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Микотоксины зеараленон, афлатоксин B1 и охратоксин А являются наиболее распространенными
контаминантами продуктов питания и кормов и обладают генотоксическими и канцерогенными свой�
ствами. Методом ДНК�комет было изучено комбинированное генотоксическое воздействие афлатокси�
на В1 (0,0257 мг), охратоксина А (0,0128 мг) и зеараленона (0,0064 мг) in vivo в клетках костного мозга и
лейкоцитах крови крыс линии Вистар при 15�, 30� и 60�дневной обработке. Выявлена генотоксическая
активность изученной группы микотоксинов, которая в лейкоцитах крови оказалась наиболее выражен�
ной после 60�дневной обработки, а в клетках костного мозга – также после 30�дневной обработки.
Показано, что клетки костного мозга крыс значительно более чувствительны к действию изученной ком�
бинации микотоксинов, чем лейкоциты крови.
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Введение
Микотоксины – вторичные метаболиты плес�

невых грибов, которые вызывают токсические
эффекты у животных и представляют алиментар�
ную опасность для человека. Эти вещества вы�
зывают хромосомные перестройки и сестрин�
ские хроматидные обмены [9], иммуносупре�
сорные и аллергические эффекты, а также мо�
гут стать причиной возникновения рака. На се�
годняшний день известны около 300–400 ми�
котоксинов, примерно 12 из них обнаружены в
пищевых продуктах в количествах, достаточных
для токсического действия на человека и живот�
ных. Обычно на контаминированном субстрате
обнаруживается более одного типа микотокси�
нов [2]. Установлено, что до 25% продоволь�
ственных культур контаминированы микотокси�
нами, которые продуцируются в основном
Fusarium, Aspergillus и Penicillium [7].

Зеараленон – вторичный метаболит различ�
ных видов рода Fusarium (но в основном проду�
цируется Fusarium graminearum), которые явля�
ются одними из основных контаминантов зла�
ковых. Канцерогенный эффект зеараленона по�
казан у мышей и крыс [8].

Афлатоксины – биологически активные вто�
ричные метаболиты, которые в основном про�
дуцируются A.flavus и являются контаминанта�
ми арахиса, хлопка, кукурузы, орехов и других
растений [12]. Все афлатоксины токсичны, яв�
ляются мутагенами и канцерогенами, особенно
афлатоксин B1, который является мощным ге�
патотоксином и гепатокарциногеном. ВОЗ клас�
сифицировала афлатоксин B1 как канцероген
1�й группы. Метаболит афлатоксина B1 – 8,9�
эпоксид ковалентно связывается с ДНК и образу�
ет ДНК�аддукты, что является критическим шагом
к индуцированию гепатокарциногенеза [5].

Охратоксин А, продуцируемый несколькими
видами родов Aspergillus и Penicillium, является
одним из самых распространенных микотокси�
нов в мире [2]. Этот микотоксин является нефро�
токсином, обладает иммуносупрессорным, те�
ратогенным и канцерогенными свойствами. Пе�
роральное воздействие приводит к образова�
нию опухолей в различных тканях у мышей и крыс.
Охратоксин А также может быть причиной злока�
чественных новообразований у людей [11].

В целом, механизмы генотоксических эффек�
тов зеараленона, афлатоксина В1 и охратокси�
на А недостаточно изучены. Данные о геноток�
сическом воздействии микотоксинов in vivo не�
многочисленны. Комбинированные эффекты
микотоксинов in vitro и in vivo также изучены не�
достаточно.

Исходя из того, что афлатоксин В1, зеарале�
нон и охратоксин А способны вызывать повреж�
дения ДНК [10, 13, 14], для оценки их комбини�
рованного действия нами был применен метод
ДНК�комет (гель�электрофорез единичных кле�
ток), позволяющий быстро и эффективно иден�
тифицировать их генотоксические эффекты [6].

Исходя из вышесказанного, целью нашей
работы было изучение комбинированного гено�
токсического действия зеараленона, афлаток�
сина В1 и охратоксина А in vivo в клетках костно�
го мозга и лейкоцитах крови крыс линии Вис�
тар методом ДНК�комет.

Материалы и методы
Тестируемые соединения – зеараленон (бе�

лый порошок, молекулярная масса = 318,37,
ЛД50 = 10 000 мг/кг), афлатоксин В1 (белый
порошок, молекулярная масса = 312,3, ЛД50 =
6,25 мг/кг), охратоксин А (желтые кристаллы,
молекулярная масса = 403,8, ЛД50 = 20 мг/кг).
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Повреждения ДНК анализировали в лейко�
цитах и клетках костного мозга крыс линии Вис�
тар с массой 150–200 г, которые ежедневно по�
лучали с кормом смесь микотоксинов в дозе:
афлатоксина B1 – 0,0257 мг, охратоксина А –
0,0128 мг и зеараленона – 0,0064 мг. Подопыт�
ные животные были разделены на группы, кото�
рые отличались между собой по продолжитель�
ности опыта. Животные 1�й группы ежедневно
получали загрязненный микотоксинами корм в
течение 15 дней, животные 2�й группы – в тече�
ние 30 сут, а животные 3�й группы – в течение
2 мес.

Животных усыпляли путем разъединения
спинного и головного мозга в участке соедине�
ния атланта и аксиса. Клетки костного мозга
вымывали из бедренной кости с помощью PBS
(натрий�фосфатный буфер), а лейкоциты пери�
ферической крови были получены из хвостовой
вены.

Для анализа повреждений ДНК использова�
ли щелочную версию метода ДНК�комет [1]. На
предметные стекла наносили два слоя агарозы
в следующей последовательности: предметные
стекла предварительно покрывали слоем 1%
раствора агарозы (Normal Melting Agarose – Hi
Media RM273) и оставляли их в термостате при
37 �C на 12–24 ч. Затем на предметные стекла
наносили второй слой – смесь 20 мкл клеточ�
ной суспензии с 80 мкл 0,5 % раствора агаро�
зы, имеющего низкую температуру плавления
[«Low Melting Point Agarose» (LMPA) – Sigma»].
После нанесения второго слоя препараты по�
крывали покровными стеклами и помещали на
10 мин в холодильник при 4 �С до образования
геля. После затвердевания геля клетки лизиро�
вали в течение 1 ч при 4 �С в растворе, содержа�
щем 2,5 М NaCl; 100 мМ EDTA (рН 8,0); 10 мМ
Tris; рН 10,0 с Тритоном Х�100 (1 мл). По окон�
чании лизиса препараты оставляли на 20 мин
(при 4 �С) в растворе для электрофореза –
300 мМ NaOH и 1 мМ EDTA (рН 10,0) для рас�
кручивания цепей ДНК и выявления одноните�
вых разрывов и щелочно�лабильных сайтов.
Электрофорез проводили в течение 25 мин при
напряжении поля 25 В/см и силе тока 300 А.
После электрофореза препараты промывали
10 мин нейтрализационным буфером (0,4 М Tris;
рН 7,4), затем окрашивали раствором бромис�
того этидия (20 мкг/мл, «Sigma») и помещали
во влажную камеру при 4 �C до просмотра.

Изображения комет регистрировали с помо�
щью видеокамеры с повышенной чувствитель�
ностью («Variocam, PCO», Германия) и обраба�
тывали на компьютере программой Comet Assay
IV (Version 4.3). Препараты комет анализирова�

ли с использованием флюоресцентного микро�
скопа с соответствующими для конкретного кра�
сителя фильтрами при увеличении 200–400. На
трех препаратах анализировали по 50 изобра�
жений.

Уровень повреждений ДНК оценивали по
трем параметрам: интенсивность хвоста (про�
центное содержание ДНК в хвосте), длина хвос�
та (расстояние от центра ядра до кончика хвос�
та кометы) и момент хвоста Оливе (произведе�
ние расстояния от центра ядра до центра плот�
ности хвоста кометы на процент ДНК в хвосте).

Статистический анализ полученных резуль�
татов проводили с помощью программ SPSS�
19 и Statgraphics Plus 5.1 с применением непа�
раметрического теста Mann–Whitney (U�test).

Результаты и их обсуждение
Актуальность изучения комбинированного

генотоксического эффекта микотоксинов обус�
ловлена тем, что обычно на контаминированном
субстрате обнаруживают несколько видов ми�
котоксинов. Комбинированное воздействие
многих микотоксинов на уровень повреждений
ДНК изучено недостаточно.

Нами было протестировано комбинирован�
ное воздействие афлатоксина В1 (0,0257 мг),
охратоксина А (0,0128 мг) и зеараленона
(0,0064 мг) в течение 15, 30 и 60 дней in vivo на
крысах линии Вистар методом ДНК�комет. Ре�
зультаты оценки уровней повреждений ДНК в
клетках костного мозга и лейкоцитах крыс пред�
ставлены на рис. 1–3.

Анализ полученных результатов показал ста�
тистически достоверное повышение уровня по�
вреждений ДНК по изученным параметрам в
клетках костного мозга и лейкоцитах у крыс, под�
вергшихся воздействию микотоксинов.

Рис. 1. Уровни повреждений ДНК в клетках костного
мозга и лейкоцитах у крыс, обработанных

микотоксинами перорально, по параметру процента
ДНК в хвосте комет. Здесь и на рис. 2–3:

* различия по отношению к контролю, p < 0,05.
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В клетках костного мозга уровень поврежде�
ний ДНК по параметру интенсивности хвоста
статистически достоверно повышался по срав�
нению с контролем после 15�, 30� и 60�дневно�
го воздействия микотоксинами (см. рис. 1). По
параметрам момента и длины хвоста статисти�
чески достоверное повышение наблюдалось
только после 30� и 60�дневной обработки (см.
рис. 2, 3).

В лейкоцитах крови статистически достовер�
ное повышение уровня повреждений ДНК по
параметрам интенсивности и момента хвоста
наблюдалось только после 30� и 60�дневного
воздействия (см. рис. 1, 2), а по параметру дли�
ны хвоста уровень повреждений ДНК повышал�
ся только после 60�дневной обработки (см.
рис. 3).

На основе сравнения уровней повреждений
ДНК клеток костного мозга и лейкоцитов крови
у крыс, нами было выявлено, что уровень по�
вреждений ДНК по параметру длины хвоста ко�
меты был выше в клетках костного мозга по срав�
нению с лейкоцитами крови у крыс, подвергших�

ся воздействию микотоксинов в течение 30 и
60 дней. По параметру интенсивности хвоста ко�
меты статистически достоверную разницу меж�
ду клетками костного мозга и лейкоцитами кро�
ви наблюдали только у крыс, подвергшихся воз�
действию микотоксинов в течение 30 дней. По
параметру момента хвоста кометы различий
между клетками костного мозга и лейкоцитами
крови не было выявлено.

Методом ДНК�комет были показаны эффек�
ты раздельного действия изученных микотокси�
нов in vitro и in vivo в различных тест�системах.
Зеараленон индуцировал повышение уровня
повреждений ДНК вследствие оксидативного
стресса в клеточной линии печени человека Hep
G2 [6]. Генотоксическая активность зеаралено�
на и его двух метаболитов (α�зеараленол и
β�зеараленол) также показана на клеточной ли�
нии Caco�2 (клетки эпителия колоректальной
карциномы человека) [3]. Генотоксическая ак�
тивность афлатоксина В1 была показана в кле�
точной культуре Hep G2 методом ДНК�комет с
применением рестрикционных ферментов
(endo III и FPG). Обработка афлатоксином В1
приводила к повышению уровня активных форм
кислорода. Генотоксический эффект афлатокси�
на В1 с метаболической активацией (S9�фрак�
ция из печени крысы) был выявлен через 3 ч, а
без метаболической активации – через 24 ч
после воздействия [5]. Способность охраток�
сина А вызывать повреждения ДНК по парамет�
рам длины хвоста, интенсивности хвоста и мо�
мента хвоста кометы в клетках почек in vivo по�
казана на крысах линии Вистар [14]. Было пока�
зано повышение уровня повреждений ДНК в кле�
точных линиях CHO�K1�BH(4) (клетки яичников
китайского хомячка) и ТК6 (лимфобластоидные
клетки человека) методом ДНК�комет после
воздействия охратоксином А. Результаты иссле�
дования также выявили кластогенный и анеуген�
ный эффекты и способность охратоксина А свя�
зываться с ДНК и индуцировать апоптоз [4].

Наши результаты свидетельствуют о генток�
сичности комбинированного действия зеарале�
нона, афлатоксина В1 и охратоксина А для кле�
ток костного мозга и лейкоцитов крови и до�
полняют литературные данные о способности
микотоксинов повреждать ДНК на уровне орга�
низма.

Заключение
Из полученных результатов можно заклю�

чить, что при хроническом комбинированном
воздействии низких доз микотоксинов: зеара�
ленона, афлатоксина B1 и охратоксина А уро�
вень повреждений ДНК в клетках костного моз�

Рис. 2. Уровни повреждений ДНК в клетках костного
мозга и лейкоцитах у крыс, обработанных
микотоксинами перорально, по параметру

момента хвоста Оливе.

Рис. 3. Уровни повреждений ДНК в клетках костного
мозга и лейкоцитах у крыс, обработанных
микотоксинами перорально, по параметру

длины хвоста.

мкм

усл. ед.
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га и лейкоцитах периферической крови досто�
верно повышается по сравнению с контролем.
При этом уровень повреждений ДНК в клетках
костного мозга выше, чем в лейкоцитах пери�
ферической крови.
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