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Введение. Известно, что воздействие продуктов горения органических веществ на организм сопровождается накоплением повреждений ДНК, что 
может привести к возникновению мутаций и патологических изменений клетки и всего организма. Распространённость и масштабность торфя-
ных пожаров обусловили необходимость изучения последствий для подвергавшихся дымовой экспозиции организмов и их потомства.
Материалы и методы. С помощью экспериментального биомоделирования воспроизводили условия реального задымления торфяным дымом в тече-
ние 40 мин с концентрацией СО 99 ± 2,5 мг/м3. Генотоксичность дыма торфяного пожара после его воздействия на самцов белых крыс оценивали по 
возникновению ДНК-повреждений в клетках крови методом ДНК-комет в щелочном варианте. В первой части эксперимента животных подверга-
ли непосредственному воздействию дыма торфяного пожара, во второй части исследовали их половозрелое потомство обоего пола для определения 
повреждений ДНК в клетках крови.
Результаты. Установлено, что самцы родительского поколения и потомства оказались устойчивы к влиянию компонентов дыма, что подтверж-
дено отсутствием статистической значимости по показателю «% ДНК в хвосте кометы» по сравнению с контролем. В то же время у самок 
полученного поколения выявлено статистически значимое повышение повреждённости ДНК клеток крови по сравнению с контрольной группой.
Ограничения исследования. Исследование ограничено изучением фрагментации ДНК после однократного 40-минутного воздействия торфяного 
дыма на самцов белых крыс и их интактное потомство.
Заключение. Полученные в настоящем исследовании данные свидетельствуют о том, что повреждения структуры ДНК у потомства крыс-самцов, 
экспонированных торфяным дымом, содержащим СО в концентрации 99 ± 2,5 мг/м3, можно рассматривать как биоиндикатор генотоксического 
воздействия, индуцируемого в последующем поколении.
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DNA fragmentation as a bioindicator of peat fires’ smoke exposure
East-Siberian Institute of Medical and Ecological Research, Angarsk, 665826, Russian Federation 

Introduction. The impact of combustion products of organic substances on the body is known to be accompanied by the accumulation of DNA damage, which can 
lead to mutations and pathological changes in the cell and the whole organism. The prevalence and scale of this phenomenon poses an important task for studying 
the consequences that occur in smoke-exposed organisms and their offspring. 
Materials and methods. The conditions of real peat smoke were reproduced for 40 minutes with a CO concentration of 99±2.5 mg/m3 with using of experimental 
bio modelling. The genotoxicity of peat fire smoke after exposure to male white rats was assessed by the occurrence of DNA damage in blood cells using the DNA 
comet method in the alkaline version. In the first part of the experiment, males were directly exposed to the smoke of a peat fire; in the second part – their sexually 
mature offspring of both sexes were examined for the occurrence of DNA damage in blood cells.
Results. The males of the parental generation and offspring were found to be resistant to the effects of smoke components, which was confirmed by the absence of 
statistical significance in terms of «% DNA in the comet tail» compared with the control. At the same time, females of the received generation showed a statistically 
significant increase in blood cell DNA damage compared to the control group. 
Limitations. The study was limited to the study of DNA fragmentation after a single 40-minute exposure to peat smoke in male white rats and their intact offspring. 
Conclusion. The data obtained in this investigation indicate that damage to the DNA structure in the offspring of male rats exposed to peat smoke containing CO at 
a concentration of 99±2.5 mg/m3 can be considered as a bioindicator of genotoxic effects induced in the next generation.
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ГИГИЕНА ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

Материалы и методы
Экспериментальные исследования выполнены на 20 

беспородных белых крысах-самцах и 40 самках массой 
200–210 г. Все экспериментальные животные получены в 
виварии ФГБНУ ВСИМЭИ путём собственного воспроиз-
водства и содержались на стандартном рационе. Модели-
рование дымовой интоксикации проводили в затравочной 
камере объёмом 200 л, оснащённой приборами регистрации 
концентрации СО и РМ2,5, а также соединённым с ней дымо-
генератором, горючим субстратом в котором служил торф. 
Крысам контрольной группы в камеру подавался чистый 
воздух.

На первом этапе исследования самцов (n = 10) подверга-
ли воздействию дыма с концентрацией СО = 99 ± 2,5 мг/м3, 
РМ2,5 = 0,72 ± 0,3 мг/м3 однократно в течение 40 мин. Доста-
точно высокий уровень основных компонентов торфяного 
дыма и продолжительность воздействия были выбраны це-
ленаправленно для предполагаемого формирования процес-
са индукции повреждённости ДНК в клетках крови. Через 
24 ч после экспозиции проводили исследование фрагмента-
ции ДНК методом ДНК-комет. На втором этапе исследова-
ния было получено потомство (F1) от экспонированных на 
первом этапе самцов, которых спаривали сразу после окон-
чания экспозиции с интактными самками. Затем животных 
поколения F1 рандомизировали на группы обоего пола: 
Опыт, Контроль.

После окончания экспозиции оценку генотоксического 
эффекта дыма проводили в лейкоцитах методом ДНК-комет 
в щелочной версии в соответствии с рекомендациями [10, 11].  
Выбор щелочной модификации метода позволил существен-
но увеличить информативность и чувствительность теста, 
поскольку для большинства генотоксикантов преобладают 
эффекты одиночных разрывов ДНК [12], а щелочной анализ 
комет способен выявлять как двунитевые, так и одноните-
вые разрывы. Для этого в стеклянной пробирке смешивали 
50 мкл крови с 500 мкл охлажденного до температуры плюс 
4 °С фосфатно-солевого буфера (рН =7,4) и ресуспендиро-
вали. Суспензию клеток в объёме 60 мкл вносили в микро-
центрифужные пробирки с 240 мкл 0,9%-м гелем легко-
плавкой агарозы в фосфатно-солевом буфере, подогретым 
до температуры плюс 42 °С в микротермостате («Термит», 
Россия), и ресуспендировали. Затем 60 мкл раствора агаро-
зы с клетками наносили на предварительно покрытые 1%-й 
универсальной агарозой предметные стёкла, покрывали по-
кровным стеклом и помещали на лёд до образования плот-
ного геля. Покровные стёкла аккуратно удаляли, получен-
ные агарозные слайды помещали в стеклянную кювету (тип 
Шиффендекер), заливали предварительно охлаждённым 
до температуры плюс 4 °С лизирующим буфером (10 мМ  
Tris-HCl, 2,5 М NaCl, 100 мМ EDTA-Na2, 1% Triton X-100, 
10% ДМСО в процентах от конечного объёма; pH = 10,0) и 
инкубировали не менее 1 ч при плюс 4 °С.

Введение
Лесные и торфяные пожары являются масштабным эко-

логическим бедствием и сопровождаются распространяю-
щимся на огромные расстояния задымлением, длительно 
воздействующим на здоровье человека и окружающую сре-
ду. Образующаяся в процессе горения сложная смесь газов 
(монооксид углерода (СО), оксид азота (NO), диоксид азота 
(NO2), окислы серы и др.), формальдегида, фурфурола, аце-
тальдегида, полициклических ароматических углеводородов 
(ПАУ) и др., твёрдых ультрадисперсных частиц (РМ) и ле-
тучих органических соединений обладает канцерогенными 
и мутагенными свойствами [1–7], что обусловливает необ-
ходимость исследования генотоксических эффектов дыма 
ландшафтных пожаров. Работ, рассматривающих более 
продолжительное влияние дыма ландшафтных пожаров по 
сравнению с характеризуемым ВОЗ как безопасное по уров-
ню краткосрочного воздействия одного из опаснейших ком-
понентов (СО = 100 мг/м3 в течение 15 мин) [8], в литера-
туре практически нет. Следует отметить, что влияние дыма 
может быть как в момент воздействия, так и отсроченным 
и сопровождаться накоплением структурных повреждений 
ДНК, в том числе и у последующих поколений. Однако ис-
следований отдалённых генотоксических проявлений и по-
следствий воздействия дыма торфяных пожаров в доступной 
литературе представлено недостаточно.

Образование одно- и двунитевых разрывов ДНК при воз-
действии токсикантов является важным событием, приво-
дящим к возможному развитию в организме патологических 
процессов. Это означает, что явление повреждения ДНК 
при экспозиции торфяным дымом можно рассматривать 
как биоиндикатор, подтверждающий наличие в его составе 
компонентов, оказывающих на организм генотоксическое 
воздействие. Особую актуальность имеет детекция повреж-
дений в структуре ДНК на ранних этапах, когда патологи-
ческие процессы в организме ещё не запущены и соответ-
ственно не могут быть диагностированы [9]. Важной задачей 
при этом является выявление генотоксических изменений 
не только у организмов, непосредственно подвергавших-
ся дымовому воздействию, но и отдалённых последствий у 
будущих поколений. Получить результаты в соответствии с 
принципами и подходами доказательной медицины возмож-
но при экспериментальном биомоделировании.

Цель исследования – оценка ДНК-повреждений в ядросодер-
жащих клетках крови (лейкоцитах) белых крыс, подвергавших-
ся воздействию дыма торфяного пожара, а также их потомства.

Для достижения поставленной цели решены две задачи.
1. Определён уровень ДНК-повреждений у крыс-

самцов, подвергавшихся однократному воздействию дыма 
торфяного пожара с концентрацией СО = 99 ± 2,5 мг/м3, 
РМ2,5 = 0,72 ± 0,3 мг/м3 в течение 40 мин.

2. Определён уровень ДНК-повреждений у потомства 
обоего пола, полученного от экспонированных самцов.

Vertebrates Used for Experiments or Other Scientific Purposes (ETS N 123), directive of the European Parliament and the Council Of the European Union 
2010/63/EC of 22.09.2010 on the protection of animals used for scientific purposes.
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и контрольной групп выявлен низкий уровень повреждений 
ДНК (от 0 до 10% ДНК в хвосте комет).

ДНК-повреждённость клеток крови у потомства F1. 
Определение степени повреждённости ДНК у потомства 
F1 показало различные результаты в зависимости от пола. 
В крови самцов опытной группы % ДНК в хвосте комет 
не имел статистически значимых отличий по сравнению 
с соответствующей группой контроля 4,84 (3,56–5,33) и  
3,8 (3,04–4,66) соответственно (рис. 2). В то же время у 
потомства женского пола выявлено статистически зна-
чимое повышение повреждённости ДНК в клетках крови 
по сравнению с контрольной группой (р = 0,03). Уровень  
ДНК-повреждений в опытной группе возрос в 2,5 раза. По-
казатель повреждённости ДНК в хвосте комет лейкоцитов 
крыс контрольной группы не превышал 4,12 (2,36–6,37), 
тогда как у самок из группы Опыт данный показатель соста-
вил 10,24 (6,32–14,62). При этом существовало значительное 
количество клеток (51,01% в опытной группе относительно 
10,69% в контрольной), имеющих умеренный уровень по-
вреждённости ДНК (10–30% ДНК в хвосте комет). Сравне-
ние между собой значений степени повреждения ДНК в лей-
коцитах самцов и самок групп Опыт поколения F1 показал 
наличие статистической значимости (р = 0,03).

Обсуждение
В современных условиях человек, особенно городской 

житель, постоянно сталкивается с химическими и физиче-
скими факторами производственной и бытовой среды. Из-
вестно, что дым пожаров оказывает комплексное вредное 
воздействие на весь организм. Так, Matas R. установил, что 
уже одночасовое воздействие дыма от горения древесины 
способно вызвать угнетение механизмов местной иммунной 
защиты [13]. В работе Dubick M.A. и соавт. определено, что 
ингаляции дыма индуцируют у крыс оксидативный стресс не 
менее чем на 48 ч [14]. В эксперименте на крысах Tesfaigzi Y. 
и соавт. провёли ещё более длительную экспозицию ды-
мом от горящей древесины (до 12 нед) и обнаружили в ды-
хательных путях воспалительные изменения в сочетании с 
увеличением содержания бокаловидных клеток, гиперпла-
зию альвеолярных макрофагов и другие признаки морфо-
логических изменений лёгочной ткани [15]. Исследование 
Thompson L.C. и соавт. показывает, что воздействие торфя-
ного дыма на дыхательные пути может вызвать транзиторное 
тахипноэ в течение нескольких минут после воздействия, а 

После окончания лизиса микропрепараты переносили в 
камеру для электрофореза (SubCell, Bio-Rad), заливали рас-
твором для электрофореза (300 мМ NaOH, 1 мМ EDTA-Na2, 
pH > 13,0) и инкубировали без включения аппарата в те-
чение 20 мин для раскручивания нитей ДНК и реализации 
щелочно-лабильных сайтов в одно- и двунитевые разрывы. 
Далее проводили электрофорез в течение 20 мин при на-
пряжённости поля 1 V/sm и силе тока 300 mA. По оконча-
нии электрофореза предметные стёкла, содержащие лизат 
клеток, переносили в стеклянную кювету и фиксировали в 
70%-м растворе этилового спирта в течение 10 мин. После 
фиксации микропрепараты высушивали и хранили до ана-
лиза при комнатной температуре. Для окраски использова-
ли флуоресцирующий краситель SYBR Green I (Invitrogen). 
Визуализацию проводили на микроскопе Olympus BX-51, 
совмещённом с цифровой камерой высокого разреше-
ния Olympus RX-420, при увеличении ×100. Изображения 
ДНК-комет анализировали с использованием программ-
ного обеспечения CASP 1.2.2 в количестве 100 ядер для 
каждого стекла. В качестве показателя повреждённости 
ДНК использовали процентное содержание ДНК в хвосте  
ДНК-комет (% ДНК в хвосте комет), учитывая, что чем боль-
ше эта величина, тем более повреждённой является клетка. 
Статистическую обработку результатов проводили в про-
грамме Statistica 6.1. (StatSoft, Inc.). Вид распределения при-
знаков оценивали с помощью W-критерия Шапиро – Уилка. 
Так как распределение признаков являлось ненормальным, 
для сравнения количественных показателей использова-
ли непараметрический метод U-критерия Манна – Уитни 
(р ≤ 0,05). Результаты исследования представлены в виде ме-
дианы и интеркварильного диапазона Ме (Q25–Q75).

Результаты
Эффект воздействия дыма торфяного пожара на самцов 

родительского поколения. Определение степени повреждения 
ДНК в клетках крови самцов, подвергавшихся воздействию 
дыма, содержащего концентрации СО = 99 ± 2,5 мг/м3, 
РМ2,5 = 0,72 ± 0,3 мг/м3, через 24 ч после окончания экспози-
ции не выявило статистически значимых различий по срав-
нению с показателями контрольной группы 3,93 (2,02–7,46; 
р = 0,59) и 4,08 (2,41–7,33) соответственно (рис. 1). В образ-
цах крови животных опытной группы наблюдали сходное с 
контролем распределение клеток с разной степенью повреж-
дений ДНК. Так, в 86% клеток крови крыс как опытной, так 
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Рис. 1. Содержание ДНК в «хвосте комет» в клетках крови самцов 
белых крыс через 24 ч после экспозиции дымом торфяного пожара с 
концентрацией СО = 99 ± 2,5 мг/м3, РМ2,5 = 0,72 ± 0,3 мг/м3.

Fig. 1. DNA content in the «comets tail» in the blood cells of white rat 
males one day after exposure to peat fire smoke with a concentration of 
CO = 99 ± 2.5 mg/m3, PM2,5 = 0.72 ± 0.3 mg/m3.

Рис. 2. Содержание ДНК в «хвосте комет» в клетках крови самцов и 
самок белых крыс потомства F1.

Fig. 2. The DNA content in the «tail of a comets» in the blood cells of male 
and female white rats of the offspring of F1.
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к более тяжёлым последствиям она приводит, запуская па-
тологические реакции и механизмы нарушения клеточного 
гомеостаза.

Моделируемая нами экспозиция дыма, образующего-
ся при горении торфа, с содержанием СО = 99 ± 2,5 мг/м3, 
РМ2,5 = 0,72 ± 0,3 мг/м3, в течение 40 мин на крыс не име-
ет отношения к реальному загрязнению окружающей сре-
ды при торфяном задымлении, однако с учётом процессов 
материальной и функциональной кумуляции в организме 
она может достигать высоких уровней, достаточных для 
инициации процессов повреждённости ДНК в клетках. 
Вместе с тем воздействие дыма на крыс-самцов в указан-
ных концентрациях по основным составляющим смеси не 
вызвало повреждённости ДНК в клетках крови. Другими 
словами, однократное воздействие СО при концентрации 
СО = 99 ± 2,5 мг/м3, РМ2,5 = 0,72 ± 0,3 мг/м3 в течение 40 мин 
было безопасным. Отсутствовала повреждённость ДНК в 
клетках крови и у самцов потомства F1, полученного от экс-
понированного дымом родительского поколения, в то время 
как у самок поколения F1 выявлена индукция повреждён-
ности ДНК в клетках крови. Причём у каждой второй особи 
женского пола отмечен умеренный уровень повреждённости 
ДНК (10–30% ДНК в хвосте комет). Появление среди кле-
ток крови такой фракции свидетельствует о тенденции к раз-
витию апоптотического процесса и может являться важным 
биоиндикатором экспозиции торфяным дымом. Данный 
факт представляет определённый интерес для дальнейшего 
исследования и анализа.

По нашему мнению, вероятным механизмом такого вы-
борочного наследования повреждённости ДНК в зависимо-
сти от пола является крисс-кросс наследование, в результате 
которого признаки отцов проявляются у дочерей, а призна-
ки матерей – у сыновей [25]. По всей видимости, именно та-
кой механизм наследования чувствительности к токсичным 
компонентам дыма пожаров выявлен в нашем исследова-
нии. Вероятно также, что различия в результатах между сам-
ками и самцами могут быть обусловлены таким феноменом, 
как половой диморфизм, определяющий вариабельность 
индивидуальной химической чувствительности, связанной с 
различиями в регуляции активности ферментов, в том числе 
участвующих в процессах детоксикации, и адаптационных 
возможностей организма.

Генотоксические эффекты продуктов горения торфа 
обусловлены активацией свободнорадикального окис-
ления [16, 17, 18]. И этим можно было бы объяснить по-
вреждённость ДНК в клетках крови непосредственно 
экспонированных животных. Однако мы наблюдали ДНК-
повреждения у потомства крыс, которые не подвергались 
воздействию дыма. В данном случае представляет интерес 
исследование генотоксических нарушений или процессов 
метилирования ДНК в мужских гаметах. Гематотестику-
лярный барьер обладает функцией избирательной прони-
цаемости для повреждающих биологических и химических 
факторов. Исследуя фрагментацию ДНК сперматозоидов, 
можно сделать вывод о токсичности исследуемого ве-
щества и косвенно оценить функциональное состояние  
гематотестикулярного барьера. Поэтому представляет инте-
рес дальнейшее исследование влияния компонентов дыма  
не только на соматические, но и на половые клетки.

Заключение
Полученные в настоящем исследовании данные свиде-

тельствуют о том, что однократное воздействие в течение 
40 мин дыма природных пожаров с уровнем СО = 99 ± 2,5 мг/м3,  
РМ2,5 = 0,72 ± 0,3 мг/м3 не вызывает существенных повреж-
дений ДНК как у экспонированных дымом самцов, так и 
у их потомства F1 мужского пола. У самок из полученного 
потомства выявлены значимые изменения повреждённости 
ДНК в клетках крови. Вышеизложенные результаты остав-
ляют много нерешённых вопросов и определяют перспек-
тивность дальнейших исследований.

также изменить регуляцию объёма левого желудочка серд-
ца и гемодинамику лёгочной артерии через 24 ч [16]. Ранее 
нами было установлено, что дым ландшафтных пожаров по-
сле воздействия в течение четырёх недель способен вызвать 
у экспонированных крыс нарушение показателей спермато-
генеза, а также повышение степени полногеномного мети-
лирования ДНК в крови [17].

Многочисленными исследованиями доказано, что ком-
поненты дыма торфяных пожаров (двуокись серы SO2, 
углекислый газ, ПАУ [2], твёрдые микро- и наночастицы 
размером от 10 мкм до 100 нм [7]) способны проявлять ге-
нотоксическую активность в отношении организма. Иссле-
дования Aguilera и соавт. [3] и Franzi и соавт. [4] показали, 
что химический состав твёрдых частиц PM2,5 в дыме лесных 
пожаров более токсичен, чем PM2,5 городской окружающей 
среды. Результаты клинического эксперимента Wu W. и 
соавт. говорят о том, что воздействие PM2,5 не уменьшает 
количества вырабатываемой спермы, но влияет на её функ-
циональность, что может снизить способность к оплодотво-
рению яйцеклетки [5]. Работа Kinney Р. подтверждает, что 
PM2,5 также воздействует на дыхательную систему, вызывая 
иммунный ответ и повреждение тканей [6]. Горбатова Д.М. 
и соавт. показали, что экспозиция торфяным дымом при-
водит к индукции повреждений ДНК в клетках плаценты 
и эмбрионов крыс [7]. Heßelbach К. и соавт. определили, 
что большинство изменений метилирования ДНК в клет-
ках эпителия бронхов человека BEAS-2B, подвергавшихся 
воздействию образованных в результате сжигания биомас-
сы PM2,5, связаны с его гипометилированием ДНК [18]. 
В исследовании Schuller А. и соавт. описана связь развития 
болезни Альцгеймера с метилированием ДНК, вызванным 
воздействием древесного дыма [19]. В работе [20] автора-
ми продемонстрировано, что 40-дневное воздействие дыма 
ландшафтного пожара вызывает изменения метилирования 
ДНК сперматозоидов у мышей: почти 80% метилирован-
ных областей были гиперметилированы. Koehler C. и со-
авт. провели исследование генотоксического эффекта NO2 
и выяснили, что необратимое повреждение ДНК эпители-
альных клеток слизистой оболочки носа может произойти 
уже при трёхчасовом воздействии 200 мг/м3 NO2 [21], что 
соответствует концентрации NO2, установленной ВОЗ для 
предельного безопасного значения воздействия в течение 
одного часа [22]. Görsdorf S. и соавт. анализировали спо-
собность NO и NO2 индуцировать одноцепочечные разры-
вы ДНК в клетках китайского хомячка (клетки V79). Самая 
низкая концентрация NO2, которая статистически отли-
чалась от контрольных значений, составляла 20 мг/м3 при 
воздействии в течение 20 мин [23]. Nihal U. и соавт. опре-
деляли генотоксичность SO2 на лимфоцитах человека и вы-
яснили, что SO2 вызывал значительное увеличение частоты 
сестринского хроматидного обмена, а также индуцировал 
задержку митоза и снижал митотический индекс и индекс 
репликации ДНК при концентрации 1,3 мг/м3. Данное 
исследование подтверждает, что SO2 обладает сильным 
мутагенным действием и может вызывать генетические 
повреждения, приводящие к злокачественным новообра-
зованиям [24]. Следует отметить, что описанные эффекты 
были вызваны изолированным действием NO, NO2, SO2, 
РМ2,5, в то время как торфяные пожары сопровождаются 
выбросом в атмосферу многокомпонентной смеси вредных 
продуктов горения, следовательно, их действие может по-
тенцироваться и оказывать на организм всестороннее не-
гативное влияние.

Патогенетическое значение повреждённости ДНК в со-
матических клетках до конца не изучено. Известно, что 
повреждение ДНК может индуцировать преждевременное 
старение, снижать жизнеспособность особи и приводить к 
онкопатологии. Основная часть нарушений структуры ДНК 
подвергается репарации. Однако даже краткосрочные про-
ходящие нарушения структуры ДНК оказывают неблаго-
приятное воздействие на функциональное состояние клет-
ки. И чем дольше сохраняется повреждённость ДНК, тем 
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