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Представлена схема обобщенного спектрофлуоресцентного анализа, позволяющего, используя систему 
из нескольких специально подобранных флуорофоров, оценивать не только количественное содержание 
ДНК в образце, но и изменения в ее структуре как первичной, так и пространственной. Рассмотрены ва-
рианты применения этой схемы для экспрессной оценки степени микробиологического загрязнения об-
разцов, индивидуальной радиочувствительности живых организмов, а также генотоксичности различных 
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ВВЕДЕНИЕ
В связи с ускоряющимся развитием технологий, 
увеличением объемов и ассортимента производи-
мой и потребляемой человечеством продукции все 
более актуальной становится разработка достаточ-
но простых, дешевых, экспрессных, достоверных, 
надежных и доступных для массового применения 
методов оценки санитарно-гигиенического состоя-
ния и общей степени экологического неблагополу-
чия различных помещений, водоемов, территорий 
и др. Не менее актуальными являются и пробле-
мы оценки общей степени токсичности промыш-
ленных и бытовых выбросов и стоков, мониторин-
га экологической безопасности уже выпускаемой 
продукции, а также выявления всех возможных 
как позитивных, так и негативных свойств новых 
либо модифицированных материалов, продуктов 
и препаратов.

Решение этих проблем может быть осущест-
влено разными способами. Однако наиболее при-
емлемым и адекватным в настоящее время при-
знано использование для этих целей тестовых 
биосистем. В качестве последних могут быть при-
менены как одноклеточные, так и более высоко-
организованные организмы (такие как планктон, 
растения, насекомые, раки, рыбы, крысы и др.), 
а также культуры клеток их тканей, крови и т.п. 
[1–17]. Одним из важнейших параметров, харак-
теризующих состояние любого живого организ-
ма, является изменение в структуре его генома  

(в отношении третичной и четвертичной структур 
генома наблюдающиеся даже вследствие обычных 
суточных изменений физиологического состоя-
ния большинства многоклеточных организмов). 
В свою очередь, эти изменения достаточно просто 
и быстро могут быть выявлены с помощью син-
тетических низкомолекулярных флуорофоров, 
чувствительных даже к достаточно небольшим из-
менениям в составе и структуре внутриклеточной 
дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК).

1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Основой различных методик биотестирования, 
представленных в настоящей работе, стала опи-
санная ниже методика экспрессной флуоресцент-
ной оценки количества и пространственной струк-
туры внутриклеточной ДНК. Для осуществления 
последней после изучения свойств большого чис-
ла потенциальных синтетических специфичных 
к ДНК флуоресцентных красителей [18–20] была 
выбрана система из двух коммерческих нуклео-
тид-специфичных флуорофоров – этидий бромид 
(ЭБ) и Хехст-33258 (Хт) (рисунок). 

При разработке и апробации представлен-
ных здесь методик применялись флуориметры 
«Флуорат-02-3М» (Россия) и «ТКО-100» (Германия), 
а также спектрофлуориметры «Hitachi-850» (Япо- 
ния), «RF-6000» (Япония) и «СМ-2203» (Беларусь). 
Все измерения фотолюминесценции проводились 
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при 20–25 °С в стандартной флуоресцентной кюве-
те квадратного сечения с длиной оптического пути 
1 см и объемом раствора, доступном для измере-
ний в пределах от 1,5 до 3,5 мл. 

Состав и назначение Ст-буфера, Ст-ДНК, лизиру-
ющей смеси и других реактивов, использовавших-
ся при измерениях, были описаны в работе [20].

2. МЕТОДИКА ЭКСПРЕССНОЙ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ ОЦЕНКИ КОЛИЧЕСТВА 
И ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СТРУКТУРЫ 
ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ ДНК
Система из флуорофоров ЭБ + Хт была выбрана для 
реализации базисной методики геномного анали-
за живых организмов по следующим двум основ-
ным причинам. Во-первых, потому что ЭБ явля-
ется интеркалятором, прослаивающимся между 
двумя парами оснований двойной спирали поли-
нуклеотида и специфичным, в основном, к моле-
кулам ДНК вторичного и более высокого порядка 
организации (хотя и с некоторым предпочтением 
к участкам полинуклеотида, богатым гуанином  

и цитозином). Тогда как Хт присоединяется к моле-
куле ДНК «снаружи» и предпочтительно специфи-
чен к участкам двойной спирали полинуклеотида, 
содержащим три последовательно расположенных 
аденино-тиминовых (АТ) и одну гуанино-цитози-
новую (ГЦ) пары оснований [7]. 

Во-вторых, потому что в связанном с ДНК со-
стоянии в спектральной области 300–1100 нм 
длины волн максимумов возбуждения флуорес-
ценции и эмиссии Хт составляют 350 и 455 нм,  
а ЭБ — 520 и 605 нм соответственно. В результате 
между молекулами Хт и ЭБ при совместной сорб-
ции их на полинуклеотиде может происходить 
флуоресцентный резонансный перенос энергии.  
То есть явление, когда при возбуждении флуорес-
ценции молекул донора энергии (в данном случае 
Хт) светиться начинают не только они, но и молеку-
лы акцептора энергии (в данном случае ЭБ), область 
длин волн возбуждения флуоресценции которого  
в значительной мере пересекается с областью длин 
волн флуоресцентной эмиссии донора (рисунок). 
Эффективность переноса энергии (Е) в этом случае 
будет зависеть от расстояния (f) между молекулами  
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донора и акцептора энергии как Е = f0
l /(f0

l + fl),  
где f0 = const — Форстеровский критический ра-
диус, l = 2, 4, 6 в зависимости от вида диполь–ди-
польного взаимодействия между молекулами до-
нора и акцептора.

Таким образом, при совместном использовании 
Хт и ЭБ можно оценивать не только общее коли-
чество, но и степень изменения структуры ДНК в 
пробе. В качестве практического примера одной из 
возможных схем анализа генетического материа-
ла с помощью системы «Хт + ЭБ» можно привести 
следующие.

2.1. Определение концентрации ДНК  
в пробе
К 0,1 мл пробы (цельная кровь тестовых макроор-
ганизмов, суспензия тестовых микроорганизмов и 
др.) добавляется 1 мл лизирующей смеси [20]. По-
сле перемешивания раствор выдерживается в те-
чение 5 мин. Добавлением к 0,1 мл полученного 
раствора 2 мл Ст-буфера [20] получается раствор 1. 
Затем определяются значения фоновых интенсив-
ностей флуоресценции раствора 1: IFH,1 (на дли-
нах волн возбуждения и эмиссии, соответствено, 
350 и 455 нм) и IFE,1 (на длинах волн возбуждения  
и эмиссии 520 и 605 нм).

Добавлением 0,05 мл раствора, содержащего  
10 мкг/мл Хт в Ст-буфере, к 1,05 мл раствора, содер-
жащего 4,3 об % лизирующей смеси в Ст-буфере, 
получается раствор 2. Интенсивность флуоресцен-
ции этого раствора (IFH,2) определяется на длинах 
волн возбуждения и эмиссии 350 и 455 нм. 

Добавлением к 1,05 мл раствора 1 0,05 мл рас-
твора, содержащего 10 мкг/мл Хт в Ст-буфере, 
получается раствор 3. Интенсивность флуоресцен-
ции этого раствора (IH), определяемая на длинах 
волн возбуждения и эмиссии 350 и 455 нм, выше, 
чем IFH = IFH,1 + IFH,2, вследствие специфического 
взаимодействия Хт с ДНК, содержавшейся в ис-
ходной пробе и ставшей доступной для красителя 
вследствие обработки исходной пробы лизирую-
щей смесью. 

Добавлением к 1,1 мл раствора 2 0,02 мл рас-
твора, содержащего 60 мкг/мл Ст-ДНК [20], полу-
чается раствор 4. Интенсивность флуоресценции 
этого раствора (IDH), определяемая на длинах волн 
возбуждения и эмиссии 350 и 455 нм, выше IH 
вследствие взаимодействия Хт не только с ДНК, 
исходно содержавшейся в пробе, но и с Ст-ДНК, 
добавленной к пробе. 

По результатам измерений рассчитывается кон-
центрация ДНК, исходно содержавшейся в пробе 

CDH = gCSD(IH – IFH)/(IDH – IH),

где g = 246 — разбавление исходной ДНК  
в растворе 4 по сравнению с исходной пробой,  
CSD = 3,3´10–6 М — концентрация Ст-ДНК в рас-
творе 4.

2.2. Определение степени изменения  
структуры ДНК в пробе

2.2.1. Определение коэффициента  
структуризации ДНК
Добавлением 0,05 мл раствора, содержащего  
200 мкг/мл ЭБ в Ст-буфере, к 1,05 мл раствора, со-
держащего 4,3 об % лизирующей смеси в Ст-бу- 
фере, получается раствор 5. Интенсивность флуо-
ресценции этого раствора (IFE,2) определяется на 
длинах волн возбуждения и эмиссии 520 и 605 нм. 

Добавлением к 1,05 мл раствора 1 0,05 мл рас-
твора, содержащего 200 мкг/мл ЭБ в Ст-буфере, 
получается раствор 6. Интенсивность флуоресцен-
ции этого раствора (IE), определяемая на длинах 
волн возбуждения и эмиссии 520 и 605 нм, выше, 
чем IFE = IFE,1+IFE,2, вследствие специфического 
взаимодействия ЭБ с ДНК, содержавшейся в ис-
ходной пробе.

Добавлением к 1,1 мл раствора 6 0,02 мл раство-
ра, содержащего 60 мкг/мл Ст-ДНК в Ст-буфере, 
получается раствор 7. Интенсивность флуоресцен-
ции этого раствора (IDE), определяемая на длинах 
волн возбуждения и эмиссии 520 и 605 нм, выше 
IE вследствие взаимодействия ЭБ не только с ДНК, 
исходно содержавшейся в пробе, но и с Ст-ДНК, 
добавленной к пробе. 

По результатам измерений вычисляется коэф-
фициент структуризации ДНК пробы

Ks = CDE/CDH,

где CDE = gCSD(IE – IFE)/(IDE – IE).
Изменение значения Ks должно отражать из-

менения в характере третичного и более высоких 
порядков организации структуры генома пробы, 
поскольку, как отмечено выше, ЭБ к ним суще-
ственно более специфичен, чем Хт.

2.2.2. Определение коэффициента эффективности 
переноса энергии флуорофоров на ДНК
На длинах волн возбуждения и эмиссии 350 и  
605 нм определяется интенсивность флуоресцен-
ции раствора 3 (IFHE). 

Добавлением к 1,12 мл раствора 3 0,02 мл рас-
твора, содержащего 200 мкг/мл ЭБ в Ст-буфере, 
получается раствор 8. На длинах волн возбужде-
ния и эмиссии 350 и 605 нм определяется интен-
сивность флуоресценции раствора 8 (IHE), обуслов-
ленная резонансным переносом энергии от первич-
но возбужденных молекул Хт к адсорбированным 
вблизи них на ДНК молекулам ЭБ. 

По результатам измерений вычисляется коэф-
фициент эффективности переноса энергии флуо-
рофоров на ДНК

Ke = (IHE – IFHE)/CDH.

Изменение значения Ke указывает на измене-
ние первичного и более высоких порядков органи-
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зации структуры генома пробы несколько иным 
образом, чем в случае Ks. Так, в частности, как 
показано на рисунке, уменьшение Ke может от-
ражать уменьшение длины теломерных участков 
генома. Последние у позвоночных животных и че-
ловека представляют собой многократно повторя-
ющиеся на концах молекул ДНК фрагменты вида 
«TTAGGG», количество которых, уменьшаясь при 
каждом делении клетки вследствие неполной ре-
пликации ее ДНК, является максимальным огра-
ничителем возраста живого организма.

При апробации описанной выше схемы анализа 
ДНК на двух группах крыс (по 30 особей в каждой) 
со средним возрастом 2 месяца и 1,5 года были по-
лучены с веpоятностью 99% различающиеся зна-
чения усредненных по этим группам параметров 
Ks и Ke. Это соответствовало исходным предпо-
ложениям, поскольку с возрастом состояние гене-
тического материала живых организмов должно 
ухудшаться. Последнее происходит, в частности, 
за счет уменьшения длины теломерных участков ге-
нома, которое составило у рассматриваемых групп 
крыс в среднем 6300 пар нуклеотидов на один ко-
нец хромосомы при определении «классическим» 
методом с амплификацией посредством полиме-
разной цепной реакции, а также других изменений  
в структуре, в том числе пространственной, хромо-
сомального нуклеопротеидного комплекса. 

3. МЕТОДИКА ЭКСПРЕССНОЙ ОЦЕНКИ 
МИКРОБНОЙ ОБСЕМЕНЕННОСТИ ОБЪЕКТОВ
Общая микробная обсемененность является од-
ним из важных показателей при оценке санитар-
но-гигиенического состояния водоемов, воздуха, 
рабочих зон и мест проживания граждан, при мо-
ниторинге процесса очистки воды для питьевых и 
технических нужд, при контроле качества на раз-
ных стадиях производства, хранения, транспорти-
ровки и реализации биотехнологической, лекар-
ственной и иной продукции.

Стандартные методы, применяемые для опреде-
ления этого показателя, в настоящее время вклю-
чают такие стадии, как высевание анализируемого 
материала на питательную среду, его инкубирова-
ние при постоянной температуре в стерильных ус-
ловиях в течение нескольких суток и последующий 
визуальный подсчет общего числа образовавшихся 
колоний микроорганизмов. Поэтому данные методы 
требуют для своей реализации значительного време-
ни и специализированных стационарных условий. 

Методика, предлагаемая в настоящей работе, 
позволяет проводить оценку общего содержания 
микроорганизмов практически в реальном времени 
и непосредственно на месте отбора проб. В самом об-
щем виде эта методика заключается в следующем. 

К отобранной во флуориметрическую кювету 
жидкой пробе (порядка 1 мл) добавляется лизи-

рующая смесь и определяется фоновая интенсив-
ность флуоресценции образца IF1. Затем в кювету 
добавляется раствор специфичного к ДНК флуо-
рофора (например, коммерческий краситель DAPI 
[7]) с предварительно измеренной фоновой интен-
сивностью флуоресценции IF2. Далее измеряется 
интенсивность флуоресценции ID (обусловленная, 
в основном, взаимодействием введенного в про-
бу красителя с содержащейся в ней ДНК). Потом  
в качестве внутреннего стандарта к анализиру-
емой смеси добавляется раствор с известной кон-
центрацией Ст-ДНК в Ст-буфере. После этого 
определяется интенсивность флуоресценции по-
лученной смеси (ISD), которая выше ID вследствие 
взаимодействия флуорофора не только с микроб-
ной ДНК, исходно содержащейся в анализируемой 
смеси, но и с Ст-ДНК, добавленной к пробе. 

По результатам измерений вычисляется общее 
количество микроорганизмов в пробе как

CM = а0 + а1Х,

где Х = (ID – IF1 – IF2)/(ISD – ID). В более широком 
диапазоне значений CM рассчитывается по формуле

CM = SаiХ
i, i = 0 – N,

где коэффициенты а0–аN определяются методом 
средних или методом наименьших квадратов [3] 
по данным калибровки, предварительно проводи-
мой стандартным образом с использованием образ-
цов с известным содержанием микроорганизмов. 

Для реализации методики экспрессной оценки 
микробной обсемененности объектов использовал-
ся переносной микрофлуориметр ТКО-100 (Serva, 
Германия). С его помощью общее количество ми-
кроорганизмов в пробе, начиная с 20 кл/мл, опре-
делялось в течение не более 10 мин с погрешностью 
не более 30%. 

В ряде случаев для регистрации окрашивания 
ДНК флуорофором вместо переносного прибора 
использовался стационарный спектрофлуориметр 
либо проточный цитофлуориметр, что позволило 
повысить чувствительность оценки микробной об-
семененности проб. 

Приведенная выше методика может быть ис-
пользована также для оценки содержания микро-
организмов в газовых средах. Отбор проб в таком 
случае проводится барботированием определен-
ного объема газа с помощью переносных аспи-
раторов. Для оценки микробной обсемененности 
твердых поверхностей в рамках рассматриваемой 
методики предусмотрен отбор мазков с определен-
ной площади этих поверхностей или смыва с них.  
При анализе «глубинной» микробной обсеменен-
ности твердых образцов использовалась предва-
рительная гомогенизация этих образцов с водным 
буферным раствором. 

Кроме того, представленную выше методику 
можно использовать для избирательного опреде-
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ления содержания в пробах прокариотов либо эу-
кариотов. Чтобы специфичный к ДНК флуорофор 
окрашивал лишь клетки прокариотов, к анали-
зируемой пробе при обработке клеток вместо ли-
зирующей смеси следует добавлять антибиотик, 
образующий каналы только во внешних стенке и 
мембране клетки. Тогда как для избирательного 
определения эукариотических клеток, содержа-
щихся в анализируемой пробе, из общего коли-
чества микроорганизмов, содержащихся в пробе 
(определенного с помощью флуорофора на ДНК и 
лизирующей смеси), следует вычитать содержание 
прокариотических клеток, определенное в той же 
пробе с помощью флуорофора на ДНК и упомяну-
того выше антибиотика.

4. МЕТОДИКА ОЦЕНКИ ИНДИВИДУАЛЬНОЙ 
РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ  
ЖИВЫХ ОРГАНИЗМОВ
На основании описанной в разделе 2 настоящей 
работы схемы анализа ДНК была разработана ме-
тодика предварительной оценки индивидуальной 
радиочувствительности живых организмов, состо-
ящая в следующем. 

У пациента до начала лучевой терапии или 
иного радиационного воздействия отбирают пробу 
крови (достаточно 1 мл), разбавляют Ст-буфером 
и делят на две равные части. Одну из них затем 
облучают, а другую (контрольную) — нет. После 
этого оба образца инкубируют для репарации пер-
вичных повреждений ДНК в течение 3 ч при 37 °С 
и обрабатывают лизирующей смесью. 

Затем после добавления специфичного к ДНК 
флуорофора либо системы из нескольких флуоро-
форов (например, Хт и ЭБ) с помощью фотофлуо-
риметра оценивают общее содержание и структу-
ру генетического материала в каждом из образцов. 
Нормируют полученные значения на общее коли-
чество лейкоцитов в каждом из образцов и, срав-
нивая их, делают вывод о степени повреждающего 
воздействия, которое лучевая терапия или иное 
радиационное воздействие в выбранной дозе мо-
жет оказать на конкретного пациента.

Описанная методика была апробирована на 53-х 
первичных больных лимфогранулематозом (паци-
ентах Российского научного центра радиологии и 
хирургических технологий), показав 95%-ю корре-
ляцию с результатами, полученными для тех же 
пациентов в тех же условиях методом учета неста-
бильных хромосомных аберраций в культивируе-
мых лимфоцитах. Последний метод, являясь од-
ним из общепринятых для ранней оценки степени 
повреждающего воздействия радиационного облу-
чения на человека, требует существенно бо льших 
затрат времени (7 суток вместо 4 ч), труда и мате-
риалов, чем методика, предложенная в настоящем 
разделе. 

5. МЕТОДИКА БЫСТРОГО ВЫЯВЛЕНИЯ  
ГЕНОТОКСИЧЕСКИХ ЭФФЕКТОВ  
НА ЖИВЫЕ ОРГАНИЗМЫ РАЗЛИЧНЫХ  
ПРОДУКТОВ И ПРЕПАРАТОВ
На основании схемы анализа ДНК, описанной  
в разделе 2 настоящей статьи, была разработана 
методика быстрого выявления возможного гено-
токсического воздействия на человеческий и дру-
гие живые организмы различных продуктов пита-
ния, лекарственных препаратов, а также радиаци-
онных, химических и иных угнетающих факторов 
окружающей среды (в том числе в низких дозах и 
при сочетанном действии упомянутых продуктов, 
препаратов и иных угнетающих факторов). 

Методика заключается в следующем. Группе 
животных (например крыс) единовременно или 
несколько раз в течение определенного времени 
(при моделировании хронического воздействия) 
вводят анализируемый продукт или препарат 
(один или в сочетании с другими продуктами, пре-
паратами и факторами окружающей среды) либо 
подвергают воздействию того или иного угнетаю-
щего фактора. Ведение препаратов может прово-
диться с водой, пищей, внутривенно, внутримы- 
шечно и др. 

При этом у животных регулярно отбирают про-
бы крови, в которых после обработки лизирующей 
смесью оценивают общее содержание и структу-
ру генетического материала в соответствии с тем, 
как описано в разделе 2 настоящей работы. Затем 
полученные значения нормируются на общее 
количество лейкоцитов в каждой из проб. И на  
основании сравнения полученных результатов  
с аналогичными, определяемыми на контрольной 
группе животных, а также с результатами ана-
лиза проб всех участвующих в эксперименте жи-
вотных до начала его проведения, делают вывод  
о наличии или отсутствии у анализируемой груп-
пы каких-либо достоверных изменений в структу-
ре генома. 

Описанная методика была апробирована при 
оценке лечебного и профилактического действия 
циклоферона (индуктора интерферона) при луче-
вой терапии фибросаркомы, при прогнозировании 
развития лейкопении вследствие применения раз-
личных видов лучевой терапии, при анализе дей-
ствия на живые организмы в условиях Петербурга 
и Ленинградской области различных минераль-
ных вод, а также при оценке экологического со-
стояния ряда водоемов Ленинградской области.  
Во всех случаях наблюдалась корреляция полу-
ченных результатов с имевшим место в дальней-
шем снижением продолжительности жизни ис-
пытуемых животных, а также с результатами, 
полученными при анализе тех же образцов мето-
дом учета нестабильных хромосомных аберраций  
в культивируемых лимфоцитах и другими цито-
логическими методами.
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