
выявляемыми методом ДНК-комет, у леща Abramis brama и серебряного 
карася Carassius gibelio дельты р. Волга в сентябре 2021 г. В результатах 
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данного исследования авторы не отмечают повышенной частоты встреча-
емости клеток с микроядрами [3].

В литературных источниках имеется достаточно много информации по 
частоте встречаемости эритроцитов с микроядрами. В работе Крюкова В. 
И.  анализ частот клеток с микроядрами по местам вылова рыб (незави-
симо от их видовой принадлежности) показал, что минимальные часто-
ты клеток с микроядрами обнаружены у рыб из Енисея в районе посёлка 
Ананьи-но (0,04%). Несколько выше были частоты аберрантных клеток в 
крови рыб из озера Кета и Ла-даннах (0,05 и 0,06, соответственно). Мак-
симальная частота (0,10%) аномальных клеток обнаружена у рыб, отлов-
ленных в Енисее у посёлка Потапово. Более чем двукратные различия в 
частотах микроядер у рыб, отловленных в Енисее на участках, разделён-
ных всего 170-200 километрами, автор объясняет разным видовым соста-
вом выборок [5].

Согласно литературным данным все большую роль в образовании ми-
кроядер отводят эпигенетическим процессам. Вероятно, что гипометили-
рование ДНК в центромерной области может модифицировать платформу 
для правильной ориентации кинетохор и прикрепления к веретену, что 
приводит к неправильной сегрегации хромосом и образованию микро-
ядер. Такая гипотеза в основном подтверждается проводимыми экспе-
риментами с участием активаторов/ингибиторов метилирования ДНК, 
которые влияют на образование микроядер. Например, обработка фи-
бробластов человека S-аденозилметионином (SAM) снижает частоту ми-
кроядер, вызываемого арсенитом натрия [15]. Генотоксичность мышьяка 
характеризуется образованием свободных радикалов, изменениями в пат-
тернах метилирования ДНК, ингибированием репарации ДНК и образова-
нием микроядер. Следует заметить, что в этом исследовании SAM снизил 
уровень микроядер, индуцированных мышьяком [15]. Эти литературные 
данные позволяют судить об эпигенетических механизмах образования 
микроядер. Таким образом, образование микроядер индуцируется эпи-
генетически, главным образом, за счет потери метилирования ДНК. В 
частности, гипометилирование гетерохроматина в перицентрических об-
ластях связано с деконденсацией хроматина, что приводит к неправильно-
му разделению хромосом и обособлению микроядер; тогда как глобальное 
гипометилирование связано с несвязанным хроматином, повышенной экс-
прессией генов, повышенным повреждением ДНК и разрывами хромосом, 
вследствие чего образуются микроядра из ацентрических фрагментов хро-
мосом [15]. 
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Цель исследования – оценить уровень цитогенетических показателей 
и маркёра оксидативного стресса у бычка-песочника (N. fluviatilis), оби-
тающего в местах ликвидированных поисково-оценочных скважин ООО 
«ЛУКОЙЛ-Нижневолжскнефть» в мелководной части Северного Каспия, 
в рамках программы производственного экологического контроля и мо-
ниторинга. 

Материалы и методы исследования
Работа выполнялась в рамках научно-исследовательской работы «Про-

ведение физиологических исследований гидробионтов в районах поис-
ково-оценочного бурения на ЛУ ООО «ЛУКОЙЛ-Нижневолжскнефть» в 
2022-2023 гг.»» на базе лаборатории «Биомедицины, физиологии и генети-
ки» Астраханского государственного университета имени В.Н. Татищева. 
Материал для исследования был собран в ходе экспедиционных выездов 
на мелководную часть Северного Каспия (табл.1), доставлен в лаборато-
рию в замороженном виде. 

Таблица 1.
Точки отбора проб в мелководной части Северного Каспия

Координаты
Полигон Широта Долгота
2 44,90830 48,94943
4 44,91783 48,96457
5 44,92013 48,96760
6 44,92322 48,97230
7 44,91952 48,95890
8 44,92283 48,95862
9 44,92723 48,95862
10 44,92910 48,99507
11 44,90547 48,95892
12 44,90800 48,95850
13 44,90098 48,95862
14 44,89780 48,99241
15 44,89777 48,92926
16 44,92896 48,93570

Интенсивность перекисного окисления липидов в гепатоцитах опреде-
ляли по уровню накопления вторичных продуктов. Концентрацию МДА 
оценивали спектрофотометрическим методом, основанном на образова-
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нии окрашенного комплекса МДА с тиобарбитуровой кислотой при на-
гревании [10].

Исследование проведено на 308 экземплярах рыб. Цитогенетические 
нарушения исследовали в эритроцитах периферической крови микроядер-
ным тестом (OECD Test №474, 2016). Каплю крови наносили на чистое 
сухое предметное стекло и покровным стеклом готовили мазок. Препараты 
высушивали на воздухе в течение нескольких часов. Свежие высушенные 
мазки фиксировали 90% этиловым спиртом. Сухие препараты окрашивали 
красителем Гемокрафикс. Для исследования уровня эритроцитов с микро-
ядрами осматривали по 1-2 препарата от каждого образца. В каждом слу-
чае анализировали 10000 эритроцитов. Число эритроцитов с микроядрами 
выражали в %. За микроядра принимали хроматиновое тело округлой или 
овальной формы с гладким непрерывным краем, размером не более 1/3 
ядра, лежащее четко отдельно от ядра, не преломляющее свет, имеющее 
интенсивность окрашивания и рисунок хроматина, как у основного ядра, 
и находящееся в одной плоскости с ядром.

Результаты обработаны статистически с помощью программ «Microsoft 
Office Excel 2007» и «Statistica 10», достоверность оценивали по критерию 
Стьюдента. При статистической обработке данных вычисляли средние 
значения и их ошибку. Достоверность различий оценивали при p ≤ 0.05.

 Результаты и обсуждение
О степени окислительного стресса судили по накоплению (МДА), кото-

рый является цитотоксическим продуктом перекисного окисления липидов 
и индикатором последующего повреждения тканей. Среднее значение на-
копления МДА в печени бычков по всем полигонам в 2023 году снизилось 
относительно 2022 г. В 2023 г. не было отмечено сверх высоких показате-
лей МДА в печени рыб. В то время как на полигоне 3 в 2022 г. средний по-
казатель содержания вторичного продукта ПОЛ превышал 110,0 нмоль. На 
полигонах 10 и 13 показатель МДА был на одном уровне в 2022 г. и состав-
лял 71,73 и 71,44 нмоль соответственно. Низкие значения этого продукта 
отмечены на полигонах 4 и 15 в 2022 г. В 2023 г. уровень МДА превышал 
условную физиологическую норму (60 нмоль) на четырёх полигонах. На 
полигоне 1 зафиксирован самый низкий уровень МДА – 7,27 нмоль. 

На рисунке 1 представлена диаграмма накопления МДА в печени и 
микроядер в эритроцитах периферической крови рыб за годы исследова-
ния, а с помощью регрессионного анализа построена трендовая модель с 
коэффициентом аппроксимации R2 =0,6797 в 2022 г. и R2 =0,6232 в 2023 г.
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Рис. 1. Изменения накопления МДА в печени и МЯ в эритроцитах                                   
бычковых рыб Северного Каспия

Доля эритроцитов с микроядрами у бычка-песочника (N. fluviatilis), 
обитающего в Северном Каспии, несколько превышала значения, указан-
ные в литературных данных, согласно которым в норме частота встреча-
емости клеток с микроядрами при спонтанном мутагенезе равна 0,5-1‰ 
и составила 1,2±0,21‰. Данные показатели свидетельствует о начальных 
развивающихся патологических процессов в кроветворных клетках рыб.

Рис. 2. Эритроциты с микроядрами в периферической крови бычков, ув.×1000

Обнаруженные цитогенетические нарушения указывают на дестабили-
зацию генома проанализированных рыб. Нестабильность может возникать 
из-за увеличенной генерации эндомутагенов, что приводит к поврежде-
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нию метаболических процессов и, как следствие, к росту числа клеток с 
цитогенетическими изменениями.

Неспецифические биомаркеры не указывают на конкретную причину 
эффекта, но отражают общий, комплексный характер комбинированного 
воздействия. К такому типу биомаркеров относят показатель, указываю-
щий на развитие в клетке состояния окислительного стресса: продукты 
перекисного окисления липидов ПОЛ (малоновый диальдегид). В свою 
очередь уровень клеток крови с микроядрами может быть удобным био-
маркером ранних эффектов генотоксических веществ. Наши исследования 
подтверждают, что уровень клеток с цитогенетическими нарушениями у 
гидробионтов зависит от активности образования продуктов перекисного 
окисления липидов - малонового диальдегида. 

Результаты биохимического и цитогенетического исследований пока-
зывают, что у изученных рыб наблюдаются два одновременно протекаю-
щих патологических процесса. С одной стороны, отмечается увеличение 
интенсивности свободнорадикального окисления, а с другой - нестабиль-
ность генома с повышенным количеством цитогенетических перестроек. 
Это указывает на то, что дестабилизация генома происходит на фоне ак-
тивизации свободнорадикальных процессов, и при уровне МДА выше 65 
нмоль значительно усиливается мутагенное воздействие свободных ради-
калов на геном, что ведет к росту спонтанного мутагенеза - 0,21%. 

Таким образом, по уровню накопления вторичного продукта ПОЛ мож-
но судить о выраженности окислительного стресса как фактора, дестаби-
лизирующего геном.
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