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Резюме 
Цель. Обобщить современный опыт ис-

пользования микроядерного теста с цитохала-
зиновым блоком на лимфоцитах крови челове-
ка in vitro (cytokinesis-block micronucleus assays 
- CBMN) для оценки генотоксических эффек-
тов действия современных противоопухолевых 
препаратов. 

Материал и методы. Проведен поиск ли-
тературных источников, опубликованных в ба-
зах MedLine, Scopus, Web of Science, TOXLINE, 
The Cochrane Library, в которых оценка повреж-
дений ДНК (с использованием CBMN in vitro) 
проводилось после действия противоопухоле-
вых препаратов на клетки. Всего было обна-
ружено 172 исследования, посвященных изу-
чению мутагенного потенциала противоопухо-
левых агентов с помощью классического теста 
L-CBMN, в том числе 89 работ были выполне-
ны в формате «нагрузки» клеток препаратами 
in vitro, из них 41 статья была опубликована за 
последние 10 лет. 

Результаты. В работах продемонстрирова-
но значимое увеличение частоты микроядер, 
протрузий, нуклеоплазматических мостов и 
уменьшение показателей пролиферации (при 

сопоставлении с контролем) при действии дан-
ных препаратов в дозо-зависимом и зависи-
мом от времени действия препаратов режиме. 
Результаты микроядерного анализа согласу-
ются с данными других генетических тестов, 
выполнявшихся одновременно с CBMN (ме-
тод ДНК-комет, учет хромосомных аберраций, 
анализ мутаций в генах домашнего хозяйства, 
FISH). 

Заключение. Микроядерный тест позволя-
ет надежно оценивать мутагенный потенциал 
современных противоопухолевых препаратов 
в соматических клетках организма и по срав-
нению с другими методами обладает важны-
ми преимуществами: позволяет одновременно 
учитывать кластогенные, анеугенные и цито-
статические эффекты; характеризуется боль-
шей скоростью проведения анализа с возмож-
ностью автоматизации. Это свидетельствует о 
перспективности широкого применения микро-
ядерного теста при тестировании генотоксиче-
ских эффектов современных противоопухоле-
вых препаратов. 

Ключевые слова: генотоксические эффек-
ты; микроядра; лимфоциты; противоопухоле-
вые препараты; химиотерапия.
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Abstract

Here we review the current experience of using 
cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay on 
cultures of human lymphocytes to evaluate geno-
toxic effects of anticancer drugs. Having performed 
search in PubMed, Scopus, Web of Science, TOX-
LINE, and the Cochrane Library, we identified a 
total of 172 relevant studies. Out of them, 89 were 
conducted in vitro, and 41 were published within 
the last decade. The mentioned studies concordant-
ly demonstrated a significant increase in micronu-
clei, protrusions, nucleoplasmic bridges, and a de-

crease in proliferation in cells treated with antican-
cer drugs in a time- and dose-dependent manner. 
Notably, the results of CBMN assay are consis-
tent with the data obtained from other cytogenet-
ic techniques (comet assay, chromosomal aberra-
tion analysis, analysis of mutations in housekeep-
ing genes, and fluorescence in situ hybridisation).

Conclusion. CBMN assay permits a reliable 
evaluation of the mutagenic effects related to an-
ticancer drugs.

Keywords: genotoxic effects; micronuclei; cy-
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Введение 
Онкологические заболевания являются од-

ной из основных причин смертности в мире. 
В 2018 году отмечено увеличение количества 
летальных исходов от злокачественных новоо-
бразований до 9,6 миллиона случаев [1]. 

Традиционные методы химиотерапии пред-
полагают использование агентов, обладающих 
сильными цитотоксическими и деструктивны-
ми свойствами. Подавление путей DNA damage 
response (DDR), формирование большого коли-
чества повреждений молекулы ДНК, остановка 
клеточного деления и гибель клетки являются 
наиболее общим механизмом действия данных 
веществ на опухоли [2]. При этом эффектив-
ность применяемой химиотерапии у больных 
сильно варьирует в зависимости от индивиду-

альных молекулярно-генетических особенно-
стей (как структурных, так и экспрессионных). 
Раковые клетки могут разработать способы об-
хода сигнальных путей апоптоза, что приво-
дит к устойчивости к терапии. Нетрансформи-
рованные клетки организма (например, клет-
ки крови при формировании солидных опухо-
лей) также способны накапливать множество 
повреждений ДНК. Наиболее тяжелым клини-
ческим проявлением побочных эффектов дей-
ствия химиотерапевтических агентов является 
развитие вторичных опухолей [3].

В контексте исследования эффектов действия 
противоопухолевых препаратов высокоинфор-
мативным является анализ микроядер (МЯ) в 
соматических клетках. МЯ могут формировать-
ся в результате фрагментации хромосом или от-
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ставания целых хромосом на стадии анафазы 
митотического деления. Таким образом, данные 
структуры могут выступать в качестве марке-
ра хромосомных повреждений, а также утраты 
целых хромосом. Кроме того, в рамках данного 
теста одновременно проводится учет показате-
лей пролиферативной активности лимфоцитов 
и частоты клеток на стадиях митоза и апопто-
за. При тестировании генотоксических эффек-
тов действия различных факторов окружающей 
и производственной среды на человека широ-
ко используется учет МЯ в лимфоцитах крови 
с цитокинетическим блоком (cytokinesis-block 
micronucleus (L-CBMN) assay) [4, 5]. Правила 
подготовки препаратов и критерии оценки под-
робно описаны и стандартизованы [6]. Экспе-
рименты in vitro с нагрузкой культур клеток мо-
дельных животных или опухолевых клеточных 
линий химиотерапевтическими агентами про-
водятся уже довольно давно. Примеров исполь-
зования стандартизованного L-CBMN in vitro в 
данном контексте пока не очень много. Однако 
такой подход способен дать ценную информа-
цию относительно особенностей индивидуаль-
ной чувствительности нативных клеток крови 
человека к действию конкретных терапевтиче-
ских агентов еще до начала лечения. Кроме того, 
появляется возможность достаточно быстро и 
надежно тестировать генотоксические (или, на-
против, антимутагенные) эффекты новых разра-
батываемых препаратов. 

Цель исследования
Обобщить современный опыт использова-

ния микроядерного теста с цитохалазиновым 
блоком на лимфоцитах крови человека (invi-
tro) для оценки генотоксических эффектов дей-
ствия противоопухолевых препаратов.

Материалы и методы
Поиск научных статей для систематиче-

ского обзора проведен при использовании 
электронных баз данных MedLine, Scopus, 
WebofScience, TOXLINE, The Cochrane Library. 
Отбор статей и их систематический обзор вы-
полнялся в соответствии с правилами PRISMA 
[7]. В процессе поиска статей были использо-
ваны следующие ключевые слова: “cytokinesis-
block micronucleus” или “micronuclei” или 
“cytogenetic damage” или “genotoxicity” в 
комбинации с “in vitro“, “antineoplastic” или 
“antiblastic” или или “drug*” или “agent*” в со-
четании с “human lymphocytes”.

Критерии включения. Для анализа были ис-
пользованы статьи, полный тест которых был 
опубликован и представлен в базах Scopus, Web 
of Science, MedLine, TOXLINE, The Cochrane 
Library на английском языке. В данный си-
стематический обзор были включены рабо-
ты, опубликованные за последние 10 лет, в ко-
торых оценка повреждений генома проводи-
лась с применением стандартного протокола 
L-CBMN теста в нативных лимфоцитах крови 
человека, подвергнутых действию химиотера-
певтических препаратов in vitro [6].

Критерии исключения. Исключались иссле-
дования, проведенные без указания контроль-
ных, фоновых значений частоты микроядер; 
эксперименты, в которых использовались дру-
гие типы клеток (не лимфоциты крови челове-
ка) или учитывалось менее 1000 двухядерных 
клеток; также не включались исследования, 
анализирующие последствия контакта с ком-
плексом противоопухолевых препаратов in vi-
vo.

В результате поиска научных статей по клю-
чевым словам всего было найдено 172 опубли-
кованных исследования, посвященных изуче-
нию мутагенного потенциала противоопухо-
левых агентов с помощью классического ми-
кроядерного теста, в том числе 89 работ были 
выполнены в формате эксперимента in vitro, 
из них 41 статья была опубликована за послед-
ние 10 лет. В большинстве экспериментов ис-
пользовались различные типы опухолевых и 
нетрансформированных клеток. В 17 работах 
использовали нативные лимфоциты крови че-
ловека, обработанные противоопухолевыми 
препаратами in vitro. Данный метод в экспери-
ментах был дополнен другими цитогенетиче-
скими и молекулярно-генетическими подхода-
ми, такими как анализ хромосомных аберраций 
метафазных хромосом [8], метод флюоресцент-
ной in situ гибридизации (FISH) [9], homozy-
gotization assay [10], метод учета ДНК-комет 
[11].

Результаты
Исследования «классических» химиоте-

рапевтических агентов с помощью L-CBMN 
assay in vitro

В качестве противоопухолевых препаратов 
в клинической практике широкое применение 
находят алкилирующие цитостатики, которые 
могут приводить к появлению одиночных или 
двойных разрывов ДНК, подавлять контроль-
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ные точки клеточного цикла и индуцировать 
митотическую катастрофу в опухолевых клет-
ках [12]. С использованием теста L-CBMN бы-
ло показано, что лимфоциты крови человека 
также отличаются высокой чувствительностью 
к данным препаратам. Так, было продемон-
стрировано дозозависимое повышение часто-
ты МЯ, уменьшение митотического индекса и 
одновременно с этим статистически значимое 
увеличение частоты клеток с аберрациями хро-
мосом (фрагменты, кольца, дицентрические 
хромосомы) при действии циклофосфамида [8] 
и бендамустина [10].

Неоднократно описывался генотоксический 
потенциал цитостатических антибиотиков типа 
митомицина С и блеомицина, в том числе с по-
мощью учета МЯ [9, 13, 14, 15]. Данные пре-
параты характеризуются направленным дей-
ствием на молекулу ДНК и участвуют в фор-
мировании разрывов её цепей [16], ингибируют 
встраивание тимидина в молекулу ДНК, харак-
теризуются усилением оксидативного стрес-
са и повреждением митохондрий. В последние 
годы было установлено, что экстракт солодки 
(Glycyrrhiza glabra) способен снижать геноток-
сический и цитотоксический эффекты действия 
митомицина С [17], а эфирное масло мастики 
(Pistacia lentiscus) таким действием не обладает 
[18]. Интересно, что блеомицин-индуцирован-
ный уровень МЯ оказался статистически зна-
чимо выше в лимфоцитах крови больных диа- 
бетом 2 типа с нефропатиями, что отражает 
их повышенную чувствительность к данному 
агенту [19]. 

Разработка подходов по изучению вовлече-
ния специфических хромосом в образование 
микроядер представляет собой новое направ-
ление молекулярной цитогенетической диагно-
стики веществ, рассматриваемых в качестве 
генотоксикантов. С применением FISH с цен-
тромерными (cep) и whole-chromosome painting 
(wcp) пробами была установлена вовлечен-
ность 8, 15 и 20 хромосом в формирование ми-
кроядер под действием митомицина С и 1, 9, 20 
хромосом – при действии блеомицина [9].

Сравнительная токсикологическая характе-
ристика трех широко используемых цитостати-
ков с различным механизмом действия (5-фто-
рурацила, цисплатина и этопозида) проводи-
лась в экспериментах с использованием лим-
фоцитов периферической крови человека, а 
также клеток печени Danio rerio (zebrafish liver) 
и клеточной линии гепатомы человека (HepG2) 

[11]. Оказалось, что максимальную чувстви-
тельность к действию данных препаратов про-
являют не опухолевые клетки и не лимфоциты, 
а клетки печени рыб Danio rerio. Это ставит во-
прос о безопасности применения данных цито-
статиков, учитывая возможность их попадания 
в водные объекты с различными смывами.

В статье немецких авторов [20] обсужда-
ются особенности интерпретации результатов 
L-CBMN тестов в зависимости от времени вне-
сения генотоксических агентов в культуры кле-
ток (в начале культивирования или после 44–
48 часов после стимулирования клеток ФГА). В 
качестве мутагенов использовали метилметан-
сульфонат (MMS), этилметансульфонат (EMS), 
N-нитрозо-N-этилмочевина (этилнитрозомо-
чевина; ЕНУ), оксид стирола (SO), анти-B[a]
P-7,8-дигидродиол-9,10-эпоксид (BPDE) и ми-
томицин C (MMC). Было показано, что боль-
шинство препаратов индуцировали форми-
рование микроядер после культивирования и 
только MMC начинает действовать уже на стар-
те культивирования. В связи с этим G. Speit с 
коллегами полагают, что CBMN метод в целом 
менее чувствителен к действию мутагенов/кла-
стогенов, когда повреждения индуцируются на 
старте клеточных культур.

По мнению итальянских авторов [21], ис-
пользование классического варианта CBMN 
может оказаться не лучшим выбором для те-
стирования генотоксических эффектов мито-
тических ядов, взаимодействующих с тубу-
лином, образующим микротрубочки в клет-
ке (колхицин, винкристит, нокадазол, пакли-
таксел, доцетаксел). Данные агенты приводят 
к накоплению мононуклеарных клеток, глав-
ным образом, через митотическое проскаль-
зывание. Формирование МЯ в мононкулеарах 
– довольно интригующее событие, главным 
образом потому, что для индукции МЯ требу-
ется деление клетки. В настоящее время об-
суждаются различные механизмы формирова-
ния одноядерных лимфоцитов с МЯ. Эта клет-
ка может представлять собой лимфоцит, в ко-
тором МЯ образовалось во время последнего 
деления в виде лимфобласта и который не мо-
жет делиться in vitro; клетку с особенно бы-
строй цикличностью; лимфоцит, нечувстви-
тельный к цитохалазину В; последствия мито-
тического проскальзывания, явления, при ко-
тором митотически арестованная клетка снова 
входит в клеточный цикл и таким образом по-
рождает тетраплоидную клетку. Sara Guccini 
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предполагает, что при использовании класси-
ческого метода учета МЯ в двухядерных клет-
ках возможна существенная недооценка собы-
тий в мононуклеарах [21].

Исследования генотоксических эффектов 
новых перспективных противоопухолевых 
препаратов с помощью L-CBMN assay in vitro

Использование ингибиторов протеинкиназ 
представляет собой новый и перспективный 
подход к терапии рака с высокой специфично-
стью к опухолевым клеткам и меньшей токсич-
ностью для нормальных клеток [22–25]. Одна-
ко результаты исследований генотоксических 
эффектов действия таких препаратов пока не-
однозначны [26].

Генотоксический потенциал иматиниба 
(imatinib mesylate) в отношении лимфоцитов 
крови был выявлен с помощью метода ДНК-ко-
мет [27]; не зарегистрирован в тесте Эймса, в 
экспериментах с клетками лимфомы мыши, 
костного мозга крысы, клетками яичников ки-
тайского хомячка, однако в экспериментах с на-
грузкой in vitro нативных лимфоцитов перифе-
рической крови человека, а также с клетками 
печени Danio reriо и клетками гепатомы HepG2 
было выявлено повышение уровня МЯ; при-
чем только в лимфоцитах было отмечено по-
вышение частоты нуклеоплазматических мо-
стов и ядерных протрузий [28].Таким образом, 
при использовании таргетных препаратов нель-
зя полностью исключить повышение риска для 
здоровья человека и для дикой природы (на-
пример, при попадании в водоемы). 

Остается практически неизученным гено-
токсический потенциал современных препа-
ратов для иммунотерапии, которые блокиру-
ют рецепторы цитотоксических Т-лимфоцитов 
и стимулируют Т-клеточно-опосредованный 
противоопухолевый иммунный ответ (таких 
как ипилимумаб, дабрафениб и вемурафениб и 
другие).

Интересные результаты сравнительно недав-
но были получены при тестировании противо-
опухолевых агентов природного происхожде-
ния. Так, при тестировании фомоксантона А – 
соединения, выделенного из эндофитного гри-
ба Phomopsis longicolla, связанного с морскими 
водорослями Bostrychia radicans, с помощью 
L-CBMN и метода ДНК-комет были выявле-
ны генотоксические и цитостатические эффек-
ты действия этого соединения на опухолевые 
клетки HL60, но не на нативные лимфоциты 
крови человека [29]. 

Активно обсуждается безопасность и эффек-
тивность использования в онкологии препара-
тов растительного происхождения. С использо-
ванием CBMN изучались эффекты воздействия 
эфирного масла крапивы двудомной Urtica 
dioica на лимфоциты крови человека. Была вы-
явлена значимая положительная корреляция 
между концентрацией эфирного масла, вноси-
мого в культуру, и частотой микроядер, хромо-
сомных аберраций, частотой клеток в апоптозе 
или некрозе [30]. Показано, что ванильная кис-
лота в дозе 1 мг/мл значимо снижала частоту 
клеток с микроядрами, а в высокой дозе – 2 мг/мл  
проявляла уже генотоксический эффект на 
ДНК [15]. В то же время при совместном вне-
сении в культуры ванильной кислоты (как в до-
зе 1 мг/мл, так и 2 мг/мл) и ММС наблюдалось 
снижение уровня микроядер в двухядерных 
лимфоцитах по сравнению с действием ММС 
на лимфоциты крови без добавок.

Заключение
В результате анализа исследований, пред-

ставленных в данной работе, были выявлены 
дифференциальные генотоксические эффекты 
действия противоопухолевых препаратов на 
лимфоциты крови человека [8–11,13–15, 17–
21, 28], показана согласованность результатов 
L-CBMN assay и других методов оценки гено-
токсического потенциала (метод ДНК-комет, 
учет хромосомных аберраций, уровень мута-
ций в генах домашнего хозяйства) [8–11]. Со-
четание CBMN assay и молекулярно-цитогене-
тической диагностики (FISH) позволило уста-
новить особенности вовлечения индивидуаль-
ных хромосом в формирование микроядер [9]. 
Определены методические ограничения и воз-
можности метода L-CBMN при тестировании 
генотоксичности противоопухолевых препа-
ратов [20, 21]. В сравнении с другими цито-
генетическими методами можно отметить, 
что CBMN assay обладает такими преимуще-
ствами, как возможность одновременного уче-
та кластогенных, анеугенных и цитостатиче-
ских эффектов; большая скорость анализа с 
возможностью автоматизации; большая стати-
стическая мощность исследования. Проведе-
ние подобных оценок in vitro до начала лече-
ния способно дать ценную информацию отно-
сительно особенностей индивидуальной чув-
ствительности пациента к действию данного 
препарата. Результаты подобных исследова-
ний в комбинации с данными фармакогенети-
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ческих тестов могут способствовать корректи-
ровке персонализированных режимов приме-
нения противораковых препаратов в клиниче-
ской практике. 
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