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КОМЕТ-АНАЛИЗ СТЕПЕНИ ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ И АКТИВНОСТЬ 
АНТИОКСИДАНТНЫХ ФЕРМЕНТОВ В ТКАНЯХ ГОДОВИКОВ КАРПА, ИНВАЗИРОВАННЫХ 

ЭКТОПАРАЗИТАМИ LERNAEA CYPRNACEA И DACTYLOGYRUS VASTATOR
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Исследованиями установлено, что при эктопаразитарных инвазиях Lernaea cyprinacea и 
Dactylogyrus vastator увеличивается степень фрагментации ДНК лимфоцитов крови, существенно 
снижается активность антиоксидантных ферментов супероксиддисмутазы, 
глутатионпероксидазы и каталазы в тканях гепатопанкреаса, скелетных мышц и жабр годовиков 
карпа.
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Research has established that parasitic infestation by Lernaea cyprinacea and Dactylogyrus vastator 
increases the degree of DNA fragmentation of blood lymphocytes, significantly reduced the activity of the 
antioxidant enzyme superoxide dismutase, glutathione peroxidase and catalase in hepatopancreas tissues, 
skeletal muscles and gills of carp yearlings.

Ключевые слова; карп, ДНК-комета, эктопаразиты, Lernaea cyprinacea, Dactylogyrus vastator, 
антиоксидантные ферменты.

Keywords: carp, DNA-comet assay, ectoparasites, Lernaea cyprinacea, Dactylogyrus vastator, 
antioxidant enzymes.

Введение. Одним из современных методов выявления первичных повреждений молекулы ДНК 
отдельных клеток под воздействием факторов окружающей среды считается гель-электрофорез 
единичных клеток - «Comet assay» или метод «ДНК-комет» [1].

После лизиса и электрофореза эукариотических клеток, которые проникли в агарозный слой, 
поврежденная ДНК мигрирует в электрическом поле по направлению к аноду и таким образом 
образует структуру, похожую на комету, в которой выделяется «голова» и «хвост». Интерпретация 
результатов основана на гипотезе, что вызванные генотоксическими факторами повреждения ДНК 
ядра состоят из низкомолекулярных участков, разрывов, репарационных-вырезанных повреждений и 
кислотно-лабильных участков ДНК [2].

Метод ДНК-комет позволяет выявлять повреждения на клеточном уровне, поэтому он нашел 
широкое применение в изучении влияния различных экстремальных факторов окружающей среды на 
организм животных [3, 4].

Целью нашей работы было исследование влияния интенсивности инвазии эктопаразитов на 
целостность ДНК лимфоцитов крови годовиков карпа, которую оценивали с помощью ДНК-комет 
анализа.

В процессе окисления энергетических субстратов аэробным путем в организме животных, в том 
числе у рыб, образуются активные формы кислорода (АФК), которые окисляют полиненасыщенные 
жирные кислоты, входящие в состав фосфолипидов мембран клеток, перекисным путем. 
Образующиеся продукты перекисного окисления липидов (ПОЛ) подвергают деструкции клеточные 
мембраны и биополимеры (белки, нуклеиновые кислоты) [5, 6].

В результате эволюции в организме рыб сформировались специальные механизмы защиты от 
деструктивного действия продуктов ПОЛ, которые получили название антиоксидантной системы. Ее 
роль заключается в регуляции интенсивности образования АФК и обезвреживании продуктов ПОЛ. 
Как и у млекопитающих, система антиоксидантной защиты в организме рыб охватывает ферментное 
и неферментное звенья. К ферментному звену относятся ферменты супероксиддисмутаза (СОД), 
глутатионпероксидаза, каталаза [7, 8].

Данные об изменениях ферментного звена антиоксидантной системы при действии 
эктопаразитов в литературе отсутствуют. В связи с этим целью данной работы было исследование 
активности антиоксидантных ферментов в тканях карпа при инвазии эктопаразитами.

Материалы и методы исследований. С целью исследования степени повреждения ДНК 
лимфоцитов крови годовиков карпа при поражении эктопаразитами с разной степенью инвазии в 
аквариальных условиях был проведен опыт, в котором использовали спонтанно инвазированных 
возбудителями дактилогироза и лернеоза рыб.

Перед началом опыта были проведены паразитологические обследования рыб и определены 
показатели уровня их инвазированности. Для этого было сформировано двенадцать групп рыб по 6 
особей в каждой, массой тела 38,0±4,8 г. По четыре группы рыб (контрольная и три опытные) при 
моно- и смешанной инвазиях L. cyprinacea и D. vastator. Ихтиопаразитологический анализ проводили 
по методу неполного паразитологического вскрытия по И.Е. Быховской-Павловской [9]. Видовую 
принадлежность паразитов определяли по «Определителю паразитов пресноводных рыб фауны 
СССР» [10].

Интенсивность инвазии (ИИ) определяли путем подсчета количества паразитов на теле и 
жабрах исследуемой рыбы.

Рыбу содержали в аквариумах емкостью 40 дм3 с искусственной аэрацией при температуре 18
20 °С. Уход за рыбой и ее кормление проводили согласно соответствующим нормам и рационам. В 
течение всего периода исследований наблюдали за поведением и клиническим состоянием рыб.

Содержание, кормление, уход и все манипуляции с рыбами осуществляли согласно 
Европейской конвенции «О защите позвоночных животных, используемых для экспериментальных и 
научных целей» (Страсбург, 1986 г.) и «Общих этических принципов экспериментов на животных», 
принятых Первым Национальным конгрессом по биоэтике (Киев, 2001). Эксперименты проводили с 
соблюдением принципов гуманности, изложенных в директиве Европейского Сообщества [11].

Исследование фрагментации ДНК методом ДНК-комет проводили согласно Collins et all. [12]. 
Визуализацию результатов проводили с помощью флуоресцентного микроскопа («Carl Zeiss», 
Германия). Кометы классифицировали с использованием стандартной таблицы соотношения 
размеров «головы» и «хвоста» ДНК-комет [13].

С целью определения активности антиоксидантных ферментов в тканях карпа при поражении 
эктопаразитами с разной степенью инвазии в аквариальных условиях был проведен опыт, в котором 
использовали спонтанно инвазированных возбудителями дактилогироза и лернеоза рыб. 
Исследовали образцы гепатопанкреаса, скелетных мышц и жабр, полученные от годовиков 
чешуйчатого карпа, пораженных лернеями и дактилогирусами, а также клинически здоровых.
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Отобранные образцы тканей замораживали в жидком азоте и определяли в них активность 
актиоксидантных ферментов -  супероксиддисмутазы [14], глутатионпероксидазы [15] и каталазы [16].

Результаты исследований. При применении метода ДНК-комет в лимфоцитах крови 
контрольных рыб, инвазированных лернеями, в течение опыта показатель «момента хвоста» 
составил 0,46±0,12 %, а процент апоптических клеток - 3,81±0,38 (таблица 1). При инвазии L. 
cyprinacea до 0,08 экз./г массы тела в лимфоцитах крови экспериментальных рыб показатели 
«момента хвоста» и апоптических клеток не превышали контрольные.

Таблица 1 - Показатели «момента хвоста» и апоптических клеток лимфоцитов крови 
годовиков карпа, инвазированных L. cyprinacea, % (M±m, n=6)____________________________

Показатели

Группы рыб
1 2 3 4

Контроль до 0,08 экз. 
L. cyprinacea / 
г массы тела

0,11-0,26 экз. 
L. cyprinacea / 
г массы тела

> 0,26 экз.
L. cyprinacea / 
г массы тела

Момент хвоста 0,46±0,12 0,38±0,09 0,78±0,24 1,56±0,32**
Апоптические клетки 3,81±0,38 4,06±0,75 4,56±0,67* 4,68±0,65**

Примечания: *- Р<0,05; **- Р<0,01.

При интенсивности инвазии 0,11-0,26 экз. / г массы тела показатель «момента хвоста» был в 
1,7 раза выше показателя контрольной группы. Процент апоптических клетки превышал контрольный 
показатель в 1,2 раза (Р<0,05). При поражении > 0,26 экз. / г массы тела процент «момента хвоста» 
был в 3,4 раза выше, чем в контроле (Р<0,01). Количество апоптических клеток превышало в 1,2 раза 
данную величину в лимфоцитах крови контрольных рыб (Р<0,01).

При поражении рыб дактилогирусами вероятные колебания показателей «момента хвоста» и 
апоптических клеток в лимфоцитах крови рыб отмечали при интенсивности инвазии >0,53 экз./ гм.т. 
(таблица 2) в 2,6 (Р<0,05) и 1,3 раза (Р<0,05), соответственно.

Таблица 2 - Показатели «момента хвоста» и апоптических клеток лимфоцитов крови 
годовиков карпа, инвазированных D. vastator, % (M ± m, n=6)______________________________

Показатели

Группы рыб
1 2 3 4

Контроль до 0,26 экз. 
D. vastator / 

г массы тела

0,29-0,53 экз. 
D. vastator / 

г массы тела

> 0,53 экз. 
D. vastator / 

г массы тела
Момент хвоста 0,37±0,14 0,43±0,18 0,51 ±0,16 0,97±0,16*

Апоптические клетки 3,54±0,36 3,76±0,42 3,84±0,48 4,76±0,28*
Примечание. *- Р<0,05.

При исследовании показателя «момента хвоста» в клетках лимфоцитов при смешанной 
инвазии был установлен достоверный его рост у рыб 2-й, 3-й и 4-й опытных групп, соответственно в 
2,3 раза (Р<0,05), 4,3 (Р<0,01) и 4,8 раза (Р<0,001) (таблица 3). В то же время отмечали достоверное 
возрастание количества апоптических клеток в лимфоцитах крови рыб 3-й и 4-й опытных групп в 1,6 
(Р<0,05) и 1,9 раза (Р<0,01).

Таким образом, было установлено возрастание степени фрагментации ДНК, что проявлялось 
в увеличении показателей «момента хвоста» и количества апоптических клеток лимфоцитов крови 
карпов, которые подвергались воздействию эктопаразитарной инвазии.

Проведенные нами исследования показали, что активность антиоксидантных ферментов в 
гепатопанкреасе и скелетных мышцах карпа значительно изменяется при поражении рыб лернеями. 
В частности, активность супероксиддисмутазы в гепатопанкреасе рыб 3-й и 4-й групп была 
значительно ниже, по сравнению с контрольной группой, в 1,5 и 2,2 раза, соответственно (P<0,001). 
Тенденция к снижению наблюдалась и в тканях скелетных мышц. При инвазии лернеями (от 0,11 до 
0,26 лерней на г массы тела и >0,26 лерней на г массы тела) активность супероксиддисмутазы 
достоверно снижалась в 1,7 и 1,9 раза соответственно (P<0,001).

Таблица 3 - Показатели «момента хвоста» и апоптических клеток лимфоцитов крови 
годовиков карпа при смешанной инвазии, % (M±m, n=6)__________________________________

Показатели

Группы рыб
1 2 3 4

Контроль
до 0,8 лерней / 

г массы тела; до 0,26 
дактилогирусов / 

г массы тела

0,11-0,26 лерней / 
г массы тела; 0,29

0,53 дактилогирусов / 
г массы тела

> 0,26 лерней / 
г массы тела; > 0,53 

дактилогирусов/ 
г массы тела

Момент
хвоста 0,41 ±0,17 0,94±0,14* 1,76±0,32** 1,98±0,27***

Апоптические
клетки 3,62±0,41 4,56±0,53 5,64±0,56* 6,75±0,78**

Примечания: *- Р<0,05; **- Р<0,01; ***- Р<0,001.
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При исследовании активности глутатионпероксидазы установлено снижение ее активности в 
гепатопанкреасе рыб 4-й группы в 1,5 раза (P<0,05). У рыб 4-й группы, инвазированных лернеями, 
активность глутатионпероксидазы в скелетных мышцах была ниже в 1,6 раза (P<0,001).

Незначительный рост данного показателя наблюдали в жабрах карпов 4-й опытной группы 
(P<0,05). Полученные данные свидетельствуют об обратной зависимости между изменениями 
продуктов ПОЛ и активностью ключевых ферментов антиоксидантной системы -  
супероксиддисмутазы и глутатионпероксидазы в гепатопанкреасе и скелетных мышцах рыб, 
инвазированных лернеями.

Проведенные нами исследования показали, что активность антиоксидантных ферментов в 
жабрах годовиков карпа значительно изменяется при инвазии рыб дактилогирусами. В частности, 
активность супероксиддисмутазы в жабрах рыб 3-й и 4-й групп была значительно ниже -  в 1,6 
(P<0,01) и 2,6 раза (P<0,001), по сравнению с контрольной группой.

Тенденцию к снижению активности наблюдали в тканях жабр при исследовании каталазы. 
При инвазии дактилогирусами (от 0,29 до 0,53 дактилогирусов на г массы тела и >0,53 дактилогирусов 
на г массы тела) активность каталазы достоверно снижалась в 1,7 (P<0,01) и 3,4 раза соответственно 
(P<0,001).

Исследованиями антиоксидантных ферментов при смешанной инвазии было установлено, 
что активность супероксиддисмутазы в гепатопанкреасе рыб 3-й и 4-й групп была значительно ниже, 
по сравнению с контрольной группой, -  в 1,7 (P<0,01) и 2,3 раза (P<0,001) соответственно.

Тенденция к снижению наблюдалась в тканях скелетных мышц. В частности, у рыб 2-й, 3-й и 
4-й опытных групп активность супероксиддисмутазы снижалась соответственно в 1,5 (P<0,05), 1,7 
(P<0,01) и 2,6 раза (P<0,001). Активность супероксиддисмутазы в жабрах рыб 3-й и 4-й групп была 
значительно ниже, по сравнению с контрольной группой, соответственно в 1,8 (P<0,01) и 2,9 раза 
(P<0,001).

При исследовании глутатионпероксидазы установлено снижение ее активности в скелетных 
мышцах рыб 4-й группы в 1,4 раза (P<0,05). Исследованиями каталазы при смешанной инвазии было 
установлено, что ее активность в исследуемых тканях гепатопанкреаса годовиков карпа 3-й и 4-й 
опытных групп было достоверно ниже, чем в тканях здоровых рыб, в 1,9 (P<0,05) и 2,7 раза (P<0,01) 
соответственно, тогда как аналогичные отличия в активности каталазы в тканях скелетных мышц 
годовиков карпа 3-й и 4-й групп, по сравнению с рыбами контрольной группы, достоверно снижались 
соответственно в 3,3 (P<0,05) и 2,1 раза (P<0,05). Активность каталазы в тканях жабр годовиков карпа 
3-й и 4-й групп, по сравнению с рыбами контрольной группы, достоверно снижалась, соответственно в 
1,9 (P<0,05) и 3,2 раза (P<0,01).

Заключение. Проведенными исследованиями установлено, что при моно- и смешанной 
эктопаразитарных инвазиях Lernaea cyprinacea и Dactylogyrus vastator увеличивается степень 
фрагментации ДНК лимфоцитов крови, существенно снижается активность антиоксидантных 
ферментов супероксиддисмутазы, глутатионпероксидазы и каталазы в тканях гепатопанкреаса, 
скелетных мышц и жабр годовиков карпа.
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