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Резюме. Изучены цитогенетические повреждения в наследственном аппарате соматических и генеративных

клеток хозяина при экспериментальном гименолепидозе в зависимости от дозы введенного инвазионного материала

при заражении. Для анализа состояния генома хозяина при гименолепидозе проводили микроядерные тесты в костном

мозге и семенниках, а также хроматингетерогенный тест в семенниках. Установлено, что гименолепидозная инвазия

сопровождается синхронным повреждением наследственного аппарата соматических и генеративных клеток

сперматогенеза хозяина. Уровень нарушений в геноме хозяина при экспериментальном гименолепидозе зависит от

стадий развития паразита и максимально выражен на 3 и 14 дни инвазии. Тяжесть цитогенетических повреждений в

наследственном аппарате клеток хозяина связана с дозой введенного инвазионного материала при заражении и кратно

достоверно возрастает при ее увеличении в линейной зависимости.

Ключевые слова: карликовый цепень, микроядерный тест, костный мозг, семенники, мутагенез.

Abstract. The cytogenetic damages in the hereditary apparatus of somatic and generative cells of the host depending

upon the dose of invasion material on infection were investigated in experimental hymenolepiasis. The micronucleus tests in

bone marrow and testicles as well as the chromatingeterogenic test in testicles were used to analyze the host genome state in

hymenolepiasis. It was established that hymenolepiasis invasion caused synchronous damages in the hereditary apparatus

of somatic and generative cells of the host spermatogenesis. The range of these host genome damages depends upon the

stages of parasite development and is maximally marked on the 3rd and the 14th days of invasion. The severity of cytogenetic

damages in the hereditary apparatus of the host cells is associated with the dose of invasion material on infection and an

authentic divisible increase is observed at its augmentation in linear dependence.
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Метаболиты власоглавов, трихинелл и

мигрирующих личинок аскарид вызывают на-

рушения в наследственном аппарате соматичес-

ких клеток экспериментальных животных, ко-

торые зависят от дозы введенного инвазион-

ного  материала, становятся более значимыми

при ее увеличении и характеризуются повыше-

нием уровня микроядросодержащих клеток

эритроцитарного ряда, аберрантных и анеуп-

лоидных клеток костного мозга [8, 4, 2].

Нами было установлено, что у мышей, за-

раженных в дозе 20 инвазионных яиц

Hymenolepis nana var. muris на 1 г массы тела, от-

мечается повышение уровней поли- и нормох-

роматофильных эритроцитов с микроядрами,

числа гипоплоидных, гиперплоидных и абер-

рантных клеток костного мозга, а также микро-

ядросодержащих сперматогониев, сперматоци-

тов и сперматид в семенниках. Эти изменения

зависели от стадий развития паразитов и были

наиболее выражены в период их высокой био-

логической активности [3, 5]. Однако взаимо-

связь между дозой заражения и тяжестью ци-

тогенетических изменений в соматических и

генеративных клетках при гименолепидозе не

изучена.

Цель работы – изучить цитогенетические

повреждения в наследственном аппарате сома-

тических и генеративных клеток хозяина при

экспериментальном гименолепидозе в зависи-

мости от дозы введенного инвазионного мате-

риала при заражении.

Методы

Исследование проведено на 400 мышах-

самцах линии СВА массой 16-18 г, которые

были разделены на две группы (I и II) по 200

животных в каждой. Группы делилась на че-

тыре подгруппы по 50 мышей. Животным пер-

вых подгрупп I-ой и II-ой групп (интактные

контроли) вводили 0,2 мл 2% крахмального

геля, остальных заражали внутрижелудочно в

дозах 5, 20 или 40 инвазионных яиц H. nana var.

muris на 1 г массы тела соответственно [6]. За-

бой контрольных и зараженных животных про-

водили на 3, 7, 14, 21 и 28-й дни от начала ин-

вазии. На каждый срок наблюдения во всех под-

группах брали по 10 животных.

В группе I проводили микроядерные тес-

ты в костном мозге [9] и семенниках [1]. У каж-

дого животного исследовалось по 1000 поли-

хроматофильных эритроцитов (ПХЭ), 1000 нор-

мохроматофильных эритроцитов (НХЭ), а так-

же по 200 сперматогониев (СГ), 200 спермато-

цитов (СЦ), 200 сперматид (СТ) и определялось

количество этих клеток с микроядрами (МЯ).

Микроскопические исследования выполнены

на микроскопе DMRB фирмы Leica при увели-

чении 1200х.

В группе II изучали повреждения молеку-

лы ДНК в сперматозоидах мышей с примене-

нием хроматингетерогенного теста [7], моди-

фицированного нами для животных. Для этого

выделяли канальцы из семенников мышей, про-

мывали их в фарфоровой ступке с 5 мл 2,2 %

раствора трехзамещенного цитрата натрия, за-

тем измельчали изогнутой препаровальной иг-

лой в 3 мл раствора Тироде. Суспензию выдер-

живали 5 мин при комнатной температуре в

центрифужной пробирке для осаждения круп-

ных фрагментов семенных канальцев. Верхний

слой суспензии переносили во вторую пробир-

ку и центрифугировали 5 минут при 1300 об/

мин. Супернатант удаляли, осадок ресуспензи-

ровали в 3 мл раствора Тироде и повторяли

центрифугирование при тех же параметрах.

После удаления супернатанта взвесь клеток ре-

суспензировали в 0,3 мл надосадочной жидко-

сти. Мазок готовили с помощью предметного

стекла со сточенным под углом краем. Микро-

препараты высушивали, фиксировали 2 часа в

жидкости Карнуа и окрашивали флюорохром

акридиновым-оранжевым (2 мг красителя на

190 мл буфера: 100 мл 1н C
2
H

3
COONa, 90 мл 1н

НСl) разведенным 1 к 10 дистиллированной

водой в течение 7 минут, после чего промыва-

ли в дистиллированной воде и высушивали без

доступа света в течение 24 часов при комнат-

ной температуре. Анализ микропрепаратов про-

водили на люминисцентном микроскопе Мик-

мед-2 фирмы Ломо при увеличении 600х. У

каждого животного исследовалось 1000 спер-

матозоидов и определялись проценты с

двуцепочечной нормальной (зеленое свечение)

и одноцепочечной денатурированной (желтое,
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оранжевое или красное свечение) молекулами

ДНК.

Полученные результаты обрабатывались

статистически на ПЭВМ с использованием про-

грамм Statgraphics 2.1 и Ехсеl 2000, просчиты-

валась средняя арифметическая и ошибка сред-

ней арифметической (M+m). Достоверность

выявляемых различий определяли по t-крите-

рию Стьюдента.

Результаты

При проведении микроядерного теста в

костном мозге у контрольных животных I груп-

пы МЯ в НХЭ не было отмечено, а количество

микроядросодержащих ПХЭ в течение опыта

варьировало от 0,5+0,15 до 1,1+0,17 (рис. 1).

У зараженных в дозе 5 яиц/г массы тела

мышей на 3 день наблюдения количество мик-

роядросодержащих ПХЭ в костном мозге было

достоверно выше в 2,1 раза, чем в контрольной

группе (рис. 1). К 14 дню количество ПХЭ с МЯ

в 2,1 раза превышало показатели интактного

контроля (P<0,01). Число НХЭ с МЯ во все сроки

наблюдения не отличалось от контрольных

уровней (Р>0,05).

При увеличении дозы заражения до 20

яиц/г массы тела на 3 день число ПХЭ с МЯ

достоверно превышало данные интактного кон-

троля более чем в 3 раза, а также было выше в

1,6 раза, чем у животных, зараженных в дозе 5

яиц/г (рис. 1). Количество микроядросодержа-

щих НХЭ достоверно в 5 раз превышало ана-

логичный показатель контрольной группы. На

7 день наблюдения число ПХЭ с МЯ в 4 раза

было выше, чем у незараженных животных

(P<0,01). К 14 дню отмечалось достоверное уве-

личение микроядросодержащих ПХЭ более чем

в 2,5 раза по сравнению с данными интактного

контроля.

У мышей, зараженных в дозе 40 яиц/г мас-

сы тела, к 3 дню наблюдения количество ПХЭ в

4,9 раза и НХЭ в 13 раз достоверно превышало

контрольные показатели (рис. 1). При проведе-

нии анализа данных животных, зараженных в

дозах 40 и 20 яиц/г, у первых было ПХЭ и НХЭ с

МЯ в 1,5 и 2,6 раза больше соответственно

(Р<0,01). К 7 дню эксперимента уровни микро-

ядросодержащих ПХЭ в 6,8 раза и НХЭ с МЯ в 7

раз достоверно были выше, чем у незараженных

мышей. У инвазированных в дозе 40 яиц/г жи-

вотных отмечалось увеличение числа ПХЭ с МЯ

в 1,7 раза при сравнении с данными мышей, за-

раженных в дозе 20 яиц/г (Р<0,01). На 14 день

наблюдения количество ПХЭ с МЯ в 4,4 раза и

НХЭ с МЯ в 9 раз превышало показатели интак-

тного контроля (Р<0,01). При сравнении данных

животных, зараженных в дозах 40 и 20 яиц/г, у

первых было отмечено достоверное увеличение

числа микроядросодержащих ПХЭ в 1,8 раза.
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Рис. 1. Количество полихроматофильных эритроцитов с микроядрами в костном мозге мышей
при экспериментальном  гименолепидозе в зависимости от дозы введенного инвазионного материала

и сроков наблюдения.
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При проведении микроядерного теста в

семенниках у контрольных животных I группы

количество микроядросодержащих СГ, СЦ и СТ

в течение опыта находилось в пределах от

0,2+0,13 до 0,6+0,16 (рис. 2).

При дозе заражения 5 яиц/г показатели

исследуемых клеток сперматогенеза с МЯ дос-

товерно не превышали данные незараженных

животных на протяжении всего эксперимента

(рис. 2).

После увеличения дозы заражения до 20

яиц/г на 3 день опыта отмечался рост числа СГ

с МЯ в 2 раза (Р<0,05) по сравнению с незара-

женными животными (рис. 2). К 7 дню число

микроядросодержащих СГ более чем в 2 раза, а

СЦ в 2,5 раза достоверно превышало показате-

ли интактного контроля. Уровень СГ с МЯ на

14 день эксперимента в 2,7 раза был выше, чем

у контрольных мышей (Р<0,05). На 28 день ко-

личество микроядросодержащих СТ более чем

в 1,5 раза достоверно превышало показатели

незараженных животных.

У мышей, зараженных в дозе 40 яиц/г мас-

сы тела, на 3 день наблюдения число микрояд-

росодержащих СГ достоверно превышало пока-

затели интактных и зараженных в дозе 20 яиц/г

животных в 4,2 и 2,1 раза соответственно (рис.

2). Количество СГ с МЯ на 7 день у опытных

мышей в 4 раза и СЦ в 4,5 раза было выше, чем

у контрольных. При сравнении данных пока-

зателей животных, зараженных в дозе 40 и 20 яиц/

г, отмечено достоверное увеличение СГ и СЦ в

1,8 раза в каждом виде клеток. К 14 дню на-

блюдения количество микроядросодержащих

СГ в 5,3 и 2 раза соответственно превышало

показатели интактных и зараженных в дозе 20

яиц/г животных (Р<0,01). На 28 день отмеча-

лось достоверное увеличение уровня СТ с МЯ

в 3,5 раза по сравнению с интактным контро-

лем и в 1,9 раза – с животными, зараженными

в дозе 20 яиц/г.

При проведении хроматингетерогенного

теста у незараженных животных II-ой группы

процент сперматозоидов с одноцепочечной

ДНК в течение опыта находился в пределах от

8,9+0,19 до 12,1+0,15 на 1000 клеток (рис. 3).

У мышей, зараженных в дозе 5 яиц/г, уро-

вень сперматозоидов с одноцепочечной ДНК

достоверно превышал на 7 и 21 дни наблюде-

ния показатели интактных животных более чем

в 1,5 раза (рис. 3).

При заражении мышей в дозе 20 яиц/г к 7

дню наблюдения число сперматозоидов с де-

натурированной ДНК в 2,8 и 1,6 раза соответ-

ственно достоверно превышали аналогичный

показатель контрольных и зараженных в дозе 5

яиц/г животных (рис. 3). На 21 день отмечалось

увеличение уровня сперматозоидов с одноце-

почечной ДНК в 2,6 раза по сравнению с пока-

зателями контрольных мышей. Этот показатель
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был выше в 2,1 раза, чем у животных, заражен-

ных в дозе 5 яиц/г (Р<0,01). К 28 дню количе-

ство половых клеток с поврежденной ДНК у

опытных животных достоверно в 2,1 раза пре-

вышало данные интактного контроля.

У инвазированных животных в дозе 40

яиц/г на 3 день отмечалось достоверное увели-

чение числа сперматозоидов с одноцепочечной

ДНК в 2,1 раза по сравнению с интактным кон-

тролем (рис. 3). К 7 дню эксперимента число

сперматозоидов с денатурированной ДНК в 4,8

раза превышало уровень интактного контроля и

в 1,7 раза – показатели мышей, зараженных в дозе

20 яиц/г (Р<0,01). На 14 день количество спер-

матозоидов с поврежденной молекулой ДНК

было в 2,5 раза достоверно выше, чем у неинва-

зированных мышей. К 21 дню процент половых

клеток с нарушенной ДНК достоверно в 4,6 и

1,8 раза соответственно  превышал аналогичные

показатели интактных и зараженных в дозе 20

яиц/г животных. Уровень сперматозоидов с од-

ноцепочечной ДНК у мышей, зараженных в дозе

40 яиц/г, на 28 день был выше в 3,2 раза, чем в

контрольной группе (Р<0,01). Это число досто-

верно в 1,5 раза превышало показатели живот-

ных, инвазированных в дозе 20 яиц/г массы тела.

Обсуждение

Установлено, что у мышей, зараженных в

дозе 5 инвазионных яиц гименолеписов на 1 г

массы тела, число ПХЭ с МЯ на 3 и 14 дни и

сперматозоидов с денатурированной молекулой

ДНК на 7 и 21 дни от начала инвазии досто-

верно превышали показатели интактных жи-

вотных.

При заражении мышей в дозе 20 яиц/г

нами были получены результаты микроядерных

тестов в костном мозге и семенниках, которые

соответствовали данным исследований, прове-

денных нами ранее [3], а именно: количество

микроядросодержащих ПХЭ превышало уро-

вень незараженных животных на 3, 7 и 14 дни,

а число НХЭ с МЯ на 3 день (Р<0,01). Уровень

ПХЭ с МЯ на 3 день наблюдения достоверно в

1,6 раза превышал показатель животных, зара-

женных в дозе 5 яиц/г. В семенниках отмеча-

лось достоверное увеличение числа СГ с МЯ

на 3, 7 и 14 дни, СЦ с МЯ на 7 день, а также

микроядросодержащих СТ к 28 дню экспери-

мента по сравнению с интактным контролем.

При проведении хроматингетерогенного теста

количество сперматозоидов с одноцепочечной

ДНК превышало уровень незараженных живот-

ных на 7, 21 и 28 дни от начала инвазии

(Р<0,01). Этот показатель достоверно был выше

в 1,6 и 2,1 раза на 7 и 21 дни наблюдения соот-

ветственно по сравнению с данными мышей,

зараженных в дозе 5 яиц/г.

У животных, инвазированных в дозе 40

яиц/г, число ПХЭ и НХЭ с МЯ на 3, 7 и 14 дни

было выше по сравнению с незараженными
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(Р<0,01). При сравнении данных показателей

мышей, зараженных в дозе 40 яиц/г, с инвази-

рованными животными в дозе 20 яиц/г было

установлено достоверное увеличение количе-

ства микроядросодержащих ПХЭ в 1,5 - 1,8 раза

на 3, 7 и 14 дни, а ПХЭ в 2,6 раза на 3 день от

начала инвазии. В семенниках отмечалось уве-

личение числа СГ с МЯ на  3, 7 и 14 дни, СЦ с

МЯ на 7 день и СТ с МЯ к 28 дню по сравне-

нию с неинвазированными животными

(Р<0,01). У мышей, зараженных в дозе 40 яиц/г,

количество микроядер достоверно было выше

в СГ в 1,8 - 2,1 раза на 3, 7 и 14 дни, СЦ в 1,8

раза на 7 день, СТ в 1,9 раза к 28 дню чем у

инвазированных в дозе 20 яиц/г мышей. Коли-

чество сперматозоидов с денатурированной

молекулой ДНК при дозе 40 яиц/г превышало

показатели интактного контроля на протяжении

всего эксперимента (Р<0,01). При сопоставле-

нии данных мышей, зараженных в дозе 40 яиц/г,

с уровнем животных, инвазированных в дозе

20 яиц/г, у первых отмечался достоверный рост

в 1,5 - 1,8 раза сперматозоидов с поврежден-

ной ДНК на 7, 21 и 28 дни.

Таким образом, метаболиты Hymenolepis

nana var. muris обладают мутагенным воздей-

ствием как на соматические, так и на генера-

тивные клетки сперматогенеза хозяина, которое

приводит к росту числа микроядросодержащих

поли- и нормохроматофильных эритроцитов в

костном мозге, сперматогониев, сперматоци-

тов, сперматид с микроядрами и сперматозои-

дов с одноцепочечной молекулой ДНК в семен-

никах у мышей линии СВА. Наиболее выражен-

ные цитогенетические изменения у хозяина от-

мечаются в период высокой биологической ак-

тивности паразитов и зависят от интенсивно-

сти инвазии.

Выводы

1. Гименолепидозная инвазия сопровож-

дается синхронным повреждением наслед-

ственного аппарата соматических и генератив-

ных клеток сперматогенеза хозяина.

2. Уровень нарушений в геноме хозяина

при экспериментальном гименолепидозе зави-

сит от стадий развития паразита и максималь-

но выражен на 3 и 14 дни инвазии.

3. Тяжесть цитогенетических поврежде-

ний в наследственном аппарате клеток хозяи-

на связана с дозой введенного инвазионного

материала при заражении и кратно достоверно

возрастает при ее увеличении в линейной за-

висимости.
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