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Проведены эксперименты по кратковременному (один час) тестирующему воздействию герби-
цида параквата – сильнейшего индуктора окислительного стресса на культивируемые клетки 
крови (поздняя G1-стадия первого митоза, 4 х 10–8 моль/л) девяти здоровых доноров. В 60-ча-
совых (краткосрочных) и в 120-часовых (долгосрочных) культурах лимфоцитов, подвергшихся 
воздействию параквата in vitro, средние частоты аберрантных клеток составили, соответственно 
4.05 ± 0.55 и 9.42 ± 1.23%, что существенно превышает соответствующие контрольные уровни: 
1.16 ± 0.30 и 1.70 ± 0.50% (р = 0.008 и 0.018, соответственно).  Наблюдаемые генотоксические 
эффекты обусловлены в первую очередь индукцией этим оксидантом простых аберраций хро-
матидного типа (одиночные фрагменты), уровни которых составили 3.32 ± 0.40 и 8.92 ± 1.40 на 
100 клеток при кратковременном и длительном культивировании лимфоцитов, соответствен-
но (против 1.03 ± 0.34 и 1.56 ± 0.38 на 100 клеток в соответствующем контроле). В клеточных 
культурах обоих типов частоты парных хромосомных фрагментов также значимо (или на уровне 
тенденции) превышали таковые показатели в контроле (р = 0.046 и 0.068 для 60- и 120-часовых 
культур, соответственно). Различий между 60- и 120-часовыми неэкспонированными культурами 
клеток по уровню аберрантных клеток и аберраций хромосом всех типов не выявлено. Напро-
тив, долгосрочные культуры лимфоцитов, подвергшиеся воздействию параквата, демонстрируют 
значимо повышенный уровень аберрантных метафаз и одиночных хроматидных фрагментов по 
сравнению с краткосрочными экспонированными культурами (р = 0.001). Показано, что долго-
срочные эффекты характеризовались более высокими индивидуальными значениями показателя 
омега Коэна (w) – от 0.157 до 0.259 по сравнению с таковыми для 60-часовых культур – от 0.057 
до 0.153. Полученные данные свидетельствуют об индукции геномной нестабильности в отдален-
ных потомках лимфоцитов человека, подвергшихся в начале культивирования кратковременно-
му воздействию параквата, и ее индивидуальном характере.

Ключевые слова: окислительный стресс, гербицид паракват, культуры лимфоцитов человека, неста-
бильность генома, отдаленные эффекты. 
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Как известно, воздействие на организм челове-
ка в быту и на производстве множества экзогенных 
токсикантов сопряжено с развитием окислитель-
ного стресса (радиация, пестициды, фармпрепа-
раты, тяжелые металлы и т. д.). Кроме того, такие 
эндогенные факторы как аллергические и аутоим-
мунные заболевания, хронические воспаления, 
травмы, чрезмерные физические нагрузки являют-
ся причиной выработки повышенного количества 

активных форм кислорода. В условиях развития 
в организме хронического оксидативного стрес-
са, индуцированного вышеперечисленными фак-
торами, при недостаточности резервов защитных 
механизмов (система антиоксидантной защиты, 
репарация ДНК и др.) нарушается клеточный го-
меостаз [1]. В частности, это приводит к развитию 
гено-/цитотоксических эффектов, выраженность 
которых имеет индивидуальный характер.  
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По-видимому, пусковые механизмы индукции 
хронического оксидативного стресса в результате 
воздействия вышеперечисленных факторов раз-
личны. Тем не менее в последние годы накопилось 
достаточное количество данных, свидетельствую-
щих о его патогенетической роли в преждевремен-
ном старении организма и развитии возраст-ассо-
циированных патологий [1–3]. 

В связи с вышесказанным создание прогности-
ческой тест-системы, направленной на выявление 
лиц с повышенной чувствительностью к хрониче-
скому окислительному стрессу и риском развития 
отдаленных неблагоприятных эффектов для здоро-
вья, представляется важным и актуальным. Удоб-
ной моделью для этого являются культуры лимфо-
цитов периферической крови с оценкой не только 
краткосрочных, но и долгосрочных генотоксиче-
ских эффектов в этих клетках, подвергшихся в на-
чале культивирования кратковременному воздей-
ствию оксиданта. 

Гербицид паракват (1,1'-диметил-4,4'-дипири-
дил дихлорид) – сильнейший индуктор  хрони-
ческого окислительного стресса, который по этой 
причине часто используется в экспериментальных 
работах. Проявляя свойства окислителя, этот ток-
сикант восстанавливается микросомальным доно-
ром электронов – НАДФН-цитохром-с-редукта-
зой и превращается в свободный радикал. Суще-
ствует также НАДН-зависимая митохондриальная 
система восстановления параквата.  Последний 
взаимодействует с молекулярным кислородом и 
восстанавливает его до супероксид анион-ради-
кала. Таким образом, имеет место цикличное вос-
становление/окисление параквата в клетке. Хотя 
реакционная способность супероксида не очень 
велика, при его метаболизме образуются продук-
ты (пероксид водорода и гидроксильный радикал), 
обладающие  гораздо большей химической актив-
ностью. Кроме того, на нескольких эксперимен-
тальных объектах показано, что паракват вызы-
вает нарушение цепи переноса электронов в ми-
тохондриях, разобщает процессы окислительного 
фосфорилирования, что приводит к обширному 
повреждению этих органелл. Запускаются процес-
сы перекисного окисления липидов, приводящие 
к повреждению биомембран, белков, нуклеиновых 
кислот [4–6]. 

Таким образом, цель настоящей работы заклю-
чалась в моделировании in vitro динамики реали-
зации цитогенетических нарушений в культурах 
экспонированных гербицидом паракватом лим-
фоцитов человека. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследований являлись куль-

туры лимфоцитов периферической крови чело-
века, подвергшиеся в начале культивирования  

кратковременному воздействию параквата. Неэкс-
понированные культуры клеток рассматривались 
как контрольные. Забор крови для эксперимен-
тов был осуществлен венепункцией у девяти лиц 
(23–55 лет), не имеющих в анамнезе онкологиче-
ской патологии, производственного контакта с му-
тагенами, вредных привычек (алкоголь, курение), 
а также в течение месяца, предшествовавшего об-
следованию, не проходивших рентгенодиагности-
ческие процедуры, не принимавших антибиотики 
и гормональные препараты, не болевших острыми  
респираторными  заболеваниями; при наличии в 
анамнезе хронических патологий (бронхит, пие-
лонефрит, заболевания опорно-двигательного ап-
парата и др.), находящихся в стадии ремиссии как 
минимум 0.5 года.

Постановка в стерильных условиях культур и 
культивирование лимфоцитов периферической 
крови проводились по общепринятой методике 
согласно рекомендациям ВОЗ (1973) и МАГАТЭ  
(1986) [7, 8] с некоторыми модификациями.  
А именно: 0.8 мл цельной крови добавляли к 11 мл  
инкубационной среды, приготовленной заранее в 
стерильных флаконах (SPL Lifesciences) и состоя-
щей из 9 мл среды RPMI 1640 с глутамином (Панэ-
ко), 1.8 мл сыворотки крупного рогатого скота 
(Панэко), 0.2 мл фитогемагглютинина (Панэко), 
40 γ/мл антибиотиков (гентамицин). Время инку-
бации в термостате при 37°С составляло 60 и 120 ч  
для получения краткосрочных и долгосрочных 
культур лимфоцитов, соответственно. 

Через 19 ч после стимуляции лимфоцитов фи-
тогемагглютинином (поздняя G1-стадия первого 
митоза клеток) на один час в культуру вводили па-
ракват в концентрации 4 × 10–8 моль/л (экспони-
рованные культуры) или физиологический раствор 
(контрольные культуры) с последующим трехкрат-
ным отмыванием клеток от токсиканта. Послед-
няя процедура осуществлялась и в отношении 
неэкспонированных культур. В долговременных 
культурах лимфоцитов проводилась замена инку-
бационной среды через 82 ч после начала культи-
вирования клеток. Продолжительность   культи-
вирования и концентрация параквата выбраны 
исходя из результатов предварительных экспери-
ментов. А именно: проведена оценка получаемых 
цитогенетических препаратов  по критериям со-
хранения жизнеспособности клеток и достаточ-
ного пролиферативного потенциала, результатом 
чего является оптимальное количество метафазных 
пластинок. Предварительные эксперименты, про-
веденные в лаборатории с использованием методи-
ки дифференциального окрашивания сестринских 
хроматид (добавление в культуру 5-бромдезоксиу-
ридина), показали, что в 60-часовых и 120-часо-
вых культурах присутствовали преимущественно 
лимфоциты 1–2-го митозов и 4–6-го митозов со-
ответственно. После окончания культивирования 
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клетки подвергались 10-минутному воздействию 
подогретого до 37°С гипотонического раствора 
(0.075 М КCl) с последующими трехкратной фик-
сацией смесью абсолютного этанола и ледяной ук-
сусной кислоты в отношении 3 : 1 и приготовлени-
ем препаратов метафазных хромосом.

Анализ хромосомных аберраций проводили пу-
тем микроскопирования монохромно окрашен-
ных, с хорошим разбросом метафазных пласти-
нок. Учитывались все аберрации хроматидного и 
хромосомного типа. К первым относили одиноч-
ные и изохроматидные фрагменты, межхромосом-
ные хроматидные обмены. Вторые включали про-
стые (ацентрические парные фрагменты, центро-
мерные разрывы, делеции, не сопровождающиеся 
ацентрическими фрагментами) и сложные обмен-
ные (дицентрики, центрические и ацентрические 
кольца, атипичные моноцентрики – симметрич-
ные транслокации, инверсии) хромосомные пе-
рестройки. Частичный кариотипический анализ 
(идентификация гомологичных хромосом и/или 
групп хромосом) применялся для выявления деле-
ций, реципрокных транслокаций, инверсий. 

Частично поиск метафазных пластинок на пре-
паратах проводили с помощью светового микро-
скопа Axio Imager.М1 (Zeiss) c надстройкой Metafer 
(Metasystems) и соответствующим программным 
обеспечением (лаборатория экологического мони-
торинга и биоиндикации ИПЭЭ им. А.Н. Северцо-
ва РАН). Как правило, на каждую эксперименталь-
ную точку анализировалось не менее 100 клеток 
(от 100 до 570 метафаз каждой культуры). Меньшее 
количество просмотренных метафазных пласти-
нок (четыре культуры, обработанные паракватом; 
проанализировано от 28 до 63 клеток) свидетель-
ствовало о недоступности большего количества 
материала для анализа. В общей сложности проа-
нализированы 32 культуры (18 краткосрочных и 14 
долгосрочных), 6607 метафаз.

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с помощью программ WINPEPI (PEPI-
for-Windows) и SPSS 20.0.0 общепринятыми ста-
тистическими методами. Значимость различий по 
цитогенетическим показателям между проанали-
зированными совокупностями культур (обрабо-
танных паракватом и соответствующих им кон-
трольных) оценивалась с помощью непараметри-
ческого критерия Вилкоксона, между группами 
60- и 120-часовых экспонированных паракватом 
культур – с помощью непараметрического теста 
Манна–Уитни (в связи с разной численностью 
групп). Для каждого индивида оценивали разли-
чия по рассматриваемым показателям между сово-
купностями неэкспонированных клеток и клеток, 
подвергшихся воздействию параквата, с помощью 
точного критерия Фишера. В качестве аналога ко-
эффициента корреляции между наличием хромо-
сомных нарушений в клетке и перенесенным ею 

воздействием параквата (или продолжительностью 
культивирования) были рассчитаны индивидуаль-
ные значения показателя Cohen's w (омега Коэна 
(w)).

РЕЗУЛЬТАТЫ
В табл. 1 и на рис. 1 представлены средние ча-

стоты аберраций хромосом в неэкспонированных 
и подвергшихся воздействию параквата in vitro 
лимфоцитах девяти обследованных доноров при 
различной продолжительности культивирования 
клеток крови. Как видно из табл. 1, в метафазах 
контрольных культур выявлены все типы хромо-
сомных нарушений, за исключением хроматидных 
обменов, а преобладающими аберрациями во всем 
спектре являются хроматидные фрагменты. В це-
лом средняя частота аберрантных клеток находит-
ся в пределах общепринятого спонтанного уровня 
(1.0–1.5%).

В 60-часовых культурах лимфоцитов (клет-
ки 1–2-го митозов), подвергшихся воздействию 
параквата in vitro, средняя частота аберрантных 
клеток существенно (в 3.5 раза) превышает соот-
ветствующий контрольный уровень (р  =  0.008). 
Наблюдаемый эффект обусловлен значимой ин-
дукцией этим оксидантом простых аберраций 
хроматидного (одиночные фрагменты) и хромо-
сомного (парные фрагменты) типов (табл. 1). В 
120-часовых культурах лимфоцитов (клетки 4–6-
го митозов), подвергшихся воздействию параква-
та in vitro, средняя частота аберрантных метафаз 
значимо (в 5.5 раз) превышает соответствующий 
контрольный уровень (р = 0.018). Как и в отноше-
нии лимфоцитов 1–2-го митоза, эффект, регистри-
руемый в клетках 4–6-й генерации, обусловлен в 
первую очередь существенно повышенной в них 
частотой хроматидных одиночных фрагментов по 
сравнению с долгосрочными культурами неэкс-
понированных клеток (р = 0.018). Отмечена также 
явная тенденция к повышению в 120-часовых экс-
понированных паракватом культурах лимфоцитов 
уровня парных хромосомных фрагментов по срав-
нению с таковым показателем в соответствующем 
контроле (р = 0.068) (табл. 1).

Как видно из табл. 1, не выявлено различий 
между 60- и 120-часовыми неэкспонированными 
культурами клеток по уровню аберрантных клеток 
и аберраций хромосом всех типов. Напротив, дол-
госрочные культуры лимфоцитов, подвергшиеся 
воздействию параквата, демонстрируют значимо 
повышенный уровень аберрантных метафаз и оди-
ночных хроматидных фрагментов по сравнению с 
краткосрочными экспонированными культурами 
(р = 0.001).

Следует отметить, что в обработанных парак-
ватом культурах несколько чаще, чем в контроле, 
встречались изохроматидные фрагменты, разрывы 
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по центромере, делеции (табл. 1). На рис. 1 пред-
ставлены средние суммарные частоты хроматид-
ных и хромосомных аберраций, а также средняя 
общая частота всех нарушений хромосом в кра-
ткосрочных и долгосрочных культурах лимфоци-
тов. Видно, что в отношении всех трех показателей 
наблюдается одинаковая направленность эффекта. 
А именно, уровень поврежденности генома в отда-
ленных потомках обработанных паракватом лим-
фоцитов выше, чем в самих клетках-мишенях. Так, 
отмечены значимые различия между 60- и 120-ча-
совыми культурами клеток по суммарной частоте 
аберраций хроматидного типа и общему уровню 
всех аберраций хромосом (р = 0.001). Наблюдает-
ся и тенденция аналогичной направленности для 
аберраций хромосомного типа (р = 0.217). 

В табл. 2 представлены показатели индивиду-
ального ответа каждого из девяти индивидов на 
воздействие параквата in vitro. Анализ 60-часовых 
культур клеток крови показал следующее. Хотя для 
восьми из них отмечается явная тенденция к увели-
чению уровня аберраций хроматидного типа в лим-
фоцитах, подвергшихся воздействию параквата, 
по сравнению с таковым показателем в контроле, 
значимый эффект выявлен только для одного чело-
века. Однако в отношении 120-часовых клеточных 
культур для большинства лиц (5 из 7 чел.) отмеча-
ются значимые различия по частоте этих наруше-
ний между неэкспонированными лимфоцитами и 

клетками, обработанными паракватом. При этом 
для двух человек наблюдалась такая же направлен-
ность эффекта, и рассматриваемые различия были 
близки к значимым (р = 0.064 и 0.062).

Генотоксические эффекты параквата, хотя и 
менее выраженные, выявлены и по тесту аберра-
ций хромосомного типа. Анализ 60-часовых кле-
точных культур продемонстрировал для пяти из 
девяти человек тенденцию к большей частоте этих 
цитогенетических нарушений в экспонированных 
лимфоцитах по сравнению с клетками, не обра-
ботанными паракватом, хотя значимых различий 
не отмечается. Однако для части индивидов (3 из 
7 чел.) долговременное культивирование клеток 
привело к существенно повышенному уровню 
простых аберраций хромосомного типа в лимфо-
цитах, подвергшихся воздействию параквата, по 
сравнению с соответствующим контролем (р-value 
от 0.002 до 0.035) (табл. 2).

В итоге оценка суммарной частоты цитогенети-
ческих нарушений продемонстрировала значимые 
генотоксические эффекты параквата в 60-часовых 
культурах лимфоцитов у трех из девяти человек, в 
то время как долгосрочное культивирование при-
вело к выраженной поврежденности генома почти 
у всех обследованных индивидуумов (табл. 2). 

Очевидно, что дальнейший анализ индивиду-
альной чувствительности лимфоцитов к тестиру-
ющему воздействию параквата in vitro требовал 
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Рис. 1. Средние частоты аберраций хромосом в контрольных и подвергшихся воздействию параквата in vitro куль-
турах лимфоцитов обследованных лиц.
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количественную оценку размера рассматриваемого 
генотоксического эффекта этого оксиданта (effect 
size) для каждого из обследованных лиц. С этой 
целью было рассчитано значение показателя омега 
Коэна (w) (Cohen′s w, аналог коэффициента кор-
реляции). Как видно из рис. 2, а, при 60-часовой 
продолжительности культивирования клеток этот 
показатель для девяти обследованных доноров 

варьировал от 0.057 до 0.153, при этом для трех че-
ловек рассматриваемая сопряженность была зна-
чимой, а для четырех – близка к таковой.  Долго-
срочные эффекты, изученные для семи доноров, 
характеризовались более высокими значениями 
Cohen′s w (от 0.157 до 0.259), и почти все они были 
значимы.
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Рис. 2. Индивидуальная чувствительность лимфоцитов обследованных доноров к воздействию параквата in vitro.
а – приведены индивидуальные значения Cohen′s w, характеризующие выраженность эффекта. Показаны числен-
ные значения значимости (р-value) каждой корреляции; б – диаграмма размаха индивидуальных значений Cohen′s 
w (“ящик с усами”). Показаны: медиана 25 и 75%-ные процентили (нижняя и верхняя границы “ящика” соответ-
ственно), минимальное и максимальное значения, не являющиеся выбросом – концы “усов”, а также приведено 
численное экстремальное значение “выброс”, выходящее за пределы 1.5 длины “ящика”.



	 ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ В КУЛЬТУРАХ ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА� 19

ГЕНЕТИКА том 61 № 2 2025

На рис. 2, б представлена диаграмма размаха 
индивидуальных значений Cohen′s w (“ящик с уса-
ми”, или “box plot”), отражающая возрастающую 
динамику уровня поврежденности генома лимфо-
цитов по мере увеличения продолжительности их 
культивирования. Так, медианные значения рас-
сматриваемого показателя в 60-часовых и 120-ча-
совых культурах лимфоцитов составляют, соответ-
ственно, 0.113 и 0.198. Границы его квартильного 
размаха (нижняя и верхняя границы “ящика”) при 
краткосрочном культивировании составляют 0.078 
и 0.1280, что существенно ниже таковых для 120-ча-
совых клеточных культур – 0.170 и 0.213. Долговре-
менная культура одного индивидуума характеризо-
валась экстремальным генотоксическим эффектом 
параквата, т. е. значением Cohen′s w, выходящим 

за пределы полуторной разницы между значения-
ми верхнего и нижнего квартилей.

Существенно повышенный уровень цитогене-
тических нарушений в клетках 4–6-й генераций, 
по сравнению с таковым в 1–2-м митозах лим-
фоцитов, демонстрируют результаты оценки со-
пряженности между наличием хромосомных на-
рушений в обработанных паракватом клетках и 
продолжительностью их культивирования у семи 
индивидов (табл. 3). Как видно, очень низкое зна-
чение показателя Cohen′s w (0.012) наблюдается 
только у одного донора, у остальных шести чело-
век значение Cohen′s w варьировало совсем в не-
большом диапазоне: от 0.106 до 0.144. При этом для 
четырех лиц рассматриваемая сопряженность была 
значимой, а для двух – близка к таковой.  

ОБСУЖДЕНИЕ
Значимо повышенная средняя частота простых 

аберраций хроматидного (одиночные фрагменты) 
и хромосомного (парные фрагменты) типа, выяв-
ленная в настоящей работе в 60-часовых культурах 
(1–2-я клеточные генерации) экспонированных 
паракватом in vitro лимфоцитов девяти индивидуу-
мов, свидетельствует о выраженных генотоксиче-
ских эффектах этого соединения в примененных 
концентрациях (4 х 10–8 моль/л). В данном слу-
чае первичные повреждения ДНК в виде одно- и 
двунитевых разрывов, индуцированные при не-
посредственном воздействии параквата на клетки 
(поздняя G1-стадия первого митоза, 20-й час куль-
тивирования), закономерно реализуются в наблю-
даемые нами конечные эффекты – структурные 
повреждения хромосом генома. Следует отметить, 
что несмотря на явную тенденцию к повышенно-
му уровню цитогенетических нарушений в обра-
ботанных паракватом культурах лимфоцитов по 
сравнению с контролем, индивидуальный анализ 
значимости рассматриваемых различий показал ее 
отсутствие у большей части доноров. По-видимо-
му, с целью демонстрации значимых индивидуаль-
ных генотоксических эффектов параквата в такой 
низкой концентрации требуется большее количе-
ство проанализированных метафаз (на человека), 
что в условиях данного эксперимента сделать не 
представлялось возможным. 

Полученные нами данные согласуются с ре-
зультатами единичных исследований, свидетель-
ствующих о значимых дозозависимых гено-/цито-
токсических эффектах параквата в краткосрочных 
культурах лимфоцитов человека (хромосомные 
аберрации, сестринские хроматидные обмены, 
микроядра, апоптоз) [9–11]. Следует отметить, что 
в этих работах использованные дозы параквата 
находились в диапазоне концентраций (10–4–10–6 
моль/л), сопряженных с существенным снижением 

Таблица 3. Индивидуальные показатели возрастаю-
щей динамики суммарной частоты аберраций хромо-
сом в последовательных митозах обработанных па-
ракватом лимфоцитов крови (сравнение 60- и 120-ча-
совых клеточных культур)

№  
донора

Размер эффекта “effect size”
Критерий Коэна  

(Cohen′s w) p-value*

1 – –

2 – –

3 0.143 0.033

4 0.144 0.103

5 0.012 1,000

6 0.026 0.119

7 0.107 0.068

8 0.106 3.2Е-3

9 0.109 0.019

Примечание. * – точный двусторонний тест Фишера, жир-
ным шрифтом выделены значения р < 0.05.  
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митотического индекса, и были в десятки-сотни 
раз выше использованных в настоящей работе. 

Существенное возрастание уровня разрывов ДНК 
и окисленного гуанина (8-ОG) показано в обрабо-
танных паракватом трансформированных клеточ-
ных линиях человека (HeLa и Hep G2) [12]. Инду-
цированные этим оксидантом аккумуляция 8-ОG 
и, как следствие репликации замены GC на AT, 
наблюдались в клеточных линиях, подвергшихся 
CRISPR-Cas9 модификации для инактивации ге-
нов OGG1 и MUTYH – гликозилаз [13]. Воздей-
ствие параквата приводило к микросателлитным 
мутациям в клеточных линиях рака легких челове-
ка [14].  

Те или иные вышеперечисленные повреждения 
генома, индуцированные паракватом, выявле-
ны и в экспериментах in vivo. Так, при перораль-
ном фракционированном его поступлении (через 
зонд, суммарные дозы 90–300 мг/кг) в организм 
крыс Wistar выявлены дозозависимое значимое 
увеличение уровня разрывов ДНК в лимфоци-
тах периферической крови и активация апоптоза 
[15]. В другом исследовании у швейцарских аль-
биносов-мышей, которые на протяжении 28 дней 
получали воду, содержащую паракват (суммарная 
доза 50–200 мг/кг), отмечены существенно повы-
шенные частоты микроядер в клетках буккально-
го эпителия, эритроцитах и лейкоцитах, клетках 
костного мозга с аберрациями хромосом, а также 
разрывов ДНК в лейкоцитах крови. Все эти изме-
нения имели дозозависимый характер и сопрово-
ждались значимым снижением массы тела, печени, 
почек, что согласуется с результатами теста оценки 
гибели клеток [16]. Показана повышенная частота 
микроядер и аберраций хромосом в кончике кор-
ня лука репчатого Allium cepa L. как результат об-
работки семян паракватом (72 ч, 10–100 ppm). Эти 
изменения имели дозозависимый характер и со-
провождались снижением длины корня, процента 
всхожести семян, привеса массы, анатомическими 
изменениями кончиков корней [17].

В настоящей работе не наблюдалось различий 
между 60- и 120-часовыми неэкспонированными 
культурами по всем рассмотренным цитогенети-
ческим показателям. При этом долговременное 
культивирование лимфоцитов, подвергшихся крат-
ковременному воздействию параквата, привело к 
значимо повышенным уровням аберрантных ме-
тафаз и одиночных хроматидных фрагментов по 
сравнению с таковыми, регистрируемыми в кра-
ткосрочных экспонированных культурах. Это так-
же демонстрируют результаты анализа индивиду-
альных различий между уровнями цитогенетиче-
ских нарушений в контрольных и обработанных 
паракватом культурах лимфоцитов обследованных 
лиц: для всех семи человек они были значимы или 
близки к этому, что не отмечалось при кратковре-
менном культивировании клеток. Кроме того, 

результаты количественной оценки индивидуаль-
ной выраженности отдаленных генотоксических 
эффектов у семи обследованных индивидуумов 
характеризовались более высокими значениями   
Cohen′s w по сравнению с таковыми, полученны-
ми для краткосрочных культур.

Однозначно в культурах, обработанных парак-
ватом, имеет место редупликация хромосомных 
аберраций и их сохранение в последовательных 
клеточных генерациях. Это закономерно сопрово-
ждается трансформацией аберраций хроматидно-
го типа в хромосомные перестройки (хроматидных 
фрагментов в парные хромосомные фрагменты), а 
также элиминацией части генетического материа-
ла с появлением делетированных хромосом в от-
даленных потомках клеток, подвергшихся в начале 
культивирования кратковременному воздействию 
параквата.  

С одной стороны, вышесказанным можно объ-
яснить то, что в экспонированных культурах уров-
ни простых аберраций (парные фрагменты, цен-
тромерные разрывы, делеции) и суммарная частота 
повреждений хромосомного типа были выше при 
120-часовом культивировании лимфоцитов, чем 
при 60-часовом (на уровне тенденции). С другой 
стороны, прирост за несколько клеточных деле-
ний уровня хроматидных фрагментов многократ-
но выше такового, наблюдаемого для аберраций 
хромосомного типа, что нельзя объяснить только 
редупликацией хромосомных повреждений в ряду 
последовательных клеточных делений. По-видимо-
му, имеет место индукция “свежих” хроматидных 
фрагментов в потомках многократно поделивших-
ся клеток, подвергшихся воздействию параквата. 
По феноменологии, это явление соответствует ге-
номной нестабильности, индуцированной воздей-
ствием радиации или других генотоксических аген-
тов [18]. 

Анализ накопленных к настоящему времени 
данных позволяет говорить об общности меха-
низмов индукции хронического оксидативного 
стресса, сопряженных с нарушением цепи пере-
носа электронов в митохондриях и разобщением 
процессов окислительного фосфорилирования, в 
результате облучения и воздействия параквата [5, 
19]. Поэтому последний принято рассматривать в 
качестве радиомиметика [6]. Имеются также экс-
периментальные данные, позволяющие полагать 
ассоциативную связь индукции такого отдаленного 
эффекта радиации, как геномная нестабильность с 
хроническим окислительным стрессом [19]. 

Таким образом, изученные в настоящей рабо-
те закономерности реализации цитогенетических 
нарушений в культурах экспонированных парак-
ватом лимфоцитов человека указывают на геном-
ную нестабильность, индуцированную окислитель-
ным стрессом в отдаленных потомках лимфоцитов 
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человека, подвергшихся воздействию этого гено-
токсиканта. На данном этапе работы, несмотря на 
крайне малочисленную выборку обследованных 
лиц, анализ диаграммы размаха выраженности ин-
дивидуальных генотоксических эффектов выявил 
одного человека, характеризующегося экстремаль-
но высоким показателем индуцированной парак-
ватом поврежденности генома, регистрируемым в 
долговременной культуре лимфоцитов (значение 
Cohen′s w – 0.256). Мы склонны полагать, что этот 
индивид относится к группе повышенного риска 
по развитию неблагоприятных последствий при 
воздействии на организм факторов, индуцирую-
щих хронический окислительный стресс. 

В нашей выборке встречались индивиды, у 
которых обработанные паракватом клеточные 
культуры характеризовались малым количеством 
бласттрансформированных и делящихся клеток. 
Для одного индивида такие изменения были вы-
явлены как в 60-, так и в 120-часовой культуре 
(табл. 2, 3; донор № 5), для двух других – только 
при долговременном культивировании лимфоци-
тов (табл. 2, 3; доноры № 4 и 9). Вероятно, опять 
же идет речь о высокой чувствительности клеток 
крови к воздействию параквата in vitro, что прояв-
ляется снижением их жизнеспособности: клетки с 
множественными повреждениями генома элими-
нируются, становясь недоступными для анализа. 
В первую очередь это характерно для длительных 
культур лимфоцитов. Так, отсутствие связи выра-
женности генотоксических эффектов с длительно-
стью культивирования клеток у одного индивида 
(табл. 3, № 5), очевидно, объясняется малым ко-
личеством метафаз в экспонированных культурах, 
доступных для анализа (46 и 28 клеток для 60- и 
120-часовых культур соответственно). По той же 
причине, несмотря на многократно повышенный 
уровень цитогенетических нарушений в культурах 
этого донора, обработанных паракватом, по срав-
нению с таковым в контроле, значимые различия 
не выявлены (табл. 2, № 5). 

Касательно механизмов действия параквата из-
вестно, что в результате его попадания в клетку по-
стоянно генерируемые свободные радикалы либо 
непосредственно повреждают клеточные структу-
ры, либо запускают сложные механизмы ответа, 
приводящие к гено-/цитотоксическим эффектам. 
Так, показана роль продуктов паракват-индуци-
рованного перекисного окисления липидов в ак-
тивации цитоплазматических моно-(АДФ)-рибо-
зилтрансфераз, а следовательно, моно-(АДФ)-ри-
бозилирования – обратимой посттрансляционной 
модификации протеинов, играющей роль в сиг-
наллинге, ДНК-репарации, апоптозе и т. д. На 
нескольких клеточных моделях показана ассоци-
ативная связь селективной фосфолипидной пе-
роксидации с индукцией апоптоза [4]. Выявлено, 
что индуцированные паракватом повреждения 

легочной ткани ассоциированы с множеством 
сигнальных клеточных путей: Nrf2/ARE, NF-κB, 
NLRP3 инфламмасомы, TLRs, PPAR-γ, MAPKs, 
AMPK, Rho/ROCK, PI3K/AКТ/mTOR, TGF-β/
Smad, Wnt/β-катенин [20]. Показано, что индуци-
рованный паракватом оксидативный стресс при-
водит к повреждению митохондрий посредством 
Са2+-зависимой пермеабилизации их внутренней 
мембраны, т. е. открытием неспецифической ци-
клоспорин А (ЦсА) – чувствительной митохон-
дриальной поры. Это приводит к деполяризации 
внутренней мембраны, ингибированию окисли-
тельного фосфорилирования, набуханию матрик-
са этих органелл, разрыву внешней мембраны, вы-
ходу находящихся в межмембранном пространстве 
апоптогенных белков. Рассмотренный процесс – 
один из основных путей запуска гибели клеток по 
механизмам апоптоза [21, 22]. Имеются сведения, 
что актин селективно связывает паракват, в резуль-
тате чего формируются супрамолекулярные струк-
туры этого белка цитоскелета наряду с его деполи-
меризующимися очагами [23]. 

В эксперименте с рекомбинантной клеточной 
линией насекомых SF-9 показана способность па-
раквата ингибировать процессинг мРНК человече-
ской Mn-зависимой (митохондриальной) суперок-
сиддисмутазы (SOD2) [24]. В экспериментах in vivo 
показано, что паракват подавляет транскрипцию 
мРНК гена FoxO3 в кардиомиоцитах, что, в свою 
очередь, приводит к снижению экспрессии локусов 
ключевых антиоксидантных ферментов – катала-
зы CAT и  супероксиддисмутазы SOD2 [25]. Метод 
молекулярного докинга, примененный для оценки 
возможного взаимодействия параквата с гистоно-
выми белками, показал, что паракват имеет наи-
большую способность к связыванию с гистоном 
Н4, который, как известно, участвует в органи-
зации “бусинки на нитке” в структуре нуклеосо-
мы. Последнее имеет важное значение в упаковке 
ДНК, формировании хромосом и стабильности ге-
нома [16].

В настоящей работе впервые использован гер-
бицид паракват для индукции хронического окси-
дативного стресса в долгосрочных культурах лим-
фоцитов крови человека. Сравнение цитогенетиче-
ских эффектов этого соединения, регистрируемых 
в 60- и 120-часовых клеточных культурах, показало 
наибольшую их выраженность при долговремен-
ном культивировании клеток. Полученные данные 
и их анализ свидетельствуют об индукции геномной 
нестабильности, преимущественно в виде хрома-
тидных фрагментов, в отдаленных потомках лим-
фоцитов, подвергшихся кратковременному экспо-
нированию. Показано, что чувствительность к дей-
ствию параквата и выраженность его отсроченных 
эффектов имеют индивидуальный характер. 

Полагаем, что продолжение таких исследо-
ваний с охватом репрезентативного количества 
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индивидов и расширением спектра анализируемых 
показателей даст возможность разработать экспе-
риментальную прогностическую модель, основан-
ную на тестировании in vitro ответа клеток крови 
человека на воздействие факторов, ассоциирован-
ных с развитием окислительного стресса, и оценке 
индивидуальных рисков индукции отдаленных не-
гативных последствий для здоровья.

Авторы выражают огромную благодарность 
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Cytogenetic Effects in Cultures of Human Lymphocytes Exposed  
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We conducted the experiments of the short-term (1 hour) testing effect of the herbicide paraquat, one 
of the strongest inducer of oxidative stress, on cultured blood cells (late G1 stage of the first mitosis, 
4 × 10–8 mol/l) of 9 healthy donors. In 60-hour (short-term) and 120-hour (long-term) lymphocyte 
cultures exposed to paraquat in vitro, the average frequencies of aberrant cells were 4.05 ± 0.55 and 
9.42 ± 1.23%, respectively, which significantly exceeds the corresponding control levels: 1.16 ± 0.30 and 
1.70 ± 0.50% (p = 0.008 and p = 0.018, respectively). The observed genotoxic effects are primarily due to 
the induction of simple chromatid aberrations (single fragments), the levels of which were 3.32 ± 0.40 and 
8.92 ± 1.40 per 100 cells as a result of short-term and long-term lymphocyte cultivation, respectively (in 
comparison with 1.03 ± 0.34 and 1.56 ± 0.38 per 100 cells in the corresponding control). The frequencies 
of paired chromosomal fragments in cell cultures of both types also significantly (or on the trend level) 
exceeded the control frequencies (p = 0.046 and p = 0.068 for 60- and 120-hour cultures, respectively). 
No differences were found between 60- and 120-hour unexposed cell cultures in the level of aberrant 
cells and chromosome aberrations of all types. In contrast, long-term lymphocyte cultures exposed 
to paraquat demonstrated significantly increased levels of aberrant metaphases and single chromatid 
fragments compared to short-term exposed cultures (p = 0.001). Long-term effects were shown to be 
characterized by higher individual values ​​of Cohen's omega (w) – from 0.157 to 0.259, compared to those 
for 60-hour cultures – 0.057 to 0.153. The obtained data indicate the induction of genomic instability 
in distant descendants of human lymphocytes exposed to short-term paraquat at the beginning of 
cultivation, and its individual nature.

Keywords: oxidative stress, herbicide paraquat, human lymphocyte cultures, genome instability, long-
term effects.


