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ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ ЭРИТРОЦИТОВ С МИКРОЯДРАМИ 
В КРОВИ ПЕРЕПЕЛА ЯПОНСКОГО (COTURNIX JAPONICA) 

ПРИ РАЗНЫХ СПОСОБАХ ОКРАШИВАНИЯ
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Установлено влияние типа красителя на частоту обнаружения эритроцитов с микроядрами в перифе-
рической крови перепела японского. Наибольшее количество нарушений отмечается при окраске орсеином, 
наименьшее – окраске светлым зеленым. При использовании некоторых видов цитологических красителей 
наблюдаются различия по частоте встречаемости аберрантных клеток между полами: у самок по сравнению 
с самцами отмечается наибольшее число эритроцитов с нарушениями при окрашивании азур-эозином по Ро-
мановскому–Гимза и наименьшее при использовании светлого зеленого. В качестве оптимального красите-
ля (обнаруживающего максимальное число клеток с нарушениями) рекомендован орсеин. Уровень эритро-
цитов с микроядрами в периферической крови перепела японского при окраске оптимальным красителем 
составил 2,44 ± 0,26 ‰; при данном способе окрашивания отсутствуют различия между полами.
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THE FREQUENCY OF ERYTHROCYTES WITH MICRONUCLEI 
IN THE BLOOD OF JAPANESE QUAIL (COTURNIX JAPONICA) 

AT DIFFERENT WAYS OF COLORING
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The infl uence of the type of dye on the frequency of detection of erythrocytes with micronuclei in the peripheral 
blood of Japanese quail has been detected. The greatest number of violations observed at coloring with orsein, the 
smallest – with light green tint. With some types of cytological dyes differences in the frequency of aberrant cells 
between the sexes: in females were observed blood in comparison with males the largest number of red blood cells 
with impaired when stained with azure-eosin by Romanovsky-Giemsa and least when used a light green tint. As an 
optimal dye (detecting the maximal number of cells with impaired was detected) we recommend orsein. The level of 
red blood cells with micronuclei in peripheral blood of Japanese quail at the optimum dye was 2,44 ± 0,26 ‰; there 
are no differences in coloration with orsein between the sexes.
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Одним из информативных и быстрых 
методов исследования цитогенетических 
повреждений является микроядерный тест, 
основанный на подсчете числа клеток ми-
кроядрами, которые являются показателем 
воздействия на организм генотоксических 
факторов внешней среды. Для этих целей 
используются эритроциты или другие вы-
сокоспециализированные клетки живых ор-
ганизмов [3 и др.].

В настоящее время микроядерный тест 
включен как обязательный при токсикологи-
ческих исследованиях, особенно в промыш-
ленном рыбоводстве. Данный метод широко 
применяется при оценки гомеостаза орга-
низма. Такие работы проведены на рыбах, 
мышах, крысах, лягушках, голубях, ящери-
цах, гадюках [2, 5, 6, 11, 13 и др.]. Подобные 
исследования в области сельского хозяйства 
в научной литературе слабо освещены. В то 
же время регистрация эритроцитов пери-
ферической крови с микроядрами может 
служить показателем физиологического со-
стояния организма и потенциальной гено-
токсичности внешней среды [1, 9, 16].

Относительно новой областью птице-
водства является перепеловодство. Его раз-

витие связано с высокой продуктивностью 
и скороспелостью данного вида птицы, что 
стимулирует исследования в области мор-
фологии, физиологии и биохимии [12].

Правильно осуществляемые технологи-
ческие приемы по выращиванию и разведе-
нию перепелов не должны нарушать гоме-
остаз организма [10]. Поэтому необходимо 
проводить оценку стабильности генетиче-
ского материала при промышленном разве-
дении перепелов, что представляет особый 
интерес с позиции выяснения эффективно-
сти применения технологии выращивания 
и разведения. Для решения данной пробле-
мы можно применить микроядерный тест 
в эритроцитах крови.

Рядом авторов показано влияние спо-
соба окрашивания материала на результа-
ты микроядерного теста [4, 15 и др.]. По-
этому важной методологической задачей, 
решаемой при проведении микроядерного 
теста, является подбор оптимального спо-
соба окрашивания, позволяющего получить 
качественные препараты для исследования 
и выявить максимальное количество абер-
рантных клеток. В связи с чем целью ра-
боты явился выбор оптимального способа 
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окрашивания эритроцитов периферической 
крови перепела японского для проведения 
микроядерного теста. 

Материалы и методы исследования
Исследования проводились в ОАО «Воронеж-

ское перепелиное хозяйство» (с. Новая Усмань Во-
ронежской области). Объектом исследования служи-
ли перепела японские в возрасте 68 дней.

Для приготовления препаратов (1 особь – 1 пре-
парат) кровь брали из яремной вены, наносили на 
чистое сухое предметное стекло (делали мазок), фик-
сировали в 96- % этиловом спирте 1-2 минуты. Сухие 
препараты окрашивали разными красителями:

1. Отфильтрованный водный раствор азур-эози-
на по Романовскому–Гимза (1:5) наносили на пре-
парат и выдерживали 20 мин при комнатной тем-
пературе, затем накрывали препарат покровными 
стеклами и убирали излишки красителя фильтро-
вальной бумагой.

2. Отфильтрованный 1 %-й раствор орсеина на-
носили на препарат на 20 мин, затем накрывали по-
кровными стеклами и убирали излишки красителя 
фильтровальной бумагой. Вся работа должна прово-
диться в вытяжном шкафу, так как в состав данного 
красителя входит уксусная кислота.

3. Спиртовой раствор метиленового синего на-
носили на препарат на 5 минут, сливали краситель 
и подсушивали на воздухе, затем наносили иммер-
сионное масло и накрывали покровным стеклом.

4. Отфильтрованный 1 %-й раствор орсеина на-
носили на препарат на 5 мин, смывали краситель 
дистиллированной водой и на несколько секунд на-
носили 0,1 %-й спиртовой раствор светлого зелено-
го, сливали краситель и подсушивали на воздухе, 
затем наносили иммерсионное масло и накрывали 
покровным стеклом.

Выбор данных красителей обусловлен тем, что 
первый является цитоплазматическим, а осталь-
ные – ядерными. При комбинированной окраске 
(орсеин и светлый зеленый) последний использова-
ли для подкраски.

Препараты анализировали на микроскопе 
LABOVAL-4 (Carl Zeiss, Jena) при увеличении 
100×1,5×10. Было просмотрено 40 препаратов (10 
по каждому красителю), на каждом подсчитывали 
не менее 1000 клеток и вычисляли частоту встреча-
емости эритроцитов с микроядрами как отношение 
числа клеток с микроядрами к общему числу про-
анализированных клеток (в ‰). Всего было проана-
лизировано 46583 клеток. Для анализа возможных 
половых различий по частоте эритроцитов с ми-
кроядрами материал для анализа брали от 5 самок 
и 5 самцов.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью пакета статистических программ 
«Stadia». Процедура группировки данных и их обра-
ботка изложены в работе Кулаичева [7]. Сравнение 
медиан выборок осуществляли с использованием 
непараметрического Х–критерия Ван-дер-Вардена. 
Для выявления влияния красителя и пола использо-
вали двухфакторный дисперсионный анализ с фик-
сированными эффектами. Силу влияния вычисляли 
по Снедекору (в %). Рассеяния признаков в выбор-
ках сравнивали с использованием критерия Анса-
ри–Бредли. Коэффициент вариации (Cv) определяли 
согласно рекомендациям Лакина [8]. 

Результаты исследований
и их обсуждение

При окраске азур-эозином по Романов-
скому–Гимза, метиленовым синим и орсе-
ином получаются однородно окрашенные 
чистые препараты, на которых ядерный ап-
парат по окраске отличается от цитоплазмы, 
клетка имеет четкие границы (рис. 1).

При окрашивании светлым зеленым 
получаются грязные, неоднородно окра-
шенные препараты, методика окрашивания 
сложнее, чем при использовании остальных 
красителей, так как использование двух 
красителей не очень удобно.

В результате проведенных исследова-
ний в эритроцитах периферической крови 
перепелов при разных способах окраски 
обнаружены клетки с микроядрами (рис. 2). 

В результате проведенных исследова-
ний установлено влияние красителя (сила 
влияния – 3,8 % (P < 0,001)) и совместное 
действие красителя и пола (сила влияния – 
17,4 % (P < 0,05)) на частоту обнаружения 
эритроцитов с микроядрами в перифериче-
ской крови перепела японского.

Наибольшая частота встречаемости 
клеток с микроядрами отмечается при 
окраске орсеином (2,44 ± 0,26 ‰), наи-
меньшая – светлым зеленым (0,74 ± 0,17 ‰) 
(P < 0,001) (рис. 3). Ранее выполненные ис-
следования влияния клеточного красителя 
на частоту обнаружения клеток с ядерными 
аномалиями в буккальном эпителии чело-
века показали, что наибольшее количество 
клеток с микроядрами выявлено при окра-
ске азур–эозином по Романовскому–Гимза, 
а наименьшее – светлым зеленым [4].

При окраске азур-эозином по Романов-
скому–Гимза уровень эритроцитов с микро-
ядрами у разных особей варьировался от 
0,58 до 3,53 ‰ (Cv = 67,1 %) при среднем 
значении 1,58 ± 0,33 ‰. При использовании 
орсеина количество эритроцитов с аберраци-
ей колебалось от 0,81 до 3,53 ‰ (Cv = 34,3 %) 
при средней величине исследуемого показа-
теля 2,44 ± 0,26 ‰. Использование в каче-
стве красителя метиленовой сини позволи-
ло зарегистрировать изменение величины 
клеток с микроядрами в крови перепела от 
0,74 до 1,74 ‰ (Cv = 11 %) при среднем зна-
чении данного показателя 0,87 ± 0,03 ‰. 
Подкраска светлым зеленым показала коле-
бание изученного показателя от 0 до 1,88 ‰ 
(Cv = 71,2 %) при среднем значении данной 
характеристике 0,74 ± 0,17 ‰.

Сравнив коэффициенты вариации, а так-
же вариабельность полученных данных, 
мы можем говорить о том, что применение 
орсеина и метиленового синего дает наи-
меньший разброс значений изученного по-
казателя. Причем рассеивание значений при 
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использовании метиленовой сини статисти-
чески достоверно ниже, чем рассеивание 
значений при использовании в качестве кра-
сителя азур–эозин по Романовскому–Гимза 
и светлого зеленого (P < 0,01 и P < 0,05 со-

ответственно), т.е. при использовании этих 
красителей нивелируется индивидуальная 
компонента, связанная с особенностями 
окрашивания эритроцитов периферической 
крови у разных особей.

Азур–эозин по Романовскому–Гимза Орсеин

                   Метиленовый синий                                            Светлый зеленый
Рис. 1. Эритроциты перепела при разных способах окрашивания. 

Объектив 40х, гомаль 1,5х, окуляр 10х

Таким образом, на основании полу-
ченных результатов можно рекомендо-
вать окрашивание орсеином как наиболее 
оптимальноe при проведении микроядерно-
го теста в эритроцитах периферической кро-
ви перепела японского, так как данный спо-
соб окраски позволяет выявить наибольшее 
число эритроцитов с микроядрами и имеет 
относительно невысокий разброс значений 
признака исследуемого показателя.

Различия между полами по частоте 
встречаемости аберрантных эритроцитов 
установлены при окраске азур-эозином 
по Романовскому–Гимза и светлым зеле-
ным (P < 0,05 и P < 0,01 соответственно) 
(рис. 4).

При окраске ядерными красителями 
(орсеин, метиленовый синий и светлый 
зеленый) наибольшее число эритроцитов 

с микроядрами отмечается у самцов, цито-
плазматическими (азур-эозин по Романов-
скому–Гимза) – у самок.

Окраска азур–эозином по Романовско-
му–Гимза показала колебание числа эри-
троцитов с микроядрами у самок от 0,82 
до 2,83 ‰ (Cv = 57,4 %) при среднем зна-
чении 2,09 ± 0,54 ‰, у самцов – от 0,58 до 
1,83 ‰ (Cv = 59,81 %) при среднем зна-
чении 1,06 ± 0,28 ‰. При окраске мазков 
крови орсеином изменение выявляемых 
нарушений составило у самок от 0,81 до 
3,33 ‰ (Cv = 42,2 %) при среднем значе-
нии 2,32 ± 0,44 ‰, у самцов – от 1,76 до 
3,53 ‰ (Cv = 29,84 %) при среднем значе-
нии 2,56 ± 0,34 ‰. Использование в каче-
стве красителя метиленового синего по-
зволило выявить варьирование уровня 
эритроцитов с микроядрами у самок от 
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0,74 до 1,74 ‰ (Cv = 12,79 %) при среднем 
значении 0,85 ± 0,05 ‰, у самцов – от 0,79 
до 0,99 ‰ (Cv = 10,05 %) при среднем зна-
чении 0,88 ± 0,04 ‰. Число эритроцитов 
с микроядрами при подкраске светлым зе-

леным изменялось у самок от 0 до 0,77 ‰ 
(Cv = 92,36 %) при среднем значении 
0,41 ± 0,17 ‰, у самцов – от 0,76 до 1,88 ‰ 
(Cv = 41,94 %) при среднем значении 
1,08 ± 0,2 ‰.

Азур-эозин по Романовскому–Гимза Орсеин

          Метиленовый синий                                                 Светлый зеленый
Рис. 2. Эритроциты с микроядрами в периферической крови перепела японского при разных 

способах окраски. Объектив 40х, гомаль 1,5х, окуляр 10х

Рис. 3. Частота встречаемости эритроцитов с микроядрами в периферической крови перепела 
японского при разных способах окрашивания. 

Обозначения: * – различия с окраской азур-эозином по Романовскому–Гимза достоверны 
(P < 0,05), а – различия с окраской орсеином достоверны (P < 0,001)
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Рис. 4. Частота встречаемости эритроцитов с микроядрами в периферической крови самок 
и самцов перепела японского при разных способах окрашивания.

Обозначения: * – различия с самками при данном способе окраски достоверны (P < 0,05),
** – различия с самками при данном способе окраски достоверны (P < 0,01); а – различия 

с окраской азур-эозином по Романовскому–Гимза достоверны (P < 0,05); б – различия с окраской 
азур-эозином по Романовскому–Гимза достоверны (P < 0,01); 1 – различия с окраской орсеином 
достоверны (P < 0,05); 2 – различия с окраской орсеином достоверны (P < 0,01); А – различия 

с окраской метиленовым синим достоверны (P < 0,05)

Исследование варьирования признака 
у представителей разных полов показало, 
что наибольшее изменение признака отме-
чается при окрашивании светлым зеленым 
как у самок, так и у самцов, наименьшее – 
при окрашивании метиленовым синим. 
Значение коэффициента вариации при 
окрашивании азур-эозином по Романовско-
му–Гимза и орсеином занимает промежу-
точное положение. В большинстве случаев 
варьирование признака больше у самок по 
сравнению с самцами. Наибольший раз-
мах изменчивости исследуемого показателя 
у самок мы можем объяснить гетерогамет-
ностью данного пола.

Полученные данные по влиянию кра-
сителя на результаты микроядерного теста 
в эритроцитах периферической крови пере-
пела мы можем объяснить биохимическими 
различиями их эритроцитов. Для перепелов 
японских в возрасте 3 месяцев установлены 
статистически значимые половые различия 
в количестве гемоглобина, уровне гемато-
крита, содержании лимфоцитов, количестве 
общего белка сыворотки крови, процентном 
содержании α-глобулинов в белковой фрак-
ции, количестве общих липидов [14].

Сравнение эффективности используе-
мого красителя для выявления микроядер 
среди особей одного пола показало, что наи-
меньшее число эритроцитов с микроядрами 
отмечается у самок при окраске метилено-
вым синим (0,85 ± 0,05 ‰ (различия с окра-
ской азур-эозином по Романовскому–Гимза 
и орсеином достоверны (P < 0,05))) и свет-
лым зеленым (0,41 ± 0,17 ‰ (различия 
с окраской другими красителями достовер-
ны (P < 0,05)). Наибольшее число эритро-
цитов с микроядрами установлено у самцов 
при окраске орсеином (2,56 ± 0,34 ‰ (раз-

личия с окраской другими красителями до-
стоверны (P < 0,05))).

Т.о., можно сделать следующие выво-
ды. Оптимальным красителем при прове-
дении микроядерного теста в эритроцитах 
периферической крови перепела японского 
является орсеин, т.к. выявляет наибольшее 
количество клеток с нарушениями и дает 
наименьший разброс индивидуальных зна-
чений при анализе разных особей, выявляет 
одинаковое количество нарушений у самок 
и самцов. 

При окраске цитоплазматическим кра-
сителем (азур-эозин по Романовскому–Гим-
за) наибольшее число эритроцитов с микро-
ядрами выявляется у самок, при ядерных 
красителях (орсеин, метиленовый синий, 
светлый зеленый) – у самцов. Показано, что 
разные способы окрашивания могут приво-
дить к противоположным выводам о частоте 
встречаемости нарушений у особей разного 
пола (в зависимости от окрашивания разли-
чия между полами могут отсутствовать или 
большее число нарушений буде отмечаться 
у самок или самцов). Возможно предполо-
жить, что широко дискутируемый и до конца 
нерешенный вопрос о разной частоте клеточ-
ных нарушений у мужского и женского пола 
[3 и многие др.] связан с разными способа-
ми окрашивания материала. Использование 
стандартизированных методик позволит точ-
но ответить на этот вопрос. 
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