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Оценка генотоксических эффектов в одно-  
и двухклеточных зародышах мышей in vivo и in vitro 
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Разработана методология оценки первичных повреждений ДНК в одно- и двухклеточных зародышах мышей методом ДНК-
комет. Применимость разработанной методологии для оценки генотоксичности в зародышевых клетках in vivo и in vitro под-
тверждена в экспериментах с модельными генотоксикантами метилметансульфонатом, диоксидином, этопозидом и мито-
мицином С. 
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A methodology for evaluating DNA damage in one - and two-cell mouse embryos using the comet assay has been developed. The 
applicability of the developed methodology for assessing genotoxicity in vivo and in vitro was confirmed in experiments with model 
genotoxicants - methyl methanesulfonate, dioxidine, etoposide and mitomycin C. 
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Оценка уровней первичных повреждений ДНК в 
качестве биомаркера в медико-биологических 
и генотоксикологических исследованиях полу-

чила методическое решение с разработкой и внедре-
нием в практику метода гель-электрофореза отдель-
ных клеток или ДНК-комет [1]. Высокая чувствитель-
ность, малое количество материала, необходимого для 
проведения исследования, оценка на уровне отдель-
ных клеток обусловили широкое экспериментальное 

применение метода. На сегодня метод успешно адап-
тирован к различным типам эукариотических клеток. 
Возможность приложения метода ДНК-комет к заро-
дышевым клеткам млекопитающих показана в ряде ис-
следований с использованием зародышей, получен-
ных оплодотворением in vitro [2,3]. Целью настоящего 
исследования явилась разработка методологии оцен-
ки повреждений ДНК методом ДНК-комет in vivo и 
in vitro в одно- и двухклеточных зародышах, получен-
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ных от экспонированных животных, и ее апробация с 
использованием модельных генотоксикантов.  

Материалы и методы 

Исследование выполнено на самках и самцах мышей 
F1 (CBAхC57Bl/6) («Столбовая», Россия). Для индукции 
суперовуляции был использован метод гормональной 
стимуляции, после чего проводили естественное опло-
дотворение. В экспериментах in vitro интактные одно- 
и двухклеточные зародыши вымывали через 21 и 44 часа 
после введения второго гормонального препарата, соот-
ветственно, освобождали от кумулюсных клеток, обраба-
тывая гиалуронидазой (150 МЕ/мл, 20 мин) и инкуби-
ровали с генотоксикантами диоксидином 1 мг/мл или 
митомицином С 0,25 мг/мл (1,5 часа, 37оС).  В экспери-
ментах с удалением зоны пеллюцида (ЗП), перед про-
ведением ДНК-комет зародыши обрабатывали колла-
геназой  (0,04 мг/мл, 15 мин). 

В экспериментах in vivo метилметансульфо-
нат 10, 20 и 30 мг/кг; этопозид 10 и 20 мг/кг и цикло-
фосфамид 40 мг/кг вводили одновременно с инъекцией 
гормонального препарата. Одноклеточные зародыши 
вымывали через 21 час после введения генотоксикан-
тов и использовали далее для исследования методом 
ДНК-комет в щелочной версии. Для отработки мето-
да были использованы различные протоколы, вклю-
чающие интактную или удаленную ЗП, 2 или 3 слоя 
агарозы, варианты лизирующего буфера с анионными 
поверхностно-активными веществами (лаурилсарко-
зинат натрия, додецилсульфат натрия). В качестве по-
казателя поврежденности ДНК использовали показа-
тель длины хвоста ДНК-кометы. 

Результаты

Использование протокола с дополнительным 3 сло-
ем агарозы позволило снизить количественные поте-
ри зародышей при приготовлении микропрепаратов 
с 60 до 10%. Добавление анионных поверхностно-актив-
ных веществ в состав лизирующего буфера не оказывало 
влияния на миграцию ДНК. Сохранение/удаление ЗП 
зародышей приводило к различиям в спонтанном уров-
не повреждений ДНК: показатель длины хвоста кометы 
составил 14,16 и 0,29 мкм, соответственно. 

Диоксидин in vitro в одноклеточных зародышах 
с сохраненной или удаленной ЗП индуцировал сход-

ный уровень поврежденности ДНК. В двухклеточных 
зародышах с сохраненной или удаленной ЗП после 
воздействия диоксидина не наблюдалось увеличения 
показателя по сравнению с контролем, однако на-
блюдались клетки с деградированной ДНК. Показа-
тель длины хвоста кометы в двухклеточных зародышах 
с удаленной ЗП после воздействия митомицина С со-
ставил 12,72 мкм (р<0,0001). 

В экспериментах in vivo показатель длины хво-
ста в одноклеточных зародышах от интактных жи-
вотных составил 0,87 мкм. В зародышах, полученных 
от мышей, обработанных метилметансульфонатом 
в дозах 20 и 30 мг/кг, показатель зарегистрирован на 
уровне 6,49 (р<0,001) и 33,10 мкм (р<0,0001), соответ-
ственно. В экспериментах с введением этопозида в до-
зах 10 и 20 мг/кг, показатель составил 13,01 (р<0,01) 
и 40,78 мкм (р<0,0001), соответственно. Введение ци-
клофосфамида приводило к повышению показателя 
длины хвоста комет, однако статистически значимых 
различий с показателем в контрольной группе выяв-
лено не было.

Таким образом, нами разработана методология 
оценки первичных повреждений ДНК в одно- и двух-
клеточных зародышах мышей методом ДНК-комет. 
Определены методические особенности проведения 
метода ДНК-комет в зародышевых клетках, вклю-
чающие использование 3 слоев агарозы для предот-
вращения потерь клеток при получении препаратов 
и необходимость удаления ЗП для снижения спонтан-
ного уровня поврежденности. Применимость разра-
ботанной методологии для оценки генотоксичности 
в зародышевых клетках in vivo и in vitro подтвержде-
на в экспериментах с модельными генотоксикантами 
метилметансульфонатом, диоксидином, этопозидом 
и митомицином С.
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