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Оценка генотоксического стресса у озерной лягушки (Rana ridibunda)  
в условиях эксперимента и природной среды при воздействии нефтезагрязнения

Были проведены исследования генотоксического действия нефти из месторождений Атырауской области на 
лягушку озерную (Rana ridibunda) в эксперименте, а также определен уровень генетических нарушений у жи-
вотных этого же вида из биотопов Атырауской области, подверженных и неподверженных нефтезагрязнению. 
Результаты исследования показали, что водорастворимая фракция нефти вызывает дозазависимый кластоген-
ный эффект у озерных лягушек в лабораторных условиях. Установлено также, что у амфибий, обитающих 
на нефтезагрязненных территориях, развиваются генетические нарушения в соматических клетках, уровень 
которых в значительной степени превышает таковой у лягушек в эксперименте.
Ключевые слова: нефтезягрязнение, лягушка озерная, эритроцит, микроядерный тест, биоиндикатор.	

Б.Б. Каупбаева, А.А. Кулатаева, А.Ж. Хамитов, Б.А. Умбаев А.К. Цой, Т.М. Шалахметова 
Тәжірибе жағдайында және табиғи ортаның мұнаймен ластануында көл бақасының (Rana ridibunda) 

генотоксиндік стресін бағалау 

Тәжірибе жағдайында көл бақасына (Rana ridibunda) кен орны Атырау облысы болып табылатын мұнайдың 
генетикалық потенциалы зерттелді, сонымен қатар мұнаймен ластануға ұшыраған және ластанбаған Аты-
рау облысының биотоптарының осы түрге жататын жануарларының генетикалық зақымдалуының деңгейі 
анықталды. Зерттеу нәтижелері, мұнайдың суда еритін фракциясы тәжірибежағдайында көл бақаларында 
мөлшерге тәуелді кластогенді эффект тудыратыны, ал, мұнаймен ластанған территорияларда тіршілік ететін 
амфибияларда, соматикалық клеткаларында генетикалық зақымданулардың дамуына алып келетінін көрсетті. 
Түйін сөздер: мұнаймен ластану, көл бақа, микроядролық тест, эритроцит, биоиндикатор

B. Kaupbayeva, А. Kulatayeva, А. Khamitov, B. Umbayev, А. Tsoy, T. Shalakhmetova 
Assestment of genotoxic stress on lake frog (Rana ridibunda) in experimental and environmental conditions 

under exposure to petropollution 

We have evaluated the genotoxic potential of oil from Atyrau region in experimental conditions on the lake 
frog (Rana ridibunda). Furthermore the level of genetic defects was defined for animals of the same species 
from biotops of Atyrau region which were either under exposure or unaffected by petro pollution. Our results 
indicated that water-soluble fraction of oil causes a dose-dependent clastogenic effect in the lake frogs under 
experimental conditions. Also it was established that amphibians from the oil-contaminated areas, have 
developed genetic damage in somatic cells the level of which greatly exceeds that of the frogs in the experiment. 
Key words: petro pollution, lake frog, erythrocyte, micronucleus test, bioindicator.

Прикаспийский регион является местом со-
средоточения нефтедобывающих комплексов 
Казахстана �����������������������������������[1-3]������������������������������. В этом регионе старейшей не-
фтегазодобывающей областью является Аты-
рауская область, в которой добыча углеводо-
родного сырья осуществляется с 1912 года, а 

переработка нефти с 1945 года [4]. По прогнозам 
к 2030 г. в этом регионе планируется добывать 
до 80 млн. тонн нефти в год ��������������������[3]�����������������. Увеличение объ-
ема нефтедобычи приводит к стабильному ро-
сту выбросов вредных веществ в окружающую 
среду. Так, общий валовой объем загрязняющих 
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веществ в Атырауской области за 2011 год соста-
вил 107368,45 тонны, в том числе от стационар-
ных источников 97313,3 тонны, от передвижных 
10055,15 тонны и основная доля загрязнений 
приходится на нефтегазовую отрасль ���������� [5,6]����� . Та-
ким образом можно констатировать, что бурное 
развитие нефтегазовой промышленности явля-
ется важнейшим антропогенным фактором, вли-
яющим на экологическую ситуацию в Атырау-
ской области. Здесь сложилась неблагоприятная 
экологическая ситуация, которая усугубляется 
опустыниванием, деградацией почв, истощени-
ем и загрязнением водных ресурсов, загрязне-
нием атмосферы, сокращением биологического 
разнообразия и накоплением опасных и токсич-
ных отходов ����������������������������������[5-13]����������������������������. Следует отметить, что уяз-
вимость экосистем Атырауской области связа-
на с тем, что большая часть территорий этого 
региона представлена пустынными и полупу-
стынными ландшафтами со скудным видовым 
разнообразием [14]. Как известно, подобные 
экосистемы отличаются малой устойчивостью 
к воздействию человека. В этой связи особую 
важность приобретает изучение состояния при-
родных популяций фоновых видов животных из 
биотопов, подверженных нефтезагрязнению. 

Важным показателем нефти, как ксенобио-
тика, является наличие в составе ароматической 
фракции углеводородов, веществ мутагенной и 
канцерогенной природы, способных повреждать 
ДНК и способных привести к нарушению гене-
тического гомеостаза и, как следствие, к сниже-
нию устойчивости популяций [15-19]. 

Для оценки такого воздействия использу-
ют биомаркеры генотоксических эффектов, ко-
торые могут проявляться в виде хромосомных 
аберраций или образования фрагментов ядер, 
называемых микроядрами. Определение числа 
микроядер, называемое микроядерным тестом, 
является одним из наиболее распространенных 
и достаточно информативных тестов оценки ге-
нотоксического влияния неблагоприятных фак-
торов окружающей среды, включая действие 
химических соединений и радиации [20,21]. 
Наиболее удобными для проведения микроядер-
ного анализа являются позвоночные животные 
(рыбы, амфибии, рептилии, птицы) имеющие 
ядерные эритроциты [21]. Особого внимания 
заслуживает озерная лягушка – Rana ridibunda, 
которая является широко распространённым фо-
новым видом, с относительно небольшим ради-

усом индивидуальной активности, отсутствием 
сильной тенденции к миграции, высоким и до-
статочно хорошо изученным полиморфизмом, 
показатели организма которой отражает состо-
яние локального местообитания ������������� [22]��������� . Кровет-
ворная система озерной лягушки очень чувстви-
тельна к изменениям состояния окружающей 
среды, поэтому определения количества микро-
ядер в эритроцитах позволит оценить уровень 
повреждений генетического материала у кон-
кретной особи и популяции в целом [23]. 

Сложность оценки воздействия нефти на 
биоту связана с тем, что нефть представляет 
собой смесь из 1000 индивидуальных веществ 
и тем, что состав нефти сильно варьирует в за-
висимости от месторождения �����������������[24]�������������. Поэтому не-
обходимо оценить генотоксический потенциал 
нефти из месторождений Атырауской области 
с помощью высокочувствительного микроядер-
ного теста в лабораторных условиях на озерной 
лягушке (Rana ridibunda), а также определить 
уровень генетических нарушений у животных 
этого же вида из биотопов Атырауской области, 
подверженных и неподверженных нефтезагряз-
нению.

Материалы и методы
В экспериментах была использована сырая 

нефть месторождения Биикжал (скважина BS-
4). Сырую нефть смешивали с водой в пропор-
ции 1 : 9 с помощью магнитной мешалки в тем-
ноте в течение 48 часов. После перемешивания 
для разделения на фракции полученную смесь 
оставляли на 12 часов при комнатной температу-
ре [25]. Далее с помощью делительной воронки 
отделяли водорастворимую фракцию, которую 
вводили в водную среду, где содержались озер-
ные лягушки (Rana ridibunda) с частотой 2 дня, 
перед каждым днем предыдущая среда заменя-
лась свежей.

В данных экспериментах всего было ис-
пользовано 24 особи лягушек с массой тела 40-
70 г. Животные были разбиты на 4 групп, по 6 
животных в каждой: I – интактные животные 
(контроль, лягушки содержались в чистой воде); 
II- лягушки подвергались воздействию водорас-
творимой фракции сырой нефти в концентрации 
0,05%, в течение 30 дней; III- лягушки подвер-
гались воздействию водорастворимой фракции 
сырой нефти в концентрации 0,5%, в течение 30 
дней; IV – лягушки подвергались воздействию 
водорастворимой фракции сырой нефти в кон-
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центрации 1%, в течение 30 дней. В течение все-
го эксперимента амфибий содержали в акватер-
рариумах , которые имели габаритные размеры 
- Ш 31х В 31х Д 51 см. 

Для оценки генетических аномалий у лягуш-
ки озерной из естественных биотопов, подвер-
гнутых нефтезагрязнению, исследование про-
водили на половозрелых особях, которые были 
отловлены в 3 районах Атырауской области: 1) 
Махамбетский район - река Черная (рукав р. 
Урал 30 км от Атырау) - координаты WGS 84 - 
N 47°17.246´, E 051°50.549´, 2) город Атырау 
- Атырауский нефтеперерабатывающий завод 
(АНПЗ), координаты WGS 84 - N 47°04.480´, E 
051°56.835´, 3) Исатайский район (территория 
нефтедобычи) – река Акбас, координаты WGS 
84 - N 47°01.741´, E 050°40.273´. Махамбетский 
район был принят за условный контроль в связи 
с меньшим числом нефтедобывающих предпри-
ятий. 

Для оценки уровня микроядер у исследуе-
мых животных, как в эксперименте, так и у жи-
вотных из природных популяций, во время забоя 
производили забор крови. Затем изготовливали 
мазки крови, которые фиксировали абсолютным 
метанолом. После чего полученные препараты 
окрашивали флуоресцентным красителем DAPI 
(4,6-диамидино-2-фенилиндол дигидрохлорид, 
Sigma), который, как известно, специфически 
окрашивает двухцепочечную ДНК. При этом 
максимум экстинкции конъюгата ������������DAPI��������/ДНК на-
блюдается при длине волны 358 нм, а максимум 
эмиссии - 461 нм. По сравнению с традицион-
ным методом окрашивания красителем Гимза 
данный метод обладает рядом преимуществ. 
Например, использование красителя Гимза мо-
жет служить причиной фонового окрашивания 
цитоплазмы и появлению артефактов, иногда 
принимаемых за микроядра, что может привести 
к неверным подсчетам. �����������������������DAPI�������������������, в отличие от кра-
сителя Гимза, является интеркалятором и спец-
ифически окрашивает только ДНК, что позволя-
ет полностью исключить фоновое окрашивание 
цитоплазмы и появлению артефактов. DAPI 
не окрашивает цитоплазму клеток, однако для 
оценки локализации микроядра внутри клетки 
необходимо выявить ее границы. Исходя из это-
го, в настоящем исследовании для определения 
границ эритроцитов окрашивали их актиновый 
цитоскелет (F-актин) фаллоидином (Oregon 
green-phalloidin, Invitrogen) конъюгированным с 

контрастным (по отношению к ��������������DAPI����������) флуорес-
центным красителем Alexa 488 (экстинкция 495 
нм, эмиссия 519 нм). Для окрашивания F-актина, 
до инкубирования клеток с красителем DAPI, 
проводили пермеабилизацию клеток с помощью 
0,1% раствора Тритон Х-100 в течение 3 минут. 
Клетки промывали три раза по 5 мин в фосфат-
ном буфере (рН 7,4) после чего инкубировали в 
0,6 мкМ фаллоидина в течение часа, затем опо-
ласкивали в фосфатном буфере. 

Для окрашивания мазков крови с помощью 
DAPI приготовляли стоковый раствор путем 
растворения 10 мг сухого красителя в 2 мл деи-
онизированной воды. Для полного растворения 
DAPI���������������������������������������� в воде пробирку помещали в ультразвуко-
вую мойку на 5 минут. После чего приготовля-
ли рабочий раствор, для этого 1 мкл стокового 
раствора добавляли в 1 мл фосфатного буфера 
(рН 7,4). Мазки крови окрашивали в рабочем 
растворе ������������������������������������DAPI�������������������������������� в течение 5 минут, затем промы-
вали три раза по 5 минут в фосфатном буфере 
(рН 7,4), высушивали на воздухе и заключали в 
специальную жидкость «Fluoromount» (Sigma) 
с низким коэффициентом преломления. Затем 
окрашенные мазки крови покрывали покровны-
ми стеклами и микроскопировали с помощью 
лазерного сканирующего конфокального микро-
скопа (Carl Zeiss LSM 700). 

Свечение окрашенных ядер и микроядер 
эритроцитов регистрировали с помощью высо-
кочувствительного детектора - фотоэлектрон-
ного умножителя и программного обеспечения 
Zen Black Edition 2012. Основным отличием 
этого детектора от цифровых камер является его 
высокая избирательность к длинам волн света и 
сверхвысокая чувствительность. Таким образом, 
данная функциональная конструкция микроско-
па позволяет отсекать фоновое свечение и полу-
чать точный и чистый сигнал исключительно от 
определенного флуорофора.

Люминесценцию флуорофора ���������������Alexa���������� 488 (экс-
тинкция 495 нм, эмиссия 519 нм) возбуждали с 
помощью полупроводникового диодного лазера 
(488 нм) при диаметре конфокальной диафраг-
мы 1 условная единица, для возбуждения DAPI 
(экстинкция 358 нм, эмиссия 461 нм) использо-
вали полупроводниковый диодный лазер (405 
нм) при том же диаметре диафрагмы. Экспози-
цию устанавливали с помощью автоматических 
настроек в программе Zen Black Edition 2012 и 
использовали для всех групп без изменений.
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Рисунок 1 – Флуоресценция ядер (а), F-актина (б) и микроядер (с) (показано стрелками)  
в эритроцитах озерной лягушки (Rana ridibunda),  

подвергнутых воздействию водорастворимых фракций нефти. Увеличение х400. 
 
 

 
 

Рисунок 2 –  Количество микроядер (%) в эритроцитах интактных и   
подвергнутых воздействию водорастворимых фракций нефти лягушек 

(Rana ridibunda). * - P≤0,05; ** - P≤0,01, по сравнению с контролем. 
 

Окончательную обработку снимков прово-
дили с помощью программного обеспечения 
ImageJ��������������������������������������� версии 1.48Р в модификации �����������Fiji�������. Опре-
деляли соотношение количества эритроцитов 
с микроядрами к общему числу проанализиро-
ванных клеток. Результаты количественных ис-
следований подвергались статистической об-
работке. Во всех случаях определяли средние 
значения и ошибку средней величины. Досто-
верность различий средних величин оценивали, 
используя t-критерий Стьюдента. Различия счи-

тались достоверными при доверительной веро-
ятности, равной 0,95.

Результаты и обсуждение
На рисунке 1 представлены флуоресцентные 

изображения эритроцитов озерной лягушки, 
подвергнутых воздействию разных концентра-
ций водорастворимой фракции нефти в экспе-
рименте. Реакция DAPI выявляла ярко сине-го-
лубое свечение ядер эритроцитов (рисунок 1а), 
однако границы клеток при этом не обнаружи-
вались. Окрашивание препаратов Oregon green-
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Рисунок 3 – Флуоресценция ядер (а), F-актина (б) и микроядер (с) (показано стрелками)  
в эритроцитах озерной лягушки (Rana ridibunda) из биотопов Атырауской области,  

подвергнутых нефтезагрязнению. Увеличение х400. 
 
 

 
Рисунок 4 – Количество микроядер (%) в эритроцитах озерной лягушки (Rana ridibunda)  

из биотопов вокруг АНПЗ (г.Атырау) и реки Акбас (Исатайский  район) по сравнению  
с животными из биотопов  реки Черная (Махамбетский район). ** - P≤0,01; *** - P≤0,001  

по сравнению с условно чистыми биотопами (Махамбетский район). 

phalloidin (фаллоидином) на белки цитоскелета 
(F-актин) позволило определить четкие границы 
эритроцитов по характерному зеленому свече-
нию (рисунок 1б). При совместном окраши-
вании DAPI и Oregon green-phalloidin четко 
определялась локализация микроядер, которые 
располагались в светящейся зеленым цветом 
цитоплазме эритроцитов и имели одинаковое с 
клеточным ядром ярко голубое свечение (рису-
нок 1с).

Это позволило произвести подсчет количе-
ства микроядер в эритроцитах озерных лягушек 
и выявить их дозозависимое увеличение (рису-

нок 2). Числа микроядер у интоксицированных 
животных возрастало при воздействии концен-
трации 0,05% в 1,2 раза; при 0,5% в 1,6 раз и при 
1% в 2 раза по сравнению с интактными живот-
ными.

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что даже самые небольшие дозы (0,05 %) 
водорастворимой фракции нефти способны вы-
зывать кластогенный эффект у озерных лягу-
шек. Высокие концентрации водорастворимой 
фракции нефти (0,5 и 1,0 %) в значительной 
степени индуцируют генетические нарушения у 
амфибий. 
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Исследования животных природных попу-
ляций из биотопов Атырауской области, подвер-
гнутых нефтезагрязнению, также выявили гено-
токсические нарушения в эритроцитах (рисунок 
3 и 4). Следует отметить, что у озерных лягушек 
из биотопов, подверженных и неподверженных 
нефтезагрязнению, проявление флуоресцент-
ных реакций было абсолютно идентичным, с 
точки зрения специфичности, как и у лаборатор-
ных животных (рисунок 3). Реакция �������� DAPI����  вы-
являла сине-голубое свечение ядер(рисунок 3а), 
реакция с фаллоидином Oregon green-phalloidin 
– зеленую флуоресценцию цитоплазмы клеток 
(рисунок 3б), а совместное окрашивании DAPI и 
Oregon green-phalloidin - ярко голубое свечение 
микроядер (рисунок 3с).

Результаты количественного анализа уровня 
микроядер в эритроцитах исследуемых живот-
ных представлены на рисунке 4. 

Видно, что в эритроцитах озерной лягушки 
из биотопов вокруг АНПЗ, количество клеток с 
микроядрами превосходит данный показатель 

условного контроля в 2,5 раза, а количество 
клеток с микроядрами у животных из биотопов 
реки Акбас в 2,6 раза. Вместе с тем, по сравне-
нию с лабораторными животными, которые под-
вергались интоксикации водорастворимой фрак-
цией нефти, у лягушек природных популяций 
из биотопов, подвергнутых нефтезагрязнению, 
доля микроядер была выше, что может свиде-
тельствовать о присутствии в среде обитания 
значительных концентраций нефти или нефте-
продуктов.

На основании полученных результатов мож-
но заключить, что у озерных лягушек, обитаю-
щих на нефтезагрязненных территориях, разви-
ваются генетические нарушения в соматических 
клетках, причиной которых может являться за-
грязнение окружающей среды нефтью и нефте-
продуктами. Озерная лягушка может служить, 
таким образом, удобным тест-объектом для 
оценки степени загрязненности экосистем неф-
тью и ее производными.
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