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Кролиководство – отрасль животноводства, которая имеет большие потенциальные возможности наращивания 
темпов производства и увеличения объемов выпуска относительно дешевого мяса в короткие сроки. Эффективность 
животноводства в существенной степени зависит от генетического благополучия племенных животных. По результа-
там многих исследований, нарушение воспроизводительной функции животных сельскохозяйственных видов, а также 
смертность новорожденных в настоящее время являются основными проблемами дальнейшего повышения продуктив-
ности животноводства. Существенный вклад в такие негативные явления вносит  нестабильность генетического аппа-
рата производителей, которая может иметь как генетическую, так и паратипическую обусловленность.

Первые исследования мутационных спектров в соматических клетках и цитогенетических исследованиях были 
начаты в 20 веке. В 1973 году Шмидтом был предложен микроядерный тест. Этот тест, основанный на подсчете числа 
клеток с микроядрами, которые являются показателем воздействия на организм генотоксических факторов внешней сре-
ды, является одним из информативных и быстрых методов исследования цитогенетических повреждений,. Для этих це-
лей используются эритроциты или другие высокоспециализированные клетки живых организмов. Техника проведения 
микроядерного теста у кроликов мало изучена, в связи с чем авторами была поставлена задача провести сравнительный 
анализ эффективности разных способов окраски мазков крови для выявления микроядер в эритроцитах. 
Ключевые слова: микроядра, эритроцит, кролик, краситель 

Микроядро — фрагмент ядра эукариоти-
ческой клетки, не содержащий полного генома, 
необходимого для её выживания. Является пато-
логической структурой и может наблюдаться в 
клетках любых тканей. Обычно микроядра обра-
зуются в результате неправильного хода клеточ-
ного деления или фрагментации ядра в процессе 
апоптоза [1].

Микроядра образуются из фрагментов хро-
мосом, которые лишены центромер и поэтому 
исключаются из клеточных ядер в момент де-
ления клеток. Кроме того, они могут образовы-
ваться из хромосом, оставшихся в анафазе. 

К преимуществам микроядерного теста 
следует отнести быстроту, надёжность, а также 
то, что тестирование можно проводить в тканях 
с низкой митотической активностью.

Накоплены данные о том, что повышен-
ный уровень частоты встречаемости клеток с 
цитогенетическими аномалиями в перифериче-
ской крови статистически достоверно коррелли-
рует с количеством морфологически дефектных 

сперматозоидов, с репродуктивными нарушени-
ями и может служить основанием для прогноза 
повышенной вероятности снижения воспроизво-
дительных функций. Регистрация эритроцитов 
периферической крови с микроядрами может 
служить показателем физиологического состоя-
ния организма и потенциальной генотоксично-
сти внешней среды [2].

В настоящее время микроядерный тест 
включен как обязательный при токсикологиче-
ских исследованиях, особенно в промышленном 
рыбоводстве. Данный метод широко применяет-
ся при оценке гомеостаза организма [3]. Подоб-
ные исследования в области сельского хозяйства, 
в частности кролиководства, в научной литерату-
ре слабо освещены. В то же время регистрация 
эритроцитов периферической крови с микроя-
драми может служить показателем физиологиче-
ского состояния организма, оценка общей неста-
бильности генетического аппарата необходима 
для прогноза репродуктивного успеха, что имеет 
особую важность в кролиководстве.
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Цель исследований подобрать опти-
мальный способ окраски эритроцитов в мазке 
периферической крови кроликов трёхпородного 
кросса для проведения микроядерного теста.

Материалы и методы

Работа проведена в ФГБНУ НИИПЗК. 
Объектом исследования служили кролики ново-
го трёхпородного кросса. Для анализа возмож-
ных половых различий по частоте эритроцитов 
с микроядрами материал для анализа брали от 5 
самок и 5 самцов.

Для приготовления препаратов кровь бра-
ли из краевой ушной вены, наносили на чистое, 
обезжиренное сухое предметное стекло, делали 
мазок. Высушенные препараты окрашивали раз-
ными красителями по различным методикам:

1 – по Романовскому-Гимза: мазок фикси-
ровали метанолом, высушивали и укладывали 
стекло мазком вниз на стеклянный мостик в кю-
вету с рабочим раствором Романовского-Гимза 
(1 капля готового красителя на 1 мл дистиллиро-
ванной воды) на 25 минут. Затем препарат про-
мывали дистиллированной водой и высушивали 
в вертикальном положении.

2 – по Май-Грюнвальду 1способ: нефикси-
рованный мазок заливали готовым красителем и 
через 5 минут промывали дистиллированной во-
дой. Готовые препараты высушивали на воздухе 
в вертикальном положении.

3 – по Май-Грюнвальду 2способ: нефикси-
рованный мазок заливали готовым красителем, 
через 3 минуты добавляли дистиллированную 
воду, выдерживали еще 10 минут и промывали 
дистиллированной водой. Готовые препараты 
высушивали на воздухе в вертикальном положе-
нии.

4 – по Паппенгейму: нефиксированный ма-
зок помещали в кювету с раствором Май-Грюн-
вальда на 3 минуты, затем промывали дистилли-
рованной водой и помещали в кювету с рабочим 
раствором Романовского-Гимза на 25 минут. 
После окрашивания препараты промывали дис-
тиллированной водой и высушивали на воздухе 
в вертикальном положении.

5 – метиленовым синим: спиртовой рас-
твор метиленового синего наносили на фиксиро-
ванный метанолом препарат на 5 минут, сливали 
краситель и подсушивали на воздухе.

6 – по методу Филипсона: на нефиксиро-
ванный мазок наносили 20 капель спиртового 
раствора краски (фабричный раствор Романов-
ского-Гимза разбавляли 96%-м этанолом 1:4). 
Через 5 минут к краске на мазке добавляли 20 
капель дистиллированной воды. Мазки через 20 
минут промывали водой и высушивали.

7 – по Нохту: на фиксированный мазок на-
ливали рабочий раствор азур-эозина, выдержи-
вали 20-30 минут, промывали дистиллированной 
водой и высушивали на воздухе.

Препараты анализировали на микроскопе 
Nicon под иммерсией при увеличении 100×10. 
Было просмотрено 70 препаратов (по 10 для 
каждого красителя), на каждом подсчитывали 
не менее 3  000 клеток и вычисляли частоту 
встречаемости эритроцитов с микроядрами 
как отношение числа клеток с микроядрами 
к общему числу проанализированных клеток 
(в ‰). Результаты исследований обработаны 
статистически при помощи программы Microsoft 
Exсel . 

Результаты исследований

При окраске по Май-Грюнвальду (1 и 2 
способ), Романовскому–Гимза, получаются 
однородно окрашенные препараты, на которых 
ядерный аппарат по окраске отличается от 
цитоплазмы, клетка имеет четкие границы. При 
окраске по Паппенгейму препараты более чистые 
и чёткие, микроядра ярче, легче воспринимается 
глазом (Рисунок)
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При окрашивании по Нохту и метилено-
вым синим препараты получаются очень блед-
ные, микроядра плохо просматриваются. При 
окрашивании по Филипсону границы эритроци-
тов не чёткие, препарат плохо читаемый.

В результате проведенных исследований 
в эритроцитах периферической крови кроликов 
при разных способах окраски обнаружены клет-
ки с микроядрами (Таблица).

При окраске по Романовскому-Гимза 
уровень эритроцитов с микроядрами у разных 
особей варьировался от 2,1 до 6,1‰ при сред-
нем значении 4,15 ± 0,47‰. При окраске по 
Май-Грюнвальду (1 способ) количество эритро-
цитов с аберрацией колебалось от 2,1 до 5,5‰ 
при средней величине исследуемого показателя 
3,58 ± 0,41‰. При окраске по Май-Грюнвальду 

                                 Жилина, Петрова, Гришина, Семикрасова, Косовский.22
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Заключение

Таким образом, сравнив полученные дан-
ные, для проведения микроядерного теста у кро-
ликов можно рекомендовать метод окрашивания 
по Паппенгейму, т.к. препарат получается более 
четкий, хорошо читаемый. Способы окраски по 
Май-Грюнвальду можно рекомендовать, как экс-
пресс-метод, позволяющий получить хороший 
результат в считанные минуты.

Ветеринария и ветеринарные заболевания

по 2 способу значения колебались в пределах от 
1,7 до 5,1‰. При окраске мазков крови по Пап-
пенгейму концентрация микроядер в эритроци-
тах была от 2,2 до 7,5‰, при среднем значении 
4,51± 0,56‰.

При проведении сравнительного анализа 
полученных результатов, статистически досто-
верных различий не выявлено.

          а б

             в                                 г

Рисунок. Микроскопия мазков крови трехпородного кросса кроликов, увеличение 10*100 (стрелками 
указаны микроядра)
а – окраска по Май-Грюнвальду (1 способ), б –  окраска по Май-Грюнвальду (2 способ), в – окраска 
по Романовскому-Гимза, г – окраска по Паппенгейму.
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Таблица. Частота встречаемости микроядер в эритроцитах, ‰.

Методы окраски

по Романовскому-
Гимза

по Май-Грюнвальду, 
способ 1

по Май-Грюнвальду, 
способ 2

по 
Паппенгейму

1 6,1 4,2 4,3 7,5

2 5,8 5,5 5,1 6,2

3 3,2 2,8 2,7 3,4

4 2,6 2,2 2,3 2,7

5 3,5 3,3 3,1 3,7

6 5,6 4,5 4,9 5,8

7 2,1 1,9 1,7 2,2

8 2,8 2,1 2,3 3,1

9 4,3 4,1 3,9 4,6

10 5,5 5,2 4,9 5,9
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Rabbit breeding is a branch of the animal breeding with high opportunities for rapid increase in production rate and 
amount relatively cheap meat. The effectiveness of the animal breeding depends essentially on the genetic welfare of the pedi-
gree animals. The results of the abundant investigations tell that the impairment of the reproductive function of the agricultural 
animals the along with the neonatal mortality are the main challenges in the further improvement of the animal breeding pro-
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Ветеринария и ветеринарные заболевания

ductivity. The genetic instability of the stud animals both of genetic and of paratypic origin makes a great contribution in these 
negative phenomena.

The first investigations of the mutation spectra in the somatic cells and cytogenetic examinations were performed in 
the 20-th century. In 1973 W. Schmid proposed a micronucleus test. The test is one of the informative and prompt methods for 
examination of cytogenetic damages. It is based on the estimation of numbers of the cells containing micronuclei, which are the 
indicator of environmental genotoxic factors impact. The test involves the erythrocytes or some other highly specialized cells of 
a live organism. Techniques of micronucleus testing in rabbits is underinvestigated, so the main aim of the authors was a compar-
ative analysis of the effectiveness of various staining techniques for blood smears to reveal the micronuclei in the erythrocytes.
Keywords: micronuclei, erythrocyte, rabbit, stain 
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