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Качество кормов для сельскохозяйственной птицы напрямую зависит от 
используемого для их производства сырья – продукции растениеводства. По оценкам 
BusinesStat, в 2014-2017 гг. объем продаж химических средств защиты растений на 
российском рынке будет расти в среднем на 6,2% в год; в 2017 г. объем продаж составит 
140 000 т, что превысит уровень 2012 г. на 35% (Долгова, 2015). Химические средства 
защиты растений и другие поллютанты антропогенной природы могут кумулироваться и 
вызывать развитие кормовых токсикозов у птицы (Александров, 2000), а также, попадая 
затем в продукты питания, оказывать генотоксический эффект (Дубинин, 1977; Куринный, 
1983; Абилев и др., 2012; Kier, Kirkland, 2013). Актуальность исследования мутагенных 
свойств химических соединений обусловлена тем, что большинство мутагенных 
соединений проявляют канцерогенный эффект и представляют опасность для здоровья 
человека (Абилев и др., 2012; Poirier, 2016; Lin e.а., 2016; Roos e.а., 2016). Например, было 
показано, что пестициды в растворах легко образуют комплексные соединения с 
металлами (Saratovskikh, 1989), характеризующиеся высокой устойчивостью (Saratovskikh, 
1989; 2006; 2007). Одна из характерных черт мутагенных и канцерогенных веществ — 
способность проявлять биологическую активность даже при очень низких концентрациях. 
Это затрудняет их аналитическое определение в биологических тканях. При этом с 
помощью химических методов и анализа структуры вещества можно только 
прогнозировать, какие вещества проявят канцерогенное и мутагенное действие (Абилев  и 
др., 2012). По этой причине для анализа канцерогенности и мутагенности различных 
соединений все шире применяются биологические тесты.  

Генотоксины как наиболее опасный класс антропогенных поллютантов 
Деление, рост, дифференциация, функционирование клеток - процессы, неразрывно 

связанные с их генетическим аппаратом. Отсюда разнообразие нарушений, 
опосредованных деструктивным действием на генетический аппарат. 

Известно, что действие мутагенов - веществ, вызывающих мутации или иные 
генетические повреждения, приводит к росту числа наследственных заболеваний, 
врожденных уродств и развитию злокачественных опухолей (Kasai, 2016). 

Особая опасность мутагенных соединений заключается в том, что они могут 
вызывать значительное увеличение числа рецессивных мутаций, ведущих к тяжелым 
заболеваниям, которые не проявляются в первом поколении, но, постепенно накапливаясь, 
могут через несколько поколений вызвать "взрыв" заболеваемости у различных живых 
объектов. 

Взаимодействие поллютантов с генетическим аппаратом клеток может иметь 
следующие точки приложения: изменение конформации ДНК, нарушение процесса 
репликации ДНК, разрушение ДНК, нарушение механизмов регуляции синтеза ДНК, 
нарушение синтеза нуклеотидов, нарушение процесса репарации ДНК (Куценко, 2002). 
Токсикологическое значение веществ, влияющих на ДНК, обусловлено их  мутагенным, 
тератогенным и канцерогенным действием (Порошенко, Абилев, 1988). Повреждающее 
действие химических веществ на ДНК называется генотоксическим (Тарасов и др., 1999). 
Наиболее чувствительны к генотоксическому действию клетки, способные к делению 
(эмбриональные, герменативные, костного мозга, эпителия почек, кожи, слизистой 
желудочно-кишечного тракта и т.д.). В основе канцерогенного, тератогенного, мутагенного 
действия лежат, по сути, общие механизмы (Кирсо и др., 1988), однако превращение 
конкретного вещества в канцероген, тератоген, мутаген зависит от целого ряда условий. 

Тем не менее, для сильных мутагенов, например таких как 2,3,7,8-тетрахлор-
дибензо-n-диоксин, проникновение в организм даже единственной молекулы 
генотоксиканта может привести к пагубным последствиям. Химическое повреждение 
единичной молекулы ДНК в единичной клетке макроорганизма, при стечении 
обстоятельств, может стать причиной мутагенеза, тератогенеза, канцерогенеза (Куценко, 
2002).  

В ходе эволюции были выработаны механизмы репарации ДНК (Тарасов, 1982). 
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Репарация – это способность клетки корректировать и устранять повреждения ДНК. 
Например, метилтрансферазы принимают участие в деметилировании О-6-метилгуанина. 
Гликозилазы расщепляют связи между азотом-9 пурина, подвергшегося алкилированию, 
образуя участки депуринизированной ДНК. Фрагменты нуклеиновой кислоты, состоящие, 
как правило, из 3-4 нуклеотидов, включая депуринизированный участок, вырезаются из 
цепи с помощью эндонуклеаз. В дальнейшем удаленные фрагменты заполняются при 
участии ферментов ДНК-полимераз и встраиваются в общую цепь с помощью ДНК-лигаз. 
Сбои в этом механизме могут приводить к повреждению генетического кода клеток. Так, 
например, ингибиторы лигаз угнетают процессы репарации ДНК и повышают частоту 
мутаций (бензамид). Интоксикация некоторыми веществами сопровождается активацией 
эндонуклеаз и разрушением ДНК (Куценко, 2002). 

Классификация мутагенов 
Мутагены – это физические и химические факторы, воздействие которых на живые 

организмы приводит к появлению мутаций с частотой, превышающей уровень 
спонтанных мутаций. Для того, чтобы агент был мутагеном, он должен обладать 
определенными свойствами: во-первых, легко проникать в клетки организма, сохраняя его 
жизнеспособность, и, во-вторых, достигать ядра клетки и влиять на химическую 
структуру хромосом и происходящие в них химические процессы. 

Единой классификации мутагенов в настоящее время нет.  Одни авторы делят их на 
классы в соответствии с принципами механизма их действия, а другие – по характеру 
вызываемых ими повреждений ДНК. 

Среди классификаций первого типа наиболее популярным было разделение 
химических мутагенов на аналоги азотистых оснований, окислители, восстановители, 
свободные радикалы, акридиновые красители, гидроксиламин, алкилирующие 
соединения. Кроме того, химические мутагены пытались подразделять по способности 
действовать на хромосомы, находящиеся в состоянии покоя или в процессе репликации. К 
агентам, способным взаимодействовать с генетическим материалом неделящихся 
бактериальных клеток и вирусов, относили соединения типа гидроксиламина, некоторые 
окислители и восстановители, которые модифицируют основания без их удаления и 
образования поперечных сшивок; моно- и бифункциональные алкилирующие соединения, 
альдегиды, свободные радикалы, агенты типа митомицина С, индуцирующие разрывы  
полинуклеотидных цепей с образованием ковалентных мостиков между основаниями и 
сшивками нитей ДНК. Основными представителями мутагенов, действующих только в 
период репликации, считались аналоги оснований, а также акридины, вызывающие во 
время репликации вставку или исключение пары оснований (Шигаева и др., 1994). 

Согласно второму типу классификации (Тарасов, 1982), химические мутагены 
следует делить на индуцирующие модифицированные основания (аналоги оснований, 
азотистая кислота, четырехокись осмия, гидразины, бисульфит, гидроксиламин); 
имитирующие действие УФ-излучения (4-НХО, N-ацетоокси-ААФ, БМБА); 
присоединяющиеся к основаниям углеводородные радикалы (все алкилирущие мутагены); 
вызывающие атиминовые сайты в структуре молекулы ДНК (флеомицин, блеомицин); 
фотосенсибилизирующие (псоралены, ацетофеноны, некоторые фотоалкилирующие: 2-
пропиламин, ди-изопропанол). К химическим мутагенам относятся также некоторые 
биополимеры (чужеродные ДНК или РНК), алкалоиды и многие другие. 

К физическим мутагенам относятся все виды ионизирующего излучения (гамма- и 
рентгеновские лучи, протоны, нейтроны и др.), ультрафиолетовое излучение, высокие и 
низкие температуры. 

Мутагены, увеличивающие частоту мутаций в сотни раз (например, 
нитропроизводные мочевины), называются супермутагенами. Агенты, действию которых 
на клетки организма препятствуют его защитные механизмы, оказываются слабыми 
мутагенами (например, воздействие температуры). При длительном действии агента 
организм может приспособиться к нему за счет различных защитных адаптивных 
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механизмов. Следовательно, мутагенный эффект того или иного фактора может 
контролироваться приспособленностью к нему организма. 

В настоящее время делается попытка классификации химических мутагенов по их 
структуре и действию. К первой группе относятся высокоактивные химические вещества, 
которые могут переносить алкильные группы на другие молекулы. Сюда входят наиболее 
активные химические мутагены (иприт, формальдегид, этилметансульфонат и др.), 
которые по своему мутагенному эффекту сходны с ионизирующими излучениями 
(радиомиметики). 

Ко второй группе относятся генераторы активных форм кислорода, в том числе 
перекиси. Активным началом в данном случае являются свободные радикалы  (ОН,О2

-), 
поэтому все факторы, способствующие образованию свободных радикалов, усиливают 
мутагенный эффект перекисей. К таким факторам относятся кислород, ультрафиолетовые 
лучи, видимый свет, ионы металлов с переменной валентностью и т.д. 

Механизм третьей группы – метаболит-аналогов, заключается в замещении ими 
нормальных метаболитов в ходе обменных процессов в клетке. К этой группе относятся, 
например, различные производные пуриновых и пиримидиновых оснований - бромурацил, 
аминопурин, производные фолиевой кислоты, аминоптерин и др. 

К четвертой  группе относятся вещества, принцип действия которых еще не ясен: 
это различные минеральные соли, алкалоиды, некоторые красители и другие вещества 
(Шигаева и др., 1994). 

Существует также классификация, дифференцирующая мутагены на природные, 
производственные, пищевые, лекарственные и другие антропогенные мутагены. 

Также их можно разделить на две большие группы – истинные, или прямые, и 
непрямые, или промутагены, у которых мутагенный эффект проявляется лишь после 
метаболической активации в организме млекопитающих, насекомых и растений под 
влиянием ферментов микросом.  

Многие антропогенные поллютанты обладают генетической активностью. 
Широкий спектр генотоксинов характерен для полиароматических углеводородов (ПАУ) 
(Clapp et al., 2008; Achten, Hofmann, 2009). ПАУ – это органические соединения, для 
которых характерно наличие в химической структуре трех и более конденсированных 
бензольных колец. Основными источниками эмиссии техногенных ПАУ в окружающую 
природную среду являются предприятия энергетического комплекса, автомобильный 
транспорт, химическая и нефтеперерабатывающая промышленность. В основе 
практически всех техногенных источников ПАУ лежат термические процессы, связанные 
со сжиганием и переработкой органического сырья: нефтепродуктов, угля, древесины, 
мусора, пищи, табака и др. Для некоторых ПАУ характерен особый элемент структуры 
молекулы, так называемая bay-область, которая легко окисляется с образованием 
способного реагировать с ДНК эпоксида. Данная реакция катализируется 
микросомальными оксидазами, поэтому для проявления гентоксичности и 
канцерогенности ПАУ необходима метаболическая активация.  

Не меньший вклад в рост генотоксичности среды вносят галогенорганические 
соединения: полихлорированные бифенилы (ПХБ), полибромированные бифенилы (ПББ), 
фосфорорганические соединения.  

Наиболее опасными из хлоорганических соединений, безусловно, являются 
диоксины (Matés et. al., 2010). Эти молекулы содержат  два бензольных кольца, кислород и 
хлор. Наиболее опасен 2,3,7,8-тетрахлор-дибензо-n-диоксин. 

Принятые в России предельно допустимые концентрации этих веществ составляют 
для атмосферного воздуха 0,5 пг/м3, для питьевой воды - 20 пг/л, для молока - 5,2 нг/л. В 
России норма допустимого поступления диоксинов в организм человека - 10 пг/кг. Для 
сравнения, в США тот же показатель равен 0,006 пг/кг.  
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2,3,7,8-тетрахлор-дибензо-n-диоксин является одним из наиболее сильных из 
идентифицированных на сегодняшний день канцерогенов. Однако его генотоксический 
эффект опосредован образованием  2- и 4-катехолэстрогенов (Spink et al., 1998). 

Специфическое место среди мутагенов окружающей среды занимают 
выделяемые грибами микотоксины (Kensler et. al., 2011). Эти соединения в большом 
количестве образуются при неправильном хранении или нелегальном захоронении 
пищевых продуктов. Многие микотоксины, в частности, принадлежащие к группе  
афлатоксинов, вырабатываемых Aspergillus flavus и Aspergillus parasiticus, обладают 
выраженным гепатоканцерогенным эффектом. Подобно ПАУ, микотоксины требуют для 
проявления своих мутагенных свойств метаболической активации. 

Наиболее опасными неорганическими генотоксинами являются соли тяжелых 
металлов. К тяжелым относят металлы с плотностью выше 5 г/см3. Мутагенными и, 
соответственно, канцерогенными считаются соли кадмия, хрома, никеля, ртути, 
молибдена, мышьяка и др. металлов с переменной валентностью. Со способностью 
адсорбировать на поверхности кластеры ионов металлов связывают канцерогенность 
асбеста. Механизм генотоксического действия металлов связан с генерацией активных 
форм кислорода (Чистяков, 2003).  

Методы мониторинга генотоксичности 
Существует множество различных программ и схем генетического скрининга на 

основе различных тестов. В настоящее время  известно более 100 тестов с различной 
степенью информативности, регистрирующих огромное разнообразие генетических 
повреждений. Однако реально практическое применение имеют не более 20 тест-систем 
(Дурнев, Середенин, 1998; Mahadevan et al, 2011). Генетическая активность ксенобиотиков 
оценивается в них путем регистрации повреждений ДНК, генных мутаций или 
хромосомных аберраций. 

Скрининг повреждений ДНК включает в себя следующие методы:  
–  оценивающие целостность двунитчатой  полимерной структуры ДНК; 
–   регистрирующие модифицированные основания ДНК;  
–  основанные на регистрации меченых оснований ДНК, которые включаются в 

макромолекулы при репарации. 
В первой группе методов часто используются седиментация радиоактивно- или 

флюоресцентно-меченной ДНК в градиенте плотности щелочной сахарозы, 
эластовискозиметрия ДНК (Абилев, Порошенко, 1986), метод (32Р)-пост-мечения 
(Williams, 1989), хроматографические методы, иммунологические методы (Valdiglesias et 
al, 2011). Из методов, основанных на оценке электрофоретической подвижности ДНК, 
перспективным является «метод ДНК-комет» (Сomet-assay). Метод дает возможность 
судить о возникновении щелочелабильных сайтов, одиночных и парных разрывах ДНК, 
различных типов сшивок в клетках практически любых типов. Он позволяет вести 
индивидуализированное по клеткам тестирование (Bosco et al., 1996; Shaposhnikov et al., 
2009). 

Регистрация повреждений ДНК, основанная на учете модифицированных 
оснований, может быть осуществлена самыми разными способами, хорошо известными в 
молекулярной дозиметрии, например, методами хроматографии  высокого разрешения  и 
иммуноферментного анализа (Cleaver, 1984; Koivisto, Peltonen, 2010).  

Из непрямых методов оценки повреждений ДНК наиболее часто используется 
детально разработанный еще в 80-х годах метод учета внепланового синтеза ДНК в 
культивируемых клетках млекопитающих (Руководство, 1989). Он основан на  
авторадиографической или сцинтилляционной регистрации (3Н)-тимидина, включенного в 
ДНК в результате репарации повреждений. Метод учета СХО (Руководство, 1989) основан 
на дифференциальной окраске сестринских хроматид. Для окраски хроматид в среду 
добавляют 5-бромдезоксиуридин на срок, достаточный для прохождения клетками двух 
циклов репликации ДНК. Количество СХО на клетку характеризует повреждающую ДНК 
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активность исследуемого вещества. Довольно широко также используется SOS-хромотест 
(Quillardet, 1982). 

Ввиду своей дешевизны и экспрессности для скрининга генных мутаций широко 
используются тест-системы с использованием микроорганизмов (Biran et al., 2010). 
Основу микробным тестам положил тест Эймса (Salmonella/микросомы). Тест Эймса 
основан на детекции реверсий к дикому типу мутантных по гену гистидина клеток (His-) 
на среде без гистидина (Ames et al., 1975). Реверсии от ауксотрофности к прототрофности 
служат показателем возникновения генных мутаций (Ames et al., 1975). Но метод Эймса не 
пригоден для тестирования проб, содержащих гистидин. При определении мутагенной 
активности экстрактов тканей в питательную среду поступает дополнительное количество 
гистидина, что способствует появлению ложноположительных результатов. 

С целью повышения чувствительности к отдельным типам мутагенов и 
автоматизации тестирования в последние десятилетия предложены различные 
модификации теста Эймса. Наиболее значимые – «градиент»-тест Эймса (Rexroat et al., 
1995) и автоматизированный «спиральный» тест Эймса (Diehl, Fort, 1996). С помощью 
этих модификаций можно одновременно на одной чашке оценивать мутагенные свойства 
вещества сразу в нескольких концентрациях. 

Метод локального мутагенеза, предложенный в 1971 г. Хонгом и Эймсом (Hong, 
Ames, 1971), позволяет выделять мутанты с вновь индуцированными мутациями, 
локализованными в небольшой области бактериальной хромосомы. Мутации 
индуцируются в коротком отрезке ДНК бактерии, который содержится в 
трансдуцирующем бактериофаге, и затем обнаруживаются в клетках, подвергшихся 
трансдукции, отбором по близко сцепленному маркеру. Таким образом, можно селективно 
получать мутации в области, составляющей около 1 % бактериальной хромосомы. 

У дрожжей, так же как и у бактерий, учитывают прямые и обратные генные 
мутации, применяют метаболическую активацию, кроме того, дрожжи сами активируют 
многие промутагены. В дополнение к этому, у дрожжей исследуют внутригенную 
рекомбинацию (конверсию) и реципрокную рекомбинацию в митозе. На основе 
генетических критериев у этого объекта учитывают также хромосомные аберрации — 
потерю плеча или всей третьей хромосомы, а также нерасхождение хромосом.  

Репарационный тест на E.coli  использует нормальный штамм E.coli rec A+ и 
мутантный E.coli rec А-, дефектный по гену, отвечающему за рекомбинацию и репарацию 
ДНК. Метод основан на том, что при наличии ДНК - повреждающего эффекта 
исследуемого вещества при определенных его концентрациях рост мутантных бактерий не 
регистрируется, так как повреждения в наследственном аппарате, индуцирующие 
рекомбинантную репарацию, не исправляются, и в итоге оказывают летальное 
воздействие. Бактерии дикого типа при данных концентрациях агента проявляют 
нормальную способность к росту (Takigami et al., 2002). 

SOS-ответ представляет собой комплексный ответ клеток E.coli на действие ДНК-
повреждающих агентов и ряд других неблагоприятных воздействий и заключается в 
активации экспрессии ряда ферментов (около двадцати по современным представлениям), 
обеспечивающих репарационные функции и приостанавливающих нормальное деление 
клеток (Walker et al., 1984). Ключевым механизмом, контролирующим экспрессию этих 
генов, является протеолитическое расщепление белка  Lex А – репрессора SOS-зависимых 
промоторов,  активированной формой RecА белка. 

Одним из проявлений SOS-ответа у клеток прокариот является индукция профага λ 
(Барцевич и др., 1989). Бактериофаг (фаг) λ – типичный умеренный фаг. Поэтому после 
проникновения в клетку фаг может вступать как в продуктивный (литический), так и в 
умеренный (лизогенный) циклы. В ходе литического цикла синтезируются белки вириона, 
упаковываются реплицированные геномы, клетка лизируется и из нее освобождается 
около 100 фаговых частиц. В лизогенном цикле большая часть функций ДНК фага 
остается репрессированной. Происходит интеграция генома  в специфический участок 
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хромосомы E. coli. В этом случае геном фага (профаг) реплицируется вместе с 
хромосомой хозяина. В результате возникновения повреждений в ДНК бактерии-хозяина 
активируется белок Rec A, который расщепляет репрессор Lex A и близкий по структуре 
репрессор фага С1. Происходит индукция профага, т. е. переход на литический путь 
развития (Пташне, 1989).  

Наиболее точным для количественного учета фагов является метод, основанный на 
подсчете числа образуемых ими негативных колоний или бляшек. При высеве фагов на 
чашки с индикаторной культурой по истечении определенного времени происходит 
образование негативных колоний – участков лизиса на фоне газона роста индикаторной 
культуры. Существует ряд систем (индуктесты), основанных на учете индукции профага λ, 
включающих в себя лизогенный и индикаторный штаммы (Moreau et al., 1976). 

Для учета мутаций широко применяются и тест-системы на клетках различных 
млекопитающих и человека. Частоту мутаций оценивают по устойчивости клеток к 
селективному фактору, токсичному для немутантных клеток. 

In vivo часто используют метод учета рецессивных связанных с полом летальных 
мутаций у Drosophila melanogaster (Williams, 1989). Существует множество тестов на 
Drosophila, в которых дифференцированно определяются генные и геномные типы 
мутаций, а также повреждение ДНК (Friede, Miller, 1992). 

Регистрация рецессивных связанных с полом летальных мутаций возможна и у 
млекопитающих. Также на млекопитаюших часто применяется метод учета мутаций в 
специфических локусах. Для выявления генных мутаций в половых и соматических 
клетках млекопитающих предлагаются методы, основанные на изучении 
элетрофоретической подвижности белков (Lewis et al., 1991).  

Перспективным является расширение использования в тестах трансгенных 
грызунов. Это позволяет получать репрезентативный материал по частоте мутаций 
практически из любой ткани  (в частности, прижизненно путем кожных биопсий), а также 
возможно формирование тканеспецифичных линий клеток, для которых подтверждено 
наличие хороших соответствий параметров in vitro / in vivo. По изменению 
интегрированных в геном тестерных генов (выявляемому, например, с помощью ПЦР) 
можно выявлять индукцию ксенобиотиком генных мутаций (Gordon et al., 1993; Boverhof 
et al., 2011). 

Для регистрации хромосомных мутаций чаще всего используют 
цитогенетические методы: метод учета хромосомных аберраций в метафазных клетках 
пролиферирующих тканей  in vitro или in vivo и метод учета микроядер, который чаще 
используют in vivo. Методы основаны на микроскопическом учете видимых нарушений 
структуры хромосом (хромосомных аберраций) в метафазных клетках.  

В экспериментах in vitro хромосомные аберрации анализируют в клетках 
первичных и перевиваемых клеточных культур животных и человека: лимфоцитах 
периферической крови и фибробластах кожи человека, перевиваемых клетках китайского 
хомячка, клетках мышиной лимфомы и др.  

Тест-объектами для изучения хромосомных повреждений in vivo  являются клетки 
костного мозга, печени и периферической крови лабораторных животных. В любом случае 
возникают сложности при интерпретации результатов, заключающиеся в неидентичности 
действия вещества на изолированную клетку и на целый организм. Очевидно, вырванная 
из привычного окружения клетка испытывает стресс, в дальнейшем ведет себя 
неадекватно, кроме того, у неё в условиях in vitro нет всех защитных систем целостного 
организма. В качестве альтернативы учету хромосомных аберраций и методу учета 
микроядер в полихроматофильных эритроцитах костного мозга грызунов (Angelosanto, 
1995), предлагается учет доминантных летальных мутаций (Руководство, 1989), учет 
наследуемых транслокаций (Generoso et al., 1980). 

Изучение мутагенных соединений на растительных объектах представляет интерес 
по нескольким причинам. Во-первых, проверяется мутагенная активность вещества для 
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растений. Во-вторых, в комплексе с животными системами активации ксенобиотиков 
тесты на растениях можно использовать в скрининге. В третьих, исследуется возможность 
накопления мутагенов в видах, имеющих сельскохозяйственное значение. Но большинство 
из существующих тестов с использованием растительных объектов сопряжено с рядом 
трудностей методологического и экономического порядков. 

Большие возможности открывает применение трансгенных мух для тестирования.  
Перспективен метод FISH (флуоресцентная гибридизация in situ) в маркировании 
фрагментов ДНК, например, центромерных сегментов в микроядрах. (Dean, 1997). 
Информативные данные по характеру воздействия загрязнителей на геном тест-объекта 
могут быть получены путем типирования по группе стандартных RAPD-маркеров (Conte 
et al., 1996). 

Особое место в протоколах тестироваия генетической активности занимают 
бактериальные биосенсоры (Van der Lelie et al., 1994). Первоначально для упрощения 
методики оценки повреждений в ДНК в бактериальной клетке (чтобы  измерять не 
окончательный результат ответа - формирование мутаций, а фиксировать сам процесс 
SOS-индукции, необходимо были сконструированы рекомбинантные ДНК, содержащие 
два необходимых компонента:                                       1) индуцируемый промотор, т.е. 
промотор с регуляторным элементом, который активировался лишь при SOS-
индукции, и 2) ген (или гены) - репортер, продукт которого можно сравнительно 
просто и быстро измерять, и который синтезируется лишь при условии SOS-
индукции.  Подобная генетическая конструкция должна быть встроена или в хромосому 
клетки, или в плазмиду, автономно реплицирующуюся в клетке. Бактериальная клетка, 
содержащая подобную конструкцию, называется биосенсором (Robbens et al., 2010).  

На определении уровня SOS-ответа E. coli и S. typhimurium основан ряд 
биосенсоров для анализа мутагенного эффекта химических веществ, в частности, 
хромотест (Quillardet et al., 1982) и umu-тест (Witkin, 1976). 

Регистрация эффекта в этих методах осуществляется путем измерения уровня 
фермента β-галактозидазы, ген которого под контролем определенного SOS-промотора 
локализован либо в хромосоме E.coli, либо на плазмиде. Используемые штаммы в обоих 
случаях несут мутации в хромосомном гене β-галактозидазы. В SOS-хромотесте в 
качестве тест-системы для определения генотоксичности используются клетки Escherichia 
coli PQ 37 со структурным геном β-галактозидазы (оперон lac Z), находящимся под 
контролем SOS-контролируемого гена sul A. Umu-тест использует рекомбинантный штамм 
S. typhimurium TA 1535(pSK 1002) с совмещенным umuCulacZ опероном на плазмиде. В 
обеих системах сила SOS–индукции определяется колориметрическим измерением 
содержания фермента β-галактозидазы, образуемой в ответ на действие генотоксинов.  

Таким образом, в последние годы целью ряда исследований была разработка 
биосенсорных методов для оценки воздействия мутагенных и канцерогенных факторов 
окружающей среды на клетку, в частности, цельноклеточных биосенсорных тест-систем. 
Цельноклеточные биосенсоры представляют собой бактериальные клетки, содержащие 
гибридные плазмиды, которые имеют в своём составе два основных генетических 
элемента: промотор, отвечающий на воздействие токсиканта и ген-репортёр, 
транскрибируемый с этого промотора.  Цельноклеточные биосенсоры в настоящее время 
широко используются для детекции генотоксических веществ. 

  В начале 90-х годов при конструкции SOS-биосенсоров в качестве индуцируемых 
промоторов были использованы промоторы генов recA, umuC, продукты которых 
непосредственно участвуют в формировании SOS-ответа и индуцированных мутаций.  
Геном–репортером при этом оставался ген lacZ.  Следующий шаг в совершенствовании  
биосенсоров заключался в замене гена – репортера lacZ на более чувствительный, и не 
требующий лизиса клеток ген-репортер, кодирующий люциферазу (luxAB) или зеленый 
флуоресцирующий белок (gfp). Как гены субъединиц люциферазы, так и в целом опероны 
биолюминесценции (Ptitsyn et al., 1997) активно используются в качестве генов-
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«репортеров» при изучении механизмов экспрессии генов и рекомбинации в клетках 
микроорганизмов. 

Одна из биолюминесцентных систем была разработана на основе теста Эймса. Lux-
гены были интродуцированы в штамм Salmonella typhimurium ТА98. Эти бактерии 
подвергались действию химикатов в течение 48 часов. После экспозиции биомасса 
ревертантов оценивалась путем измерения биолюминесценции (Cote et al., 1995). 

Для быстрой детекции генотоксинов окружающей среды был создан SOS-lux тест. 
Он основан на приеме «сигналов» SOS-системой, служащей рецептором, чувствительным 
к  повреждению ДНК, и детекции эффекта за счет биолюминесцентной системы, дающей 
оптический сигнал. Lux-оперон морской фотобактерии (Photobacterium leiognathi), 
содержащий всю информацию для синтеза бактериальной люциферазы и ее субстрата, 
был клонирован под контроль SOS-промотора и внедрен на плазмиде в E. coli. 
Полученный рекомбинантный штамм позволяет проводить оценку уровня SOS-ответа 
клеток путем измерения уровня их биолюминесценции (Ptitsyn et al., 1997).  

В Vitotox-тесте для SOS-индукции было сконструировано 4 варианта генных 
слияний под контролем recN промотора Escherichia coli. RecN был клонирован в не 
имеющий промотора luxCDABE оперон Vibrio fischeri pmol 877 таким образом, что lux-
гены становились под его контроль. Индуцибельность SOS-ответа данной конструкции 
промотора  тестировалась как в E.сoli, так и в Salmonella typhimurium TA98, ТА100 и 
ТА104. Все штаммы показали высокую чувствительность (Van der Lelie et al, 1997).  

Mutatox-тест использует «темные» мутанты люминесцентных бактерий Vibrio 
fischeri. Он определяет способность различных генотоксичных агентов посредством 
мутаций восстанавливать способность бактериальных клеток к свечению. Тест 
обеспечивает быстрый скрининг большого ряда чистых и комплексных соединений (Sun, 
Stahr, 1993). 

Таким образом, бактерии, содержащие гибридные плазмиды с генами luxCDABE, 
называются lux-биосенсорами. Основные преимущества lux-биосенсоров - высокая 
чувствительность, линейная зависимость величины эффекта от концентрации фермента в 
очень широких пределах, простота и быстрота измерения.   

Широко используется в качестве гена-репортера также ген gfp, кодирующий 
зеленый флуоресцирующий белок. Сконструированные на основе этого гена биосенсоры 
также, как и lux-биосенсоры, не требуют введения в клетку химических веществ в 
качестве субстратов или кофакторов. Индукция флуоресценции суспензии клеток 
биосенсора проводится с помощью освещения клеток более коротковолновым 
излучением. Так как ген gfp имеет эукариотическое происхождение, то подобные 
биосенсоры преимущественно и с большим успехом используются при анализе 
молекулярных механизмов в клетках высших организмов, а также в прикладных целях в 
медицине.  Что же касается биосенсоров на основе бактерий, то гены-репортеры типа gfp 
используются значительно реже.  Причин тому две: пониженная чувствительность и резко 
замедленная реакция ответа в связи с необходимостью пост-трансляционной 
модификации полипептида. Например, если для lux - биосенсора, как правило, время 
ответа (т.е. минимальное время индукции сигнала после добавления токсического агента) 
– минуты, то для биосенсора с геном-репортером gfp время отклика составляет более 3-4 
часов (Kohlmeier et al., 2007).  

Одним из самых больших недостатков всех бактериальных тест-систем является 
отсутствие системы метаболической биодеградации ксенобиотиков, свойственной 
позвоночным животным. Катализируют эти процессы различные классы ферментов, но 
наибольшее значение имеют оксидоредуктазы (Фонштейн и др., 1977) и особенно 
монооксигеназы, содержащие цитохром Р-450 и его изоформы. Поэтому обязательным 
этапом скрининга с использованием бактериальных тестов является метаболическая 
активация исследуемого образца. 

Таким образом, современные подходы требуют от тест-систем большей 
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эффективности, меньше экономических расходов и затрат времени (Кхатаб, 2012).  
Согласно основным теоретическим и экспериментально обоснованным 

требованиям тест-система должна: 
1) выявлять все типы генетических повреждений, т. е. геномные, хромосомные и 

генные мутации; 
2)  быть чувствительной к малым дозам мутагенов; 
3) быть достаточно экспрессивной, дешевой и давать устойчивые, 

воспроизводимые результаты; 
4) обнаруживать такие соединения, которые, будучи безвредными сами по себе, при 

попадании в организм становиться мутагенами за счет внутриклеточной метаболической 
активации; 

5) позволять экстраполировать получаемые результаты на «человека» в смысле 
количественной оценки генетического риска. 

Единственная универсальная тест-система, которая отвечала бы всем этим 
требованиям, вряд ли может быть создана. Анализ основных результатов исследований по 
созданию систем, использующихся для тестирования генотоксичности, показал 
необходимость использования батарей тестов и создание новых тест-систем, с помощью 
которых удается надежно установить мутагенные эффекты многих химических 
соединений (Кхатаб, 2012).  
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