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Мутагенные эффекты несимметричного диметилгидразина и  
нитрозодиметиламина в организме млекопитающих

В результате проведенного цитогенетического и  ДНК-комет исследования установлено, что несим-
метричный диметилгидразин (НДМГ)  и нитрозодиметиламин (НДМА)  при всех дозах и сроках 
воздействия на экспериментальных животных (острое, подострое) оказывал выраженный геноток-
сический эффект, проявившийся в статистически значимом увеличении частоты аберрантных кле-
ток и уровня полиплоидии. Установлена органоспецифичность генотоксического действия НДМГ 
и НДМА в висцеральных органах лабораторных мышей, которые по чувствительности к ДНК-
повреждающему действию  можно расположить в следующем порядке: легкие < селезенка < печень 
< почки.
Ключевые слова: ксенобиотик, несимметричный диметилгидразин, N-нитрозодиметиламин, аберра-
ции, метод ДНК-комет.

С.Ж. Колумбаева, А.В. Ловинская, Д.А. Бегимбетова, А.М. Калимагамбетов, Б.Б. Жунусбекова 
Сүтқоректілер организміндегі симметриялық емес диметилгидразиннің және 

нитрозодиметиламиннің мутагендік әсері

Цитогенетикалық және ДНҚ-комет зерттеулердің нәтижесінде экспериментальдық жануарларға 
симметриялық емес диметилгидразин (НДМГ) және  нитрозодиметиламиннің (НДМА) қолданған 
барлық мөлшері, әсер ету мезгілдері (бір реттік және көп реттік жағдайларда) генотоксиндік әсер 
ететіні, яғни аберранттық клеткалардың жиілігі, полиплоидияның деңгейі сенімді ретінде көбеюі 
анықталды. Лабораториялық тышқандардың висцеральдық мүшелерінде НДМГ мен НДМА-ның 
генотоксиндік әсерінің мүшелік ерекшелігі анықталды. Оларды ДНҚ-ы зақымдану әсеріне қатысты 
келесі қатарға қоюға болады: өкпелер<көк бауыр<бауыр<бүйректер.
Түйін сөздер: ксенобиотик, симметриялы емес диметилгидразин, N-нитрозодиметиламин, аберра-
ции, ДНҚ-комет әдісі.

S.Zh. Kolumbayeva, A.V. Lovinskaya, D.A. Begimbetova, A.M. Kalimagambetov, B.В. Zhunusbekova 
Mutagenic effects of unsymmetrical dimethylhydrazine  

and n-nitrosodimethylamine on mammals 

The article represents the application of cytogenetic and Comet assay for studying mutagenic effects of 
unsymmetrical dimethylhydrazine and N-Nitrosodimethylamine. The statistical analysis revealed a dose-
dependent and time-dependent (acute, subacute study) genotoxic activity of these xenobiotics on mice. 
Statistically significant increases of cells with aberrant metaphases and level of polyploid cells were 
observed. Organ-specific genotoxicity of UDMH and NDMA is established. The mice organs may be 
arranged by sensitivity to DNA damaging action as follows: lungs <spleen <liver <kidney.
Keywords: xenobiotics, unsymmetrical dimethyl, N-nitrosodimethylamine, aberrations, DNA – comet 
method.
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Бурное развитие всех отраслей промышлен-
ности и сельского хозяйства сопровождается 
выбросами и сбросами загрязняющих химиче-
ских, радиоактивных и биологических веществ 
в окружающую среду. В настоящее время в сель-
ском хозяйстве, промышленности, быту и меди-
цине используются разнообразные искусственно 
синтезируемые химические соединения, в том 
числе пестициды, пищевые добавки, лекарствен-
ные препараты, красители, детергенты и другие 
вещества, число которых ежегодно увеличивает-
ся. Для ряда этих веществ показана мутагенная, 
канцерогенная и тератогенная активность [1]. 

Интенсивная ракетно-космическая деятель-
ность на территории России и Казахстана при-
вела к загрязнению значительных территорий 
вокруг полигонов и мест падения отработанных 
ступеней ракет токсическими остатками ракет-
ного топлива. Проводимые с конца 90-х годов 
масштабные мониторинговые исследования на 
территориях районов падений отделяющихся 
частей ракетоносителей позволяют утверждать, 
что компоненты жидкого ракетного топлива спо-
собны накапливаться в экосистемах [2, 3]. 

В большинстве используемых ракетоноси-
телей в качестве топлива применяется несимме-
тричный диметилгидразин (НДМГ, (CH3)2N2H2), 
который из-за высокой  токсичности для живот-
ных и человека отнесен ВОЗ к особо опасным 
химическим соединениям. Опасны также от-
даленные эффекты НДМГ, так как он обладает 
канцерогенным действием [4]. В организме мле-
копитающих он метаболизируется до ряда произ-
водных, среди которых N-нитрозодиметиламин 
(НДМА, (CH3)2N2О), отличающийся высокой 
токсичностью и мутагенностью [5]. 

Результаты  российских и казахстанских ком-
плексных экспедиционных работ на местах паде-
ния остаточных частей космических ракет сви-
детельствуют о наличии компонента ракетного 
топлива НДМГ и продуктов его окисления, в част-
ности НДМА, в почве, воде и растениях в концен-
трациях, превышающих ПДК. Особую опасность 
представляют ксенобиотики, обладающие мута-
генной активностью. Поражение наследственного 
материала вызывает различного рода генетические 
дефекты, которые могут передаваться из поколения 
в поколение. Поэтому исследование генотоксиче-
ского потенциала компонентов ракетного топлива 
представляет несомненную актуальность.

Целью настоящего исследования явилось из-
учение мутагенного эффекта компонента ракет-

ного топлива НДМГ и его производного НДМА 
в соматических клетках грызунов с помощью 
метода метафазного анализа хромосом и метода 
щелочного гель-электрофореза. 

Материалы и методы исследования
Объектами исследования явились клетки 

костного мозга и висцеральные органы лабора-
торных мышей. 

В качестве исследуемых на генотоксичность 
и токсичность веществ были  использованы не-
симметричный диметилгидразин (НДМГ) и про-
дукт его распада нитрозодиметиламин (НДМА), 
встречающиеся в объектах окружающей среды 
(почва, вода, флора, фауна) на территориях, под-
верженных воздействию космодрома Байконур.

В экспериментах по изучению НДМГ было 
использовано 35 мышей линии   BALB/cYwal  в 
возрасте 2-3-х месяцев с массой тела 20-25 г, раз-
деленных на 7 групп: I − интактные животные; 
для изучения органоспецифичности  II − жи-
вотные, получавшие однократно НДМГ в дозе 
13,2   г/кг (время воздействия 4 часа); III − жи-
вотные, получавшие однократно НДМГ в дозе 
26,4 мг/кг (время воздействия 4 часа);  для ци-
тогенетического исследования IV – животные, 
получавшие  однократно НДМГ в дозе 13,2 мг/
кг (время воздействия 24 часа); V  животные, 
получавшие однократно НДМГ в дозе 26,4 мг/
кг (время воздействия 24 часа); VI – животные, 
получавшие в течение 10 дней НДМГ в дозе 6,6 
мг/кг; VII – животные, многократно в течение 10 
дней получавшие  НДМГ в дозе 13,2 мг/кг.

В эксперименте по изучению НДМА было ис-
пользовано 35 мышей линии BALB/cYwal  в воз-
расте 2-3-х месяцев, разделенных на 7 групп по 
5 особей в каждой: I − интактные животные; для 
изучения органоспецифичности  II − животные, 
получавшие однократно НДМА в дозе 8,0 мг/кг 
(время воздействия 4 часа); III – животные, полу-
чавшие однократно НДМА в дозе 4,0 мг/ кг (вре-
мя воздействия 4 часа);  для цитогенетического 
исследования IV – животные, получавшие  одно-
кратно НДМА в дозе 4,0  мг/кг (время воздей-
ствия 24 часа); V  животные, получавшие одно-
кратно НДМА в дозе 8,0 мг/кг (время воздействия 
24 часа); VI – животные, получавшие  в течение 
10 дней НДМА в концентрации 2,0  мг/кг; VII – 
животные, многократно в течение 10 дней полу-
чавшие  НДМА в концентрации 4,0 мг/кг.

Дозировки ксенобиотиков была выбрана ис-
ходя из имеющихся сведений о ЛД50 = 132 мг/кг  
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НДМГ (для мышей) и 40 мг/кг НДМА (для мы-
шей) при внутрибрюшинном введении [5]. Для 
интоксикации животных использовали водные 
растворы НДМГ и НДМА. Интактные и опыт-
ные животные содержались в условиях вивария 
на стандартном рационе. 

Мышей забивали под эфирным наркозом, за-
бирали образцы висцеральных органов (печень, 
почки, селезенку, легкие) для исследования ДНК 
с помощью метода ДНК-комет, образцы костно-
го мозга − для цитогенетического анализа.

Для получения цитологических препаратов 
из клеток костного мозга мышей для проведения 
цитогенетического анализа использовали обще-
принятую методику [6]. 

Внутрибрюшинно  мышам вводили 0,04%-й 
раствор колхицина из расчета 1 мл на 100 г мас-
сы тела. Через 1,5-2 часа после ввода колхицина 
мышей забивали и из  бедренной кости вымы-
вали костный мозг гипотоническим раствором 
хлорида калия (0,56 %, t=370C) в центрифужную 
пробирку емкостью 10 мл. Вымытый костный 
мозг тщательно суспендировали для гомогениза-
ции клеточной суспензии. Пробирки с клеточной 
суспензией помещали в водяную баню (t=370С) 
на 8-12 минут. После гипотонической обработ-
ки суспензию клеток центрифугировали в тече-
ние 5 минут при 1000 об/мин. Надосадочную 
жидкость отсасывали пипеткой, осадок фикси-
ровали в смеси метанола и ледяной уксусной 
кислоты (1:1). Зафиксированные клетки ресу-
спендировали в фиксаторе и суспензию наноси-
ли на охлажденные влажные предметные стекла. 
Для окраски хромосом использовали краситель 
азур-эозин по Романовскому-Гимзе. Метафазные 
пластинки анализировали и фотографировали в 
световом микроскопе Axioskop-40 (Carl Zeiss, 
Германия). 

Статистический анализ всех проведенных 
количественных исследований проводили по 
общепринятой методике с использованием кри-
терия Стьюдента. Для получения усредненных 
значений показателей статистические величины 
обрабатывали общепринятыми методами вариа-
ционной статистики [7].

Органоспецифичность генотоксического 
действия НДМГ и НДМА определяли с помо-
щью метода щелочного гель-электрофореза изо-
лированных клеток (метод «ДНК-комет») в соот-
ветствии с рекомендациями [8]. 

Клетки иммобилизировали в 0,5% теплой 
(t0

LMA=370C) легкоплавкой агарозе. Получен-
ную взвесь клеток наносили на подготовлен-
ный слайд (1% нормоплавкая агароза на воде), 
затем клетки лизировали в течение 1 часа при 
40C (2,5 M хлорида натрия, 100 mM EDTA, 10 
mM Трис, с добавлением непосредственно перед 
экспериментом 10% DMSO и 1% Triton Х100 (от 
конечного нужного раствора), рН10). Слайды, 
содержащие лизат клеток, помещали в щелоч-
ный буферный раствор (10 N NaOH  и 200 mM 
EDTA, рН13) на 20 минут для раскручивания 
спирали ДНК и реализации щелочелабильных 
сайтов в однонитевые разрывы. Затем  прово-
дили электрофорез (0,7В/см, 200мА, 20 мин.). 
После электрофореза слайды переносили в фик-
сирующий раствор (70% этиловый спирт) на 10 
минут, высушивали при комнатной температуре, 
в темноте, окрашивали акридиновым оранже-
вым на основе фосфатно-буферного раствора 
примерно 2-3 минуты. Флуоресцентный анализ 
препаратов проводили с помощью универсаль-
ного флуоресцентного микроскопа Axio Imager 
Dl (Carl Zeiss, Германия). На каждый препарат 
рандомизированно анализировали не менее 100 
«ДНК-комет», которые фотографировали и под-
считывали процент ДНК в «хвосте «кометы»» с 
помощью программы TriTek CometScore™. Ста-
тистическую обработку результатов проводили 
с помощью программы Win Stat − приложения 
для Excel. Уровень значимости определяли по 
U-критерию Манна-Уитни. 

Результаты исследований и их обсуждение
НДМГ в результате острого воздействия на 

мышей  индуцировал в клетках костного мозга 
хромосомные аберрации с частотой, достоверно  
превышающей контрольный уровень. Наряду 
с увеличением уровня аберрантных клеток на-
блюдалось увеличение числа структурных пере-
строек  на 100 метафаз. Аналогичная картина 
выявлена и у животных, подвергшихся острому 
воздействию НДМА. Уровень метафаз с струк-
турными мутациями и число хромосомных пе-
рестроек был достоверно выше по сравнению с 
интактными животными.

Спектр наблюдаемых структурных наруше-
ний хромосом  у животных как контрольной, так 
и опытной групп был представлен перестройка-
ми  хромосомного и хроматидного типов (рису-
нок 1).
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Среди нарушений  хромосомного типа от-
мечены главным образом  парные концевые 
фрагменты, однако, встречались и единичные 
центрические кольца. Что касается нарушений  
хроматидного типа, то они были представлены  
одиночными концевыми делециями, ацентри-
ческими кольцами  и единичными точечными 
фрагментами. 

Наряду со структурными аберрациями хро-
мосом в клетках костного мозга мышей, ин-
токсицированных компонентом ракетного то-
плива несимметричным диметилгидразином и 
продуктом его окисления нитрозодиметилами-
ном, были обнаружены и геномные нарушения, 
которые выражались в появлении анеуплоидных 
и полиплоидных наборов хромосом. Необходи-
мо отметить, что достоверное увеличение числа 
хромосомных аберраций на 100 метафаз проис-
ходило за счет перестроек хроматидного типа. 

Подострое воздействие ксенобиотиков на 
опытных животных в течение 10 дней  привело 
к увеличению как частоты аберрантных клеток, 
так и числа хромосомных аберраций на 100 ме-
тафаз. Спектр хромосомных аберраций также 
был представлен перестройками хромосомного 
и хроматидного типов, с превалированием по-
следних. Также наблюдалось увеличение часто-
ты метафаз с геномными мутациями, среди кото-
рых превалировали метафазы с полиплоидными 
наборами хромосом.  

Сравнительный анализ результатов цитоге-
нетического исследования интоксицированных 
НДМГ и НДМА мышей показал, что с увели-
чением продолжительности и дозы воздействия 
ксенобиотиков возрастает и уровень индуциро-
ванного мутагенеза. 

С использованием метода ДНК-комет были 
определены органы-мишени у эксперименталь-
ных животных при интоксикации компонентами  

и продуктами распада ракетного топлива. Уста-
новлены генотоксические эффекты ксенобиоти-
ков в печени, селезенке, почках и легких опыт-
ных животных, проявляющиеся в однонитевых 
разрывах ДНК (рисунок 2). Сравнительный 
анализ процента ДНК в хвосте кометы пока-
зал, что количество  низкомолекулярной ДНК в 
виде однонитевых фрагментов, образовавшихся 
в результате разрывов и реализации щелочела-
бильных участков ДНК, в исследуемых органах 
интоксицированных животных достоверно раз-
личается. 

Полученные результаты свидетельствуют 
об  органоспецифичности генотоксического 
действия несимметричного диметилгидразина 
и нитрозодиметиламина. Среди изученных вис-
церальных органов наибольший процент ДНК в 
хвосте комет обнаружен в клетках почек, а наи-
меньший − в клетках легких. В целом  висце-
ральные органы интоксицированных животных 
по чувствительности к ДНК-повреждающему 
действию изучаемых ксенобиотиков можно рас-
положить в следующем порядке: легкие < селе-
зенка < печень < почки.

Таким образом, в результате проведенного 
цитогенетического и  ДНК-комет исследования 
установлено, что  НДМГ и НДМА  при всех до-
зах и сроках воздействия на экспериментальных 

    
Парная концевая делеция, 

х1000 
Концевая хроматидная 

делеция, х1000 
Точечный фрагмент, х400 Анеуплоидный набор 

хромосом (2n=39), х400 
 

Рисунок 1 – Хромосомные аберрации, индуцированные НДМГ в клетках костного мозга мышей

  
Контроль                               8 мг/кг НДМА 

 Рисунок 2 – ДНК-кометы клеток печени при 
различных дозах воздействия НДМА
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животных (острое, подострое в течение 10 дней) 
оказывали выраженный генотоксический эффект, 
проявившийся в статистически значимом увели-
чении частоты и спектра аберрантных клеток, 
общего числа хромосомных аберраций на 100 
метафаз и уровня полиплоидии по сравнению с 
интактными животными.  Степень мутагенного 
эффекта изучаемых ксенобиотиков  зависела от 
продолжительности их воздействия. Установле-
на органоспецифичность генотоксического дей-
ствия НДМГ и НДМА в висцеральных органах 

лабораторных мышей. Наиболее чувствительны-
ми к ДНК-повреждающему действию оказались  
печень и почки. Полученные результаты согласу-
ются с данными раннее проведенных исследова-
ний цитогенетического эффекта изучаемых ксе-
нобиотиков на белых беспородных крысах [9-11].

Работа выполнена в рамках грантового про-
екта МОН РК «Изучение генотоксических эф-
фектов загрязнителей окружающей среды в ор-
ганизме млекопитающих», ГР№0112РК00580, 
2012-2014 г.г.
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