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РЕФЕРАТ 
Целью работы явилось изучение влияния ГКСК, ЛКСК и ЛКСПК на частоту 
доминантных летальных мутаций (ДЛМ) у мышей в условиях генотоксиче-
ского действия экспериментального мутагена – циклофосфамида (ЦФ). Для 
работы были сформированы одиннадцать групп беспородных мышей по 6 
самцов и 36 самок в каждой группе. ГКСК, ЛКСК и ЛКСПК вводили внутри-
мышечно однократно самцам в дозе 0,5 мл/кг отдельно или совместно с внут-

рибрюшинным введением ЦФ в дозе 60 мг/кг. Также исследуемые фармацевтические 
субстанции вводили трехкратно с интервалом 24 ч перед введением ЦФ в дозах анало-
гичных однократному введению. Для исследования ДЛМ к самцам подсаживали мышей-
самок трехкратно с интервалом в неделю. На 15-17 день после подсадки к самцам бере-
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менных самок выводили из эксперимента, проводили вскрытие и определяли частоту 
постимплантационной смертности (ЧПС) эмбрионов, которая коррелирует с поврежде-
нием сперматозоидов, зрелых и незрелых сперматид у самцов. Величину ЧПС в экспери-
ментальных группах сравнивали с таковой относительно групп негативного и позитив-
ного контроля. Однократное и курсовое применение ГКСК самцам мышей с цитогенети-
ческой нестабильностью, индуцированной ЦФ, приводило к снижению кластогенного 
повреждения ЦФ сперматозоидов и поздних сперматид. Курсовое введение ЛКСК и 
ЛКСПК самцам мышей перед инъекцией ЦФ индуцировало значимое снижение постим-
плантационной смертности эмбрионов мышей, что свидетельствует об уменьшении му-
тагенного действия ЦФ по отношению к зрелым сперматозоидам. Таким образом, ГКСК, 
ЛКСК и ЛКСПК оказывали антимутагенное действие на половые клетки самцов мышей 
в условиях индуцированной ЦФ цитогенетической нестабильности. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Современная сельскохозяйственная 

деятельность часто связана с высокой 
нагрузкой на организм продуктивных 
животных. Помимо этого, антропогенное 
влияние приводит к распространению в 
окружающей среде веществ – поллютан-
тов. Высокий уровень технологического 
стресса и содержание в условиях экологи-
ческого неблагополучия увеличивают 
риск повреждения генетической инфор-
мации в клетках продуктивных животных 
[1]. Особую опасность представляет нару-
шение цитогенетической стабильности в 
половых клетках, поскольку накопление 
нарушений в их геноме может становить-
ся причиной снижения фертильности жи-
вотных, а также появления заболеваний и 
гибели их потомства, потери хозяйствен-
ных признаков пород [1, 2]. Одним из 
последствий повреждения генетической 
информации в гаметах являются доми-
нантные летальные мутации (ДЛМ), кото-
рые возникают у эмбрионов животных. 
Как правило, они связаны с нарушением 
числа хромосом или возникновением хро-
мосомных аберраций, реже генных мута-
ций в клетках [3]. В результате возникно-
вения таких повреждений наблюдается 
гибель потомства в перинатальном перио-
де. Так у коров значительную долю слу-
чаев абортирования плодов связывают с 
возникновением хромосомных аберраций 
в половых клетках, которые индуцируют 
ДЛМ [2, 4, 5]. Уменьшения количества 
поросят в опоросе у свиней также может 
быть связано с ДЛМ, индуцированными 
повреждением хромосом в половых клет-
ках родителей [2]. Одной из стратегий 

поддержания генетической стабильности 
клеток животных является применение 
соединений с антимутагенными, антиге-
нотоксическими свойствами. В предыду-
щих исследованиях нами было показано 
антимутагенное действие фармацевтиче-
ских субстанций полученных с использо-
ванием гидрофильной криофракции селе-
зенки КРС (ГКСК), липофильной крио-
фракции селезенки КРС (ЛКСК) и смеси 
липофильных криофракций селезенки и 
плаценты КРС (ЛКСПК), которые снижа-
ли частоту микроядер в костном мозге, а 
также уменьшали повреждение митохон-
дриальной ДНК в печени мышей в усло-
виях действия генотоксиканта [6, 7]. Од-
нако половые клетки защищены гематоте-
стикулярным или гематоовариальный 
барьером, поэтому воздействие различ-
ных веществ на них, может обладать не-
которыми особенностями и требует от-
дельного исследования [8]. Кроме того, 
снижение количества ДЛМ у продуктив-
ных животных может являться конечной 
целью применения антигенотоксикантов. 
Это обуславливает необходимость изуче-
ния влияния исследуемых фармацевтиче-
ских субстанций на половые клетки жи-
вотных. 

Поэтому целью нашей работы явилось 
исследование влияния гидрофильной и 
липофильной криофракций селезенки, а 
также смеси липофильной криофракции 
селезенки и плаценты крупного рогатого 
скота на частоту доминантных летальных 
мутаций у мышей в условиях генотокси-
ческого действия экспериментального 
мутагена – циклофосфамида. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Объектом исследования служили 
ГКСК, ЛКСК и ЛКСПК, полученные в 
лаборатории доклинических исследова-
ний и моделирования биологических си-
стем ФГБНУ «ВНИВИПФиТ». В качестве 
экспериментального генотоксиканта ис-
пользовали «Эндоксан®» («Baxter Oncol-
ogy GmbH», Германия), содержащий в 
своем составе в качестве действующего 
вещества циклофосфамида моногидрат 
(ЦФ), обладающий доказанным токсиче-
ским и мутагенным действием по отноше-
нию к сперматозоидам [8, 9]. Экспери-
ментальную работу проводили в соответ-
ствии с «Руководством по проведению 
доклинических исследований лекарствен-
ных средств» и требованиями действую-
щих международных и российских зако-

нодательных актов [8]. Дизайн экспери-
мента предварительно был одобрен Ко-
миссией по биоэтике института. 

Обычно мутагенный эффект соедине-
ний проявляется в виде повышенной эм-
бриональной смертности. Для оценки 
величины ДЛМ рекомендуется изучение 
влияния исследуемых веществ на сперма-
тозоиды. Если сперматозоид, несущий 
доминантную леталь, оплодотворяет яй-
цеклетку, это приводит к гибели эмбрио-
на [8]. В эксперименте участвовало 66 
самцов и 396 виргинных самок белых 
лабораторных беспородных мышей. Сам-
цов и самок массой 26,0±4,0 г разделили 
на 11 экспериментальных групп (таблица 
1): по 6 самцов для введения исследуе-
мых веществ и по 36 самок для оценки 
ДЛМ в каждой группе. 

Таблица 1 – Экспериментальные группы мышей 

Группа 
Применяемые 

препараты 
Дозы Способ введения 

Кратность  
введения 

I (негативный 
контроль) 

Изотонический 
раствор NaCl 

0,1 мл Внутримышечно Однократно 

II ГКCК 0,5мл/кг Внутримышечно Однократно 

III ЛКСК 0,5мл/кг Внутримышечно Однократно 

IV ЛКСПК 0,5мл/кг Внутримышечно Однократно 

V (позитивный 
контроль) 

ЦФ 60 мг/кг Внутрибрюшинно Однократно 

VI 
ГКСК 0,5мл/кг Внутримышечно Однократно 

ЦФ 60,0 мг/кг Интраперитонеально Однократно 

VII 
ЛКСК 0,5мл/кг Внутримышечно Однократно 

ЦФ 60,0 мг/кг Интраперитонеально Однократно 

VIII 
ЛКСПК 0,5мл/кг Внутримышечно Однократно 

ЦФ 60,0 мг/кг Интраперитонеально Однократно 

IX 
ГКСК 0,5мл/кг Внутримышечно Трехкратно 

ЦФ 60,0 мг/кг Интраперитонеально Однократно 

X 
ЛКСК 0,5мл/кг Внутримышечно Трехкратно 

ЦФ 60,0 мг/кг Интраперитонеально Однократно 

XI 
ЛКСПК 0,5мл/кг Внутримышечно Трехкратно 

ЦФ 60,0 мг/кг Интраперитонеально Однократно 

Примечание: многократное введение препаратов проводили с интервалом в 24 ч; 
ЦФ вводили совместно с последней инъекцией исследуемой субстанции. 
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После введения препаратов к самцам 
мышей экспериментальных групп в инди-
видуальные клетки сажали по 2 самки на 
каждого самца. Самок меняли каждые 7 
дней трехкратно. Эмбриональная смерт-
ность плодов у самок, забеременевших в 
1-ю неделю после введения химического 
вещества (первая подсадка), свидетель-
ствовала о мутационных событиях, про-
изошедших в зрелых сперматозоидах; на 
2-ю неделю соответствовала поздним 
сперматидам (вторая подсадка), и на 3 -ю 
неделю — ранним и средним 
сперматидам (третья подсадка) [8].

Самок выводили из эксперимента на 
15–17 день беременности с помощью пе-
редозировки углекислого газа в специаль-
ной камере. Большая часть доминантных 
леталей вызывает смерть эмбрионов при 
имплантации или вскоре после неё. Жи-
вотных вскрывали и учитывали количе-
ство живых и погибших эмбрионов. Для 
оценки влияния фармакологических суб-
станций на кластогенное действие ЦФ 
использовали постимплантационную 
смертность, которую определяли как до-
лю мертвых эмбрионов относительно 
суммарного количества живых и мертвых 
эмбрионов. Также учитывали долю забе-
ременевших самок в каждой группе 
(фертильность, %) и среднюю частоту 
доминантных леталей (ЧДЛ), которая 
дополнительно учитывает доимплантаци-
онную смертность (формула 1), % [3].

,       (Формула 1)
где:
Аэ – среднее количество живых эмбри-

онов на самку в экспериментальной груп-
пе;

Ак – среднее количество живых эмбри-
онов на самку в группе негативного кон-
троля (группа I).

Статистическую обработку данных 
проводили с использованием попарного 
U-теста Манна-Уитни с помощью про-
граммы STATISTICA 10 (StatSoft, USA). 
Различия в выборках считали статистиче-
ски значимыми при уровне значимости 
p<0,05.

 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
В ходе работы нами были изучены по-

казатели фертильности самок, частоты 
постимплантационной смертности и ЧДЛ 
эмбрионов, полученных при скрещивании 
с самцами экспериментальных групп 
(Таблица 2). 

Самки мышей, скрещенных с самцами 
из группы негативного контроля, характе-
ризовались высокой фертильностью (91,7 
– 83,7 %) и низкой ЧПС (0,01 – 0,02), ко-
торые колебались в этих пределах на всех 
стадиях эксперимента. Введение ГКСК, 
ЛКСК и ЛКСПК самцам из групп II-IV не 
приводило к значимому увеличению ЧПС 
эмбрионов как после первой, так и после 
второй и третьей подсадки самок к сам-
цам. ЧДЛ у мышей из этих групп также 
менялась не значительно (от -2,8 до 4,4%) 
относительно группы негативного кон-
троля. Таким образом, отдельное введе-
ние исследуемых фармацевтических суб-
станций не оказывало значимого повре-
ждающего действия на сперматозоиды и 
сперматиды в ходе эксперимента.  

Введение ЦФ в дозе 60 мг/кг индуци-
ровало цитогенетическую нестабильность 
в сперматозоидах и сперматидах мышей, 
которая приводила к статистически зна-
чимому увеличению ЧПС эмбрионов, 
полученных от первой до третьей подсад-
ки самок в 18,5, 31 и 21 раз (p<0,05), соот-
ветственно, относительно группы нега-
тивного контроля. Величина ЧДЛ также 
возрастала до 40,2, 30,4 и 23,2% с первой 
по третью подсадку, соответственно. 
Снижалась и фертильность самок из груп-
пы V до 66,6 – 75,5%. 

Однократное введение ГКСК самцам 
группы VI индуцировало уменьшение 
повреждения зрелых сперматозоидов и 
поздних сперматид ЦФ. Так наблюдалось 
значимое снижение ЧПС на 91,9 и 68,8 % 
относительно группы V. ЧДЛ у самок 
первой подсадки к самцам (воздействие 
на зрелые сперматозоиды) в группе VI 
была на 90,5 % ниже таковой у мышей из 
группы V и приближалась к показателям 
группы негативного контроля. Однократ-
ное введение ЛКСПК мышам из группы 
VIII также индуцировало значимое сни-
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жение ЧПС на 70,3% относительно груп-
пы позитивного контроля (группа V). 

При курсовом применении всех иссле-
дуемых фармацевтических субстанций 
самцам с индуцированной ЦФ цитогене-
тической нестабильностью (группы IX, X 
и XI) обнаружено уменьшение поврежде-
ния генетической информации в сперма-

тозоидах, которое выявлялось по значи-
мому снижению ЧПС на 75,7, 81,1 и 
75,7% относительно группы позитивного 
контроля (группа V), соответственно. При 
этом величина ЧДЛ также снижалась до 
показателей, близких к таковым у живот-
ных из группы негативного контроля 
(группа I).  

Группа 
Стадия 

спермато-
генеза 

Фертиль-
ность, % 

Частота постимплантационной 
смертности эмбрионов 

Частота доминант-
ных леталей, % 

I 

1 91,7 0,02±0,013 0,0 

2 83,3 0,01±0,011 0,0 

3 91,7 0,01±0,012 0,0 

II 

1 91,7 0,03±0,014 -2,8 

2 91,7 0,03±0,021 2,7 

3 83,3 0,03±0,026 4,4 

III 

1 91,7 0,02±0,012 1,9 

2 83,3 0,03±0,018 0,0 

3 83,3 0,01±0,009 1,3 

IV 

1 83,3 0,00±0,000 -0,8 

2 83,3 0,03±0,018 3,0 

3 83,3 0,03±0,019 -1,8 

V 

1 66,6 0,37±0,059* 40,2 

2 75,0 0,32±0,072* 30,4 

3 75,0 0,21±0,066* 23,5 

VI 

1 75,0 0,03±0,029+ 3,8 

2 75,0 0,10±0,046+ 27,1 

3 75,0 0,11±0,054 10,9 

VII 

1 75,0 0,34±0,051* 37,8 

2 83,3 0,33±0,048* 32,3 

3 83,3 0,17±0,044* 21,9 

VIII 

1 66,7 0,11±0,040*+ 18,52 

2 75,0 0,3±0,078* 19,2 

3 66,7 0,19±0,042* 21,6 

IX 

1 83,3 0,09±0,035+ 4,3 

2 83,3 0,09±0,034*+ 17,2 

3 83,3 0,09±0,039 8,5 

X 

1 75,0 0,07±0,037+ 0,4 

2 66,7 0,09±0,065* 4,0 

3 75,0 0,11±0,045 9,8 

XI 

1 83,3 0,09±0,035*+ 6,1 

2 66,7 0,18±0,053* 28,03 

3 58,3 0,13±0,044* 10,41 

Таблица 2 – Влияние исследуемых субстанций на доминантные летальные  
мутации у мышей в условиях воздействия циклофосфамида 

Примечание: I-XI – экспериментальные группы (описание в тексте); 1 – зрелые 
сперматозоиды; 2 – поздние сперматиды; 3 – ранние сперматиды; * - статистиче-
ски значимое отличие от группы I при p<0,05; + - статистически значимое отличие 
от группы V при p<0,05. 
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Также в группе IX нами было выявле-
но статистически значимое уменьшение 
ЧПС на 71,9 % относительно группы V 
после второй подсадки самок, что указы-
вает на снижение повреждения поздних 
сперматид циклофосфамидом при курсо-
вом внутримышечном введении ГКСК. 

Генотоксическое действие ЦФ на клет-
ки гонад может проявляться различными 
механизмами. Основными причинами 
повреждения клеток ЦФ считают алкили-
рующее действие метаболитов ЦФ, а так-
же индукцию окислительного стресса в 
организме, которые приводят к образова-
нию сшивок ДНК и белков, образованию 
поврежденных нуклеотидов, одиночных и 
двойных разрывов цепи ДНК. Эти повре-
ждения вызывают нарушения реплика-
ции, репарации и транскрипции ДНК, 
изменение активности и специфичности 
работы ферментов, что в конечном итоге 
приводит к гибели клеток, преимуще-
ственно путем апоптоза [10]. В репродук-
тивных клетках ЦФ оказывает дополни-
тельное генотоксическое действие, инги-
бируя фермент топоизомеразу II, который 
ответственен за релаксацию и распутыва-
ние ДНК, что может приводить к повы-
шению количества разрывов нуклеотид-
ной цепи [11]. Другими токсическими 
факторами является нарушение ЦФ функ-
ций митохондрий и активация MAPK 
(mitogen-activated protein kinase – митоген
-активируемая протеинкиназа) путей кле-
точной регуляции, которые играют реша-
ющую роль в дифференцировке, проли-
ферации и апоптозе половых клеток [12]. 
Также под действием ЦФ наблюдается 
снижение продукции тестостерона и лю-
теинезирующего гормона, вызывая 
уменьшение фертильности животных 
[13].  

В условиях эксперимента все исследу-
емые фармацевтические субстанции ин-
дуцировали снижение ЧПС и ЧДЛ у сам-
цов, которым вводили ЦФ в дозе 60 мг/кг. 
При этом ГКСК и ЛКСПК снижали уро-
вень ДЛМ уже при первом введении. Сле-
дует отметить, что защитный эффект 
ЛКСК и ЛКСПК проявлялся только по 
отношению к сперматозоидам, в то время 

как однократное и курсовое введение 
ГКСК приводило к снижению поврежде-
ния у сперматозоидов и зрелых сперма-
тид. 

Интересно, что воздействие ЦФ на 
зрелые сперматозоиды и их предшествен-
ники проявлялось неодинаково. Хотя 
нами не было выявлено статистически 
значимых отличий ЧПС у мышей-самок 
разных подсадок при введении самцам 
ЦФ (группа V), литературные данные 
свидетельствуют о наибольшем повре-
ждении ЦФ незрелых форм сперматид, 
относительно более дифференцирован-
ных клеток [12]. Зрелые сперматозоиды и 
поздние сперматиды в ходе дифференци-
ровки формируют антиоксидантные за-
щитные системы, которые выступают 
ключевым фактором защиты от ЦФ-
индуцированного окислительного стресса 
и цитотоксичности [12]. Таким образом, 
уменьшение генотоксического поврежде-
ния сперматозоидов и сперматид исследу-
емыми фармацевтическими субстанция-
ми, определяемое по снижению ЧПС мо-
жет быть в большей степени обусловлено 
модулирующем действием ГКСК, ЛКСК 
и ЛКСПК на системы антиоксидантной 
защиты организма животных. В подтвер-
ждение этого свидетельствуют данные о 
снижении окислительного стресса и сти-
муляции антиоксидантной системы у жи-
вотных, получивших фармацевтические 
субстанции, содержащие экстракты селе-
зенки, иммунокомпетентных клеток и 
плаценты животных [14, 15]. Так курсо-
вое введение ГКСК индуцировало сниже-
ние уровня внутриклеточных активных 
форм кислорода в костном мозге мышей 
после введения ЦФ [16]. Применение пре-
парата, содержащего ГКСК, вызывало 
увеличение активности каталазы и глута-
тионпероксидазы и снижение концентра-
ции малонового диальдегида в крови сви-
ней с угнетенным состоянием системы 
антиоксидантной защиты [17]. Липофиль-
ные фракции тканей крупного рогатого 
скота содержали витамины А и Е, облада-
ющие антиоксидантным действием [14]. 
Эти данные свидетельствуют об антиок-
сидантном эффекте ГКСК, ЛКСК и 
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ЛКСПК, который может являться причи-
ной снижения генотоксического, класто-
генного повреждения половых клеток 
ЦФ. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Отдельное внутримышечное введение 

ГКСК, ЛКСК и ЛКСПК не вызывало уве-
личения частоты доминантных летальных 
мутаций у эмбрионов мышей. Однократ-
ное и курсовое применение ГКСК самцам 
мышей с цитогенетической нестабильно-
стью индуцированной ЦФ, приводило к 
снижению кластогенного повреждения 
сперматозоидов и поздних сперматид 
ЦФ, которое было выявлено по снижению 
уровня пренатальной гибели эмбрионов 
мышей. Курсовое введение ЛКСК и 
ЛКСПК самцам мышей перед инъекцией 
ЦФ индуцировало значимое снижение 
постимплантационной смертности эмбри-
онов мышей, что свидетельствует об 
уменьшении мутагенного действия ЦФ по 
отношению к зрелым сперматозоидам. 
Таким образом, ГКСК, ЛКСК и ЛКСПК 
оказывали антимутагенное действие на 
половые клетки мышей-самцов в услови-
ях индуцированной ЦФ цитогенетической 
нестабильности. Антикластогенный эф-
фект исследуемых субстанций, вероятно, 
проявлялся благодаря антиоксидантному 
действию субстанций. 
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ABSTRACT 

The aim of the work was to study the ef-
fect of HCBS, LCBS and LCBSP on the 
frequency of dominant lethal mutations 
(DLM) in mice under the genotoxic effect of 
the experimental mutagen - cyclophospha-
mide (CP). Eleven groups of outbred mice 
were formed for the work, 6 males and 36 
females in each group. HCBS, LCBS and 
LCBSP were administered intramuscularly 
to males once at a dose of 0.5 ml/kg sepa-
rately or together with intraperitoneal admin-
istration of CP at a dose of 60 mg/kg. The 
studied pharmaceutical substances were also 
administered three times with an interval of 
24 hours before the administration of CP in 
doses similar to a single administration. To 
study DLM, female mice were implanted 
with males three times with an interval of 
one week. On the 15-17th day after implan-
tation with males, pregnant females were 
removed from the experiment, autopsied and 
the frequency of postimplantation mortality 
(PIM) of embryos was determined, which 
correlates with damage to spermatozoa, ma-
ture and immature spermatids in males. The 
value of PIM in the experimental groups was 
compared with that of the negative and posi-
tive control groups. Single and course ad-
ministration of HCBS to male mice with CP-
induced cytogenetic instability resulted in 
decreased clastogenic damage to spermato-
zoa and late spermatids by CP. Course ad-
ministration of LCBS and LCBSP to male 
mice before CP injection induced a signifi-
cant decrease in postimplantation mortality 
of mouse embryos, indicating a decrease in 
the mutagenic effect of CP on mature sper-
matozoa. Thus, HCBS, LCBS, and LCBSP 
exerted an antimutagenic effect on germ 
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cells of male mice under conditions of CP-
induced cytogenetic instability. 
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