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А.Г. Семенов*, Е.Н. Ильинских*, Н.Н. Ильинских*

*Сибирский государственный медицинский университет 
(г. Томск)

Известно, что некоторые вирусы и бактерии являются биологическими мутагенами. Цель настоящей 
работы – изучить частоту встречаемости различных типов цитогенетических нарушений, индуцированных 
в условиях in vitro инактивированным корпускулярным антигеном Borrelia garinii в культурах лимфоци-
тов периферической крови здоровых людей. Для хромосомного анализа, изучения кариопатологии и на-
рушений митоза от 13 здоровых людей, не болевших иксодовым клещевым боррелиозом, были получены 
фитогемагглютинин-стимулированные культуры лимфоцитов периферической крови. В половину культур 
клеток добавляли инактивированный корпускулярный антиген боррелий Borrelia garinii, в то время как 
остальные культуры были интактными. Исследование показало, что добавление в культуры здоровых лю-
дей боррелиозного антигена индуцировало существенное повышение (по сравнению с интактными куль-
турами) частоты встречаемости: структурных аберраций хромосом, среди которых преобладали хрома-
тидные разрывы и одиночные фрагменты; клеток с цитогенетическими нарушениями анеугенного типа (с 
гипоплоидией или полиплоидией); клеток с различными типами патологий митоза, включая отставание 
хромосом в митозе, многогрупповые метафазы и многополюсные митозы; клеток с нарушением морфо-
логии ядра (бинуклеары, клетки с микроядрами). Установленные цитогенетические нарушения аналогич-
ны типам хромосомных аберраций, выявленных в культурах лимфоцитов периферической крови больных 
острым иксодовым клещевым боррелиозом, что может свидетельствовать о нестабильности генома этих 
иммунокомпетентных клеток не только в условиях in vitro но и in vivo.
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микроядра, корпускулярный антиген, Borrelia garinii.
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Иксодовый клещевой боррелиоз (ИКБ) – 
острое природно-очаговое инфекционное за-
болевание с трансмиссивным механизмом пе-
редачи, вызванное спирохетами рода Borrelia, 
для которого характерно поражение различных 
органов и систем и формирование хроническо-
го течения. 

Известно, что некоторые вирусы и бакте-
рии могут вызывать повреждение ДНК и ци-
тогенетические нарушения в условиях in vivo 
и in vitro [1, 2]. Предполагают, что это связано 
с тем, что инфекционный процесс может со-
провождаться ростом частоты повреждений 
ДНК за счет мутагенных свойств антигенов и 
токсинов некоторых возбудителей инфекций, 
а также реактивных метаболитов кислорода и 
азота, образующихся в очагах воспаления и в 
ходе иммунного ответа [2, 3]. Ранее проведен-
ные исследования продемонстрировали, что у 
больных острым ИКБ существенно повышена 
частота встречаемости лимфоцитов перифери-
ческой крови с хромосомными аберрациями 
различных типов [4, 5].  Показано, что живые 
или инактивированные боррелии, активно фа-
гоцитирующиеся моноцитами и дендритными 
клетками, благодаря эффектам липопротеинов 
OspA и OspB способны индуцировать в усло-
виях in vitro повышенную продукцию супер-
оксидного анион-радикала и оксида азота в фа-
гоцитах [6, 7]. 

Цель настоящей работы – изучить частоту 
встречаемости различных типов цитогенети-
ческих нарушений, индуцированных в усло-
виях in vitro инактивированным корпускуляр-
ным антигеном Borrelia garinii в культурах 
лимфоцитов периферической крови здоровых 
людей.

Материалы и методы. Образцы венозной 
крови для получения культур мононуклеарных 
клеток были получены от 13 здоровых людей, 
у которых по данным лабораторного обсле-
дования не было обнаружено в крови спец-

ифических антител к антигенам боррелий или 
вирусу клещевого энцефалита, которые не под-
вергались ранее укусам клещей и не имели в 
анамнезе данных о перенесенном заболевании 
(ИКБ или клещевой энцефалит).

Условием для участия в исследовании было 
подписание информированного согласия. Ра-
бота была одобрена этическим комитетом 
(протокол № 68 от 30.03.2009) Сибирского го-
сударственного медицинского университета и 
проводилась с учетом письма ВАК «О порядке 
проведения биомедицинских исследований у 
человека» (2002) и «Правил клинической прак-
тики» (2003)2.

Для получения культур лимфоцитов 0,5 мл 
цельной гепаринизированной крови смешива-
ли с 5 мл cреды RPMI-1640 («ПанЭко», Москва, 
РФ) с добавлением 1,0 мл инактивированной 
эмбриональной телячей сыворотки («Sigma», 
США), 50 мкг/мл гентамицина, а также 0,1 мл 
раствора фитогемагглютинина (ФГА) в каче-
стве стимулятора пролиферации Т-лимфоцитов 
в концентрации 10 мкг/мл («ПанЭко»). Кроме 
того, в половину ФГА-стимулированных куль-
тур добавляли инактивированный корпуску-
лярный антиген боррелий B. garinii, в то время 
как остальные культуры были контрольными. 
Культуральную смесь разливали по флаконам, 
по 2 мл в каждый (около 1,0·106 клеток в 1 мл), 
которые инкубировали в термостате в присут-
ствии 5 %-го СО2 при 37 °С в течение 72 ч [8].  

Инактивированный корпускулярный анти-
ген B. garinii  был получен из коллекции штам-
мов боррелий отдела разработки и экспери-
ментального производства препаратов НПО 
«Вирион» филиала ФГУП «НПО Микроген» 
Минздрава РФ (г. Томск). Боррелии предва-
рительно  культивировали в среде Barbour-
Stoenner-Kelly-Н (BSK Н, «Sigma») при 32 °С, 
а затем инактивировали нагреванием. Макси-
мальная концентрация боррелий в пробах со-
ставила около 2·109 спирохет на 1 мл.

2О порядке проведения биомедицинских исследований у человека // Бюл. ВАК Мин-ва образования РФ. 
2002. № 3. С. 46–48; Об утверждении правил клинической практики в Российской Федерации: приказ Минздра-
ва РФ от 19 июня 2003 г. № 266. Доступ из справ.-правовой системы «КонсультантПлюс».

Журнал медико-биологических исследований. 2018. Т. 6, № 1. С. 77–84



79

Для подбора оптимальной дозы корпуску-
лярного антигена были использованы две се-
рии экспериментов, в ходе которых инактиви-
рованные боррелии  B. garinii смешивались с 
клетками культур лимфоцитов в соотношениях 
1:10 или 1:20 [9]. В результате для дальнейших 
экспериментов была выбрана оптимальная кон-
центрация инактивированного антигена с соот-
ношением в культуре клеток и боррелий 1:10, 
т. е. приблизительно 1,0·106 клеток на 1,0·107 
боррелий).

Кариопатологические изменения клеток 
анализировали в мазках, которые получали 
из клеточных культур. Приготовленные пре-
параты фиксировали в этаноле и окрашивали 
азуром II и эозином по методу Романовского–
Гимзы. Подсчет числа нормальных и патоло-
гических митозов проводили на каждые 3 000 
клеток [10]. При изучении морфологии ядер 
учитывали клетки с деформацией ядер, клетки 
с микроядрами, а также двуядерные (бинуклеа-
ры) и многоядерные клетки [1].

Для хромосомного анализа в культуры 
за 2 ч до фиксации клеток добавляли колхи-
цин в концентрации 0,5 мкг/мл [8]. Для гипо-
тонической обработки клеток использовали 
0,55 %-й раствор хлорида калия. Фиксацию 
клеток проводили в трех сменах охлажденной 
смеси, состоящей из 3 частей абсолютного эта-
нола и 1 части ледяной уксусной кислоты. Пре-
параты окрашивали с использованием красите-
лей азур II и эозин. Хромосомы анализировали 
при увеличении микроскопа 10×100. Изучали 
не менее 200 метафаз у каждого обследованно-
го лица. Кариотипы описывали в соответствии 
с Международной системой цитогенетической 
номенклатуры человека (International System 
for Human Cytogenetic Nomenclature, ISCN) в 
редакции 1995 года. При анализе принимали 
во внимание следующие типы структурных 
хромосомных аберраций: одиночные и парные 
фрагменты, хроматидные и хромосомные раз-
рывы, обмены, центрические кольца, а также 
дицентрики и другие асимметричные трансло-
кации. Пробелы («гепы») при анализе не учи-
тывали [8].

Для статистической обработки данных 
использовали стандартный пакет программ 
«Statistica 7.0» («StatSoft Inc.», США). Нор-
мальность распределения количественных 
показателей была подтверждена при помощи 
критерия Колмогорова–Смирнова. Для оценки 
различий между выборками применяли пар-
ный критерий Стьюдента. Полученные резуль-
таты представлены как выборочное среднее 
арифметическое (М) и ошибка среднего (m). 
Критический уровень значимости при провер-
ке статистических гипотез в исследовании при-
нимали p = 0,05.

Результаты. С целью подбора оптималь-
ной дозы корпускулярного антигена B. garinii 
инактивированные боррелии добавляли в ФГА-
стимулированные культуры лимфоцитов в со-
отношениях 1:10 или 1:20. На рисунке показа-
но, что увеличение дозы антигена в культурах 
лимфоцитов здоровых людей приводило к су-

Влияние инактивированного корпускулярного 
антигена Borrelia garinii на возникновение цито-
генетических нарушений в клетках культур лимфоцитов 
периферической крови здоровых людей в условиях 
in vitro
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щественному повышению частоты встречае-
мости клеток с различными типами цитогене-
тических нарушений, включая хроматидные и 
хромосомные разрывы и фрагменты, а также 
гипо- или полиплоидию. 

Анализ частоты встречаемости клеток со 
структурными нарушениями хромосом и кле-
ток с измененным числом хромосом (табл. 1) 
свидетельствует о том, что добавление в куль-
туры здоровых людей боррелиозного антигена, 
по сравнению с контрольными культурами, ин-
дуцировало существенное повышение частоты 
структурных аберраций хромосом, среди кото-
рых преобладали хроматидные разрывы и оди-
ночные фрагменты (p < 0,001), а также было 
выявлено увеличение в 2,3 раза частоты встре-
чаемости хромосомных разрывов (p = 0,003). 

Анализ частоты встречаемости клеток с цито-
генетическими нарушениями анеугенного типа 
позволил установить, что внесение в культуры 
лимфоцитов боррелиозного антигена приводи-
ло к значимому повышению, по сравнению с 
соответствующими показателями в контроль-
ных культурах, числа гипоплоидных (p < 0,001) 
или полиплоидных (p = 0,002) клеток.

Изучение различных типов патологий ми-
тоза (табл. 2) после добавления культуры 
корпускулярного антигена B. garinii проде-
монстрировало существенное увеличение, по 
сравнению с контрольными культурами, встре-
чаемости клеток с отставанием хромосом в 
метафазе, а также в ана- и телофазе, частоты 
многогрупповых метафаз и многополюсных 
митозов (p < < 0,001). Более того, в культурах, 

Таблица 1 
Структурные и анеугенные типы аберраций хромосом  

в ЛИМФОЦИТах ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ, ИНДУЦИРОВАННЫЕ in vitro  
ИНАКТИВИРОВАННым КОРПУСКУЛЯРНым АНТИГЕНом Borrelia garinii (M±m) 

Показатель

Культуры лимфоцитов
Значимость 
различий рконтрольные

(n = 13)

после добавления
антигена боррелий

(n = 13)
Число проанализированных метафаз 2675 2143 –
Частота встречаемости клеток 
со структурными нарушениями 
хромосом, % 

1,27±0,10 5,32±0,53 <0,001

Частота встречаемости хромосом 
с нарушениями, %, в т. ч.: 1,32±0,11 5,65±0,65 <0,001

   хроматидные разрывы 0,91±0,07 4,33±0,50 0,001
   хромосомные разрывы 0,31±0,05 0,70±0,09 0,003
Частота встречаемости клеток 
с измененным числом хромосом 
в наборе, %, в т. ч.: 

1,81±0,13 4,55±0,51 <0,001

   гипоплоидных 1,32±0,10 3,00±0,25 <0,001
   гиперплоидных 0,25±0,03 0,33±0,05 0,18
   полиплоидных 0,25±0,03 1,22±0,34 0,002
Всего клеток 
с хромосомными аберрациями 
структурного и анеугенного типов, %

3,10±0,18 9,89±1,15 <0,001

Примечание. Соотношение клеток и боррелий в эксперименте 1:10.
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стимулированных антигеном боррелий, было 
установлено значительное увеличение часто-
ты двуядерных клеток и клеток с микроядрами  
(p < 0,001).  

Обсуждение. В настоящем исследовании 
было впервые доказано, что добавление инак-
тивированного корпускулярного антигена бор-
релий B. garinii в ФГА-стимулированную куль-
туру лимфоцитов здоровых людей в условиях 
in vitro способно вызывать повышение частоты 
встречаемости клеток с цитогенетическими 
аберрациями. 

Известно, что в экспериментах in vitro и на 
лабораторных животных боррелии способны 
активно проникать внутрь Т- и В-лимфоцитов, 
а также фагоцитироваться моноцитами/макро-
фагами [6], что приводит к активации продук-
ции провоспалительных цитокинов, суперок-
сид-анион-радикала и оксида азота, а также к 
стимуляции  дозозависимого апоптоза моноци-
тов и Т-клеток [6, 7, 11]. Реактивные метаболи-
ты кислорода и азота и продукты перекисного 
окисления липидов в очагах воспаления могут 

повреждать ДНК, вызывая мутагенный эффект 
[12]. Кроме того, показано, что повышение ча-
стоты интерфазных клеток с микроядрами, ко-
торые сигнализируют о наличии повреждений 
хромосом, как правило, положительно корре-
лирует с увеличением концентраций продуктов 
перекисного окисления липидов и провоспали-
тельных цитокинов [13].

Установлено, что образование многоядер-
ной или полиплоидной  клетки обычно связано 
с делением ядра без последующего цитокинеза 
или со слиянием клеток. Формирование подоб-
ных клеток in vivo часто может происходить в 
очаге воспаления, при раке и старении ткани 
[14]. 

Показано, что повреждение ДНК может 
инициировать остановку клеточного цикла с 
последующим апоптозом клетки или ее перехо-
дом в особое состояние, известное как клеточ-
ное старение [15]. В ряде исследований доказа-
но, что в очаге воспаления увеличивается число 
стареющих клеток, которые характеризуются 
различными типами патологии морфологии 

Таблица 2 
КАРИОПАТОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ И ПАТОЛОГИЧЕСКИЕ МИТОЗЫ в ЛИМФОЦИТах  

ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ, ИНДУЦИРОВАННЫЕ in vitro  
ИНАКТИВИРОВАННым КОРПУСКУЛЯРНым АНТИГЕНом Borrelia garinii (M±m)

Показатель

Культуры лимфоцитов

контрольные
(n = 13)

после добавления 
антигена боррелий 

(n = 13)
Частота встречаемости клеток с патологией митоза, %, в т. ч.: 1,13±0,11 9,41±1,12
   отставание хромосом в метафазе 0,40±0,08 4,27±0,81
   отставание хромосом в ана- и телофазе 0,30±0,04 1,82±0,12
   многогрупповая метафаза 0,20±0,03 1,72±0,14
   многополюсный митоз 0,22±0,03 1,53±0,11
Частота встречаемости клеток с кариопатологическими 
изменениями, %, в т. ч.: 1,98±0,15 10,75±0,81

   микроядра 0,75±0,12 5,64±0,56
   бинуклеары 0,11±0,02 5,11±0,71

Примечания: 1. Соотношение клеток и боррелий  в эксперименте 1:10. 2. Значимость различий между группами 
р < 0,001. 
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ядра, нарушением расхождения хромосом при 
делении клетки, появлением патологических 
митозов с отставшими хромосомами и микро-
ядрами, а также формированием многоядерных 
и полиплоидных клеток [15, 16].

В результате проведенного исследования 
нами также было впервые установлено, что 
спектр типов кластогенных и анеугенных ци-
тогенетических нарушений, кариопатологий 
и патологий митоза, индуцированных корпу-

скулярным боррелиозным антигеном в куль-
турах лимфоцитов здоровых людей в условиях 
in vitro, аналогичен тем типам, которые были 
выявлены нами ранее в культурах клеток пе-
риферической крови, полученных от больных 
острым ИКБ [4]. Данный факт может свиде-
тельствовать о нестабильности генома этих 
иммунокомпетентных клеток не только в усло-
виях in vitro, но и in vivo. 
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CYTOGENETIC ABNORMALITIES INDUCED in vitro  
in Peripheral Blood Lymphocytes of Healthy People  

BY Borrelia garinii ANTIGEN

It is known that some viruses and bacteria can be classified as biological mutagens. This paper aimed 
to characterize the different types of cytogenetic abnormalities induced in vitro by inactivated whole body 
Borrelia garinii antigen in peripheral blood lymphocyte cultures of healthy people. Phytohemagglutinin-
stimulated cultures of peripheral blood lymphocytes were obtained from 13 healthy subjects uninfected 
with Lyme borreliosis to perform a chromosome analysis and study karyopathological and mitotic 
abnormalities. Inactivated whole body Borrelia garinii antigen was added to half of these cellular 
cultures, while the rest of the cultures remained intact. The research found that addition of the borrelia 
antigen to the lymphocyte cultures of healthy people induced a significant increase (as compared 
with the intact cultures) in the frequency of: structural chromosomal aberrations, with chromatid 
breaks and single fragments being predominant; cells with numerical cytogenetic abnormalities, such 
as hypoploidy or polyploidy; cells with various types of mitotic abnormalities, including chromosome 
lagging in mitosis, multigroup metaphases and multipolar mitosis; and cells with pathological nuclear 
morphology (binucleated and micronucleated cells). The detected cytogenetic abnormalities are similar 
to the chromosomal aberrations in peripheral blood lymphocyte cultures of patients with acute Lyme 
borreliosis, which can indicate genome instability of these immunocompetent cells not only in vitro, but 
also in vivo.

Keywords: Lyme borreliosis, chromosomal aberrations, aneuploidy, polyploidy, micronuclei, whole 
body antigen, Borrelia garinii.
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