
gator codons reading and the elongator codons sequence are analyzed. Such conditions 
correspond to the situation when one ribosome of polyribosomal complex catches up 
with another ribosome and stumbles upon it during the mRNA translation. A conclu-
sion is drawn on great significance of the polyribosomal organization of translation ap-
paratus in the regulation of rates and ratio of individual proteins biosynthesis. 
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АССОЦИАТИВНЫЙ ОТБОР 
КЛОНОВ КЛЕТОК КИТАЙСКОГО ХОМЯЧКА 
ПО КОМПЛЕКСУ КОЛИЧЕСТВЕННЫХ ПРИЗНАКОВ 

В. К. Савченко, Л. С. Михалевич, Л. М. Кукушкина 

Введение. Большинство полиплоидных популяций клеток млекопита-
ющих in vitro получены путем обработки исходных родительских дип-
лоидных или околодиплоидных клеток колцемидом, реже — с исполь-
зованием селективной среды [1—8]. Такой прием значительно увели-
чивает вероятность успешного выделения полиплоидного клона по 
сравнению с методом получения спонтанных полиплоидов. Однако 
колцемидный метод не безупречен, так как обработка клеток химиче-
скими веществами может вызывать появление мутаций. Выделение 
спонтанных полиплоидных клонов в достаточном количестве требует 
больших затрат труда. 

Новым подходом представляется сочетание техники клонирования 
клеток млекопитающих in vitro (без предварительной обработки их 
химическими веществами) с применением специально разработанных 
методов отбора по комплексу признаков. Идея использования комплек-
са количественных признаков для отбора полиплоидных клеточных 
клонов заимствована из приемов организации отбора в популяциях ди-
плоидных организмов [9, 10]. С помощью предложенной системы от-
бора мы пытались установить определенную корреляцию между изме-
нением числа хромосомных наборов в клетке и соответствующими им 
морфологическими показателями. Такая система отбора позволяет вы-
делить клоны с заданными характеристиками без применения химиче-
ских обработок. 

Ассоциативный отбор имеет большое значение для биотехнологии, 
поскольку он позволяет получить популяции соматических клеток с 
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генетической структурой, трансформированной в нужном направлении. 
Важным является тот факт, что отбор может осуществляться по цело-
му набору признаков, определяющих технологические качества клонов. 

Ниже приводится описание экспериментов, завершившихся выде-
лением и изучением полиплоидных популяций спонтанного происхо-
ждения. 

Материалы и методы. К у л ь т у р а к л е т о к . Использовали перевиваемую куль-
туру фибробластов китайского хомячка, клон М-15. Клетки выращивали во флаконах 
на среде Игла с добавлением 5 или 20 % инактивированной сыворотки эмбрионов ко-
ров и антибиотиков (50 ед./мл стрептомицина и 100 ед./мл пенициллина). Важным 
моментом для отбора является наличие достаточной генетической изменчивости в ис-
ходном материале. В наших опытах из родительской гетерогенной популяции М-15 
были выделены 20 клонов [11], которых в дальнейшем подвергали ассоциативному 
отбору. 

А с с о ц и а т и в н ы й о т б о р к л о н о в , выделенных из гиподиплоидной роди-
тельской популяции М-15 клеток китайского хомячка, осуществляли по пяти количест-
венным признакам: эффективности клонирования клеток (ЭК)—основной признак; 
коэффициенту пролиферации (КП); плотности популяции (ПП); большему и меньшему 
диаметрам колоний (БДК и МДК). 

ЭК определяли на 12-е сут после высева 100 клеток во флаконы на среду с 20 % 
сыворотки [12]. Каждое значение показателя ЭК является средней величиной пяти 
наблюдений. Ростовые характеристики выделенных клонов определяли в этих же 
флаконах после подсчета числа клеток в камере Горяева (на 20-е сут культивирова-
ния). КП вычисляли по формуле 
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где Χϋ — число клеток в момент посева, X — урожай клеток после определенного вре-
мени культивирования. Размножение клеток контролировали также количеством клеток 
на единицу поверхности через 4 сут после посева, используя окуляр-микрометр и ин-
вертированный микроскоп МБИ-12. БДК и МДК определяли с помощью винтового 
окуляр-микрометра (об.ХЗ,2; ок.Х15, МБИ-12). Размеры колоний выражали в еди-
ницах делений прибора. 

Для каждого из 20 клонов определяли результирующий параметр У, по величине 
которого были отобраны по два клона для культивирования клеток популяций плюс-
и минус-направлений. 

где Х0 — величина основного признака ЭК; Хг — величина ассоциированных признаков 
КП, ПП, БДК, МДК; ft г— коэффициент регрессии ассоциированного и основного 
признаков. 

Анализ хромосом проводили на колхицинированных метафазных пластинках 
(200 экз.) на 10- и 20-м пассажах. Использовали несколько модифицированный метод 
Мурхеда и др· [13]. Окраску хромосом проводили азур-эозином. 

В качестве меры кариотипической гетерогенности клеток экспериментальных по-
пуляций мы использовали показатель энтропии Η [14]. Оценивали общую энтропию 
популяций клеток китайского хомячка по числу хромосом: 

где pi — частота клеток в популяции, имеющих і хромосом, lg pi — десятичный ло-
гарифм pi. Число хромосом в клетках варьировало от гиподиплоидного я г т і п = 1 2 
хромосом, до высокополиплоидного числа m m a x ~ 5 4 хромосомы. 

Вероятность выживания клеток популяции находит выражение в показателе ЭК. 
Это важнейший элемент приспособленности. Поэтому показатель энтропии приспо-
собленности H w мы определяли по эффективности клонирования 

где Wi — показатель эффективности клонирования, lg Wi — десятичный логарифм до,. 

Результаты и обсуждение. В табл. 1 представлены статистичес-
кие параметры исходной родительской популяции М-15 на 10-ом пас-
саже по результатам клонального анализа. Как видно из таблицы, 
средняя эффективность клонирования клеток популяции составляет 
52,5 %. Анализ распределения выделенных из популяции М-15 клонов 



по показателю ЭК (всего 100 наблюдений) свидетельствует о значи-
тельном варьировании клонов по этому признаку в плюс- и минус-на-
правлениях (рис. 1 и 4, а) . Такой же широкий диапазон изменчивости 
значений наблюдали и для других количественных признаков. Инди-
видуальные отличия в размере колоний в пределах популяции дости-
гали 30—50 %. Увеличение их размеров может быть обусловлено раз-
множением клеток, полиплоидизацией, увеличением цитоплазмы у кле-
ток с относительно стабильным геномом и другими причинами. 

Рис. 1. Распределение клонов гиподи-
плоидной популяции клеток М-15 по 
эффективности клонирования. 
Fig. 1. Clone distribution of the hy-
podiploid cell population M-15 for 
cloning efficiency. 

Ростовые характеристики клонов, такие как КП и ПП, варьиро-
вали в широких пределах. Коэффициент вариации признаков составил 
52,6 и 92,4 % соответственно. Изменение этих признаков слабо корре-
лировало с эффективностью клонирования клеток (табл. 1). Напро-
тив, признаки БДК и МДК относительно стабильны (коэффициенты 
вариации 22,4 и 21,0 % соответственно) и имеют более высокий коэф-
фициент корреляции с основным признаком. 

Следовательно, анализ статистических параметров клонов пока-
зал, что наиболее устойчивыми признаками являются показатели раз-
меров колоний и эффективности клонирования клеток. Между этими 
признаками обнаружена определенная корреляция. 

Все 20 выделенных клонов поддерживали в течение 3—4 недель, 
после измерений и отбора объем коллекции уменьшили до четырех 
субпопуляций. Цитогенетическую структуру полученных эксперимен-
тальных популяций изучали на 10- и 20-м пассажах. Отобранные че-
тыре клона оказались гетерогенными по своему кариотипическому 
составу и по всем изученным количественным признакам. Прежде все-
го эти клоны различались по уровню плоидности: два клона были ги-
потетраплоидными (ПМ-16С и ПМ-2С) и два — гиподиплоидными. 

Показано, что разобщение клеток при клонировании способствует 
небольшому возрастанию частоты полиплоидных клеток [15]. В наших 
опытах сочетание клонирования с отбором в разных направлениях по 
комплексу количественных признаков привело к выделению полипло-
идных клонов с частотой 50 %. 

На рис. 2 представлены данные по распределению клеток по об-
щему количеству хромосом в двух полученных полиплоидных популя-
циях спонтанного происхождения ПМ-2С и ПМ-16С на 10- и 20-м 
пассажах. На 10-м пассаже популяция ПМ-2С (рис. 2, б) в основном 
состояла из клеток, содержащих 30 и 36 хромосом, к 20-му пассажу 
увеличилось содержание клеток с 36 хромосомами и выше. Популяция 

Т а б л и ц а 1 
Статистические параметры родительской гиподиплоидной популяции М-15 
Statistical parameters of parental hypodiploid cell population M-15 

Признак Средняя 
величина (Χ) 

Среднее 
квадратическое 
отклонение (σ) 

Коэффициент 
вариации (с. v.) 

Коэффициент 
фенотипической 

корреляции 
с признаком ЭК (Гр) 

ЭК 
КП 
ПП 
БДК 
мдк 

52,5±5Д 
6,1 ±0 ,7 
6 ,0±0,9 
4,4±0,2 
4 ,3±0,2 

9 ,8±3,6 
3,2 ±0,5 
5,6 ±0 ,9 
1,0 ±0,2 
0,9 ±0 ,2 

42,8 
52,6 
92,4 
22,4 
21,0 

0,03 
0,08 
0,43 
0,44 
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ПМ-16С оказалась значительно стабильнее: на обоих изученных пас-
сажах модальный класс клеток содержал 36 хромосом (рис. 2, в, г). 

С помощью показателя энтропии, суммировав данные по 10- и 
20-му пассажам, также показано, что средний кариотип клона ПМ-16С 
более устойчив, чем клона ПМ-2С ( H i = 1,48 и 1,86 десятичных единиц 
соответственно). Интересно отметить, что повышение устойчивости по-
пуляции соматических клеток (снижение энтропии) коррелирует с по-

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 

Число хромосом 6 клетке 

Рис. 2. Динамика кариотипической структуры гипотетраплоидных популяций клеток 
китайского хомячка: а, б— ПМ-2С; в, г — ПМ-16С; а, в — 20-й; б, г—10-й пассажи. 
Fig. 2. Caryotypic structure dynamics of hypotetraploid cell populations of Chinese 
hamster; а, б — PM-2S; в, г —PM-16S; α, β — t h e 20th; б, г — t h e 10th passages. 

ложительным направлением ассоциативного отбора, а с отрицательным 
направлением связано увеличение энтропии (т. е. снижение кариоти-
пической устойчивости (рис. 3, а ) ) . 

Повторное тестирование популяций на 20-м пассаже показало, что 
уровень их энтропии относительно стабилизирован (ПМ-16С) и даже 
снижается (ПМ-2С, рис. 3 ,6) . Таким образом, с помощью показателя 
энтропии установлено, что существует различный уровень стабильно-
сти кариотипических вариантов в популяции клеток М-15. Клетки ги-
подиплоидной родительской популяции по уровню устойчивости выде-
ленных клонов колебались как в сторону снижения (минус-направле-
ние отбора), так и в сторону повышения (плюс-направление). Причем 
клоны, отнесенные к различным уровням стабильности по критерию 
энтропии Hi, различались и по величине результирующего параметра 
Υ (табл. 2). Родительская популяция, судя по анализу варьирования 
признака количества хромосом в клетке у потомков, состояла из кле-
ток с высоким и низким уровнями изменчивости по этому признаку 
в клонах различных направлений. Такие клетки дали, по-видимому, 
начало клонам различной плоидности, обусловили кариотипическую 
гетерогенность и изменчивость по ряду количественных признаков. 
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На рис. 4 показаны результаты расхождения двух гипотетрапло-
идных популяций ПМ-2С и ПМ-16С по ряду изученных признаков в 
сравнении с исходной популяцией М-15. На рис. 4 , 6 представлены 
величины энтропии приспособленности трех популяций: родитель-
ской — гиподиплоидной я двух выделенных из нее гипотетраплоидных 
популяций различных направлений отбора. Как видно из рисунка, по-
казатель энтропии приспособленности родительской популяции ока-
зался несколько выше, чем у выделенных гипотетраплоидных популя-

рне. 3. Энтропия кариотипов гипотетраплоидных популяций клеток плюс- и минус-
направлений отбора: а — суммарная энтропия; б — динамика энтропии. Родительская 
популяция заштрихована. 
Fig. 3. Caryotypic entropy of hypotetraploid cell populations of plus- and minus-dire-
ction of selection: a —summary entropy; 6 —entropy dynamics; parental population is 
hatched. 

ций. Отметим, что отбор приводит к некоторому снижению гетероген-
ности популяций по приспособленности. 

Принято считать, что у клеток растений, гепатоцитов и некоторых 
других клеток уменьшение способности к пролиферации при увеличе-
нии уровня плоидности связано со снижением поверхностно-объемных 
отношений в полиплоидных клетках [7]. Однако в ряде работ отмече-
но, что скорость роста клеток полиплоидных популяций не отличается 
от диплоидных [1, 2, 6, 16]. В наших других опытах полиплоидные 
популяции клеток китайского хомячка, полученные с помощью колце-
мида, также показали кинетику роста, сходную с гиподиплоидными 
популяциями. Выделение же клонов полиплоидных клеток при ассо-
циативном отборе выявило их гетерогенность по пролиферативным по-
казателям (рис. 4, в). 

Т а б л и ц а 2 
Статистические параметры родительской гиподиплоидной популяции клеток М-15 
и выделенных из нее гипотетраплоидных популяций плюс- и минус-направлений 
Statistical parameters of parental hypodiploid cell population M-15 and selected 
hypotetraploid populations of plus and minus direction 

Параметры 
Популяция 

плюс-направ-
ления ПМ-16С 

Исходная по-
пуляция М-15 

Популяция 
минус-направ-
ления ПМ-2С 

Результирующий параметр, У 11,18 2,66 5,39 
Энтропия кариотипа, Ні 1,48 0,71 1,86 
Энтропия приспособленности, Нго 0,70 0,84 0,82 

Таким образом, в работе получены данные о значительном влия-
нии кариотипических изменений на скорость размножения клеток и 
другие количественные признаки. Это не совсем согласуется с данны-
ми ряда авторов, установивших, что скорость роста клеток в клонах 
не зависела от плоидности клеток и изменчивости клонов по этому 
показателю [17]. 

Существенные различия у гипотетраплоидных популяций при 
плюс- и минус-направлениях отбора обнаружены также и по таким 
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показателям, как Б Д К и МДК (рис. 4,2,(5). Как видно из рисунка, в 
гипотетраплоидной популяции ПМ-2С, полученной при минус-направ-
лении отбора, показатели размеров колоний изменены мало, а в попу-
ляции ПМ-16С (плюс-направление отбора) размеры колоний значи-
тельно увеличены. Можно считать, что количественные признаки раз-
меров колоний у популяции ПМ-16С изменялись пропорционально 
увеличению количества хромосом в клетках, а в популяции ПМ-2С 
сохранялись на том же уровне. 

Рис. 4. Характеристика родительской гиподиплоидной популяции М-15 и гипотетра-
плоидных популяций плюс-направления (ПМ-16С) и минус-направления (ПМ-2С) от-
бора по признакам: а — эффективность клонирования; б — энтропия приспособленности; 
в — коэффициент пролиферации; г — больший диаметр колоний; д — меньший диаметр 
колоний. Родительская популяция заштрихована. 
Fig. 4. Characteristic of parental hypodiploid population M-15 and hypotetraploid popu-
lations in plus-(PM-16S) and minus-direction of selection (PM-2S) for characters: a — 
cloning efficiency; б — fitness entropy; в — proliferation coefficient; г — the greater 
diameter of colony; д — the lesser diameter of colony; parental population is hatched. 

Таким образом, в наших опытах показана возможность сохране-
ния относительно стабильной структуры популяций полиплоидных 
клеток спонтанного происхождения в течение 20 клеточных пассажей. 
Показатель энтропии Ні у них находился на уровне исходной гиподи-
плоидной популяции. Сравнительное изучение свойств гиподиплоидных 
и гипотетраплоидных клеточных популяций показало, что размеры ко-
лоний, связанные с размером клеток и их пролиферативными свойст-
вами, могут изменяться в зависимости от направления отбора. Различ-
ное поведение изученных нами полиплоидных популяций позволяет 
предположить, что процесс ассоциативного отбора может сопровож-
даться повышением или снижением их генетической гетерогенности. 

Отбор по комплексу количественных признаков приводит к зна-
чительному изменению цитогенетической структуры отобранного мате-
риала. Наблюдалась определенная корреляция между увеличением 
числа геномов в клетке и изменением набора количественных признаков. 

ASSOCIATIVE CLONE SELECTION OF CHINESE HAMSTER 
CELLS FOR A COMPLEX OF QUANTITATIVE CHARACTERS 

V. K. Sauchenko, L. S. Mikhaleuich, L. M. Kukushkina 
Institute of Genetics and Cytology, 
Academy of Sciences of the Byelorussian SSR, Minsk 

S u m m a r y 

Associative clone selection for a complex of quantitative characters was carried out in 
populations of cultivated cells. Two hypotetraploid cell populations of Chinese hamster 
of plus- and minus-direction of selection were studied. The possibility of preserving 
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relatively stable caryotypic structure of polyploid cell populations of spontaneous origin 
during 20 cell passages. An entropy index was used as a measure of caryotypic hete-
rogeneity and general structure indefinitness of genetic systems — cell populations. A 
definite correlation between an increase in the genome number in a cell and a change 
in a set of quantitative characters was determined. 
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ОСОБЕННОСТИ МУТАГЕННОГО ДЕЙСТВИЯ 
γ-ЛУЧЕИ И N-НИТРОЗОМЕТИЛМОЧЕВИНЫ 
В РАЗЛИЧНЫХ ОТРЕЗКАХ ФАЗЫ СИНТЕЗА ДНК 

X. А. Хакимов, А.-К. Э. Эргашев, Г. П. Македонов, А. П. Акифьев 

Введение. В исследованиях по генетической и клеточной инженерии 
у эукариотических организмов немаловажное значение имеют данные 
о той или иной реакции отдельных фаз клеточного цикла на внешние 
воздействия. Особенный интерес при этом представляют работы, свя-
занные с изучением чувствительности различных отрезков самой фазы 
синтеза Д Н К к действию мутагенов. Известно, что различные струк-
турные гены и повторяющиеся последовательности, не кодирующие 
белки, но, возможно, играющие регуляторную роль, могут реплициро-
ваться в различных периодах фазы S [1—4]. 
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