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С целью контроля хромосомных нарушений цитогенетическими методами 

было обследовано 18 кобыл с проблемами воспроизводства. Изучение кариотипа 
проводили на препаратах метафазных хромосом. Сравнивали эффективность 
анализа препаратов при использовании различных способов: классической окраске 
красителем Гимза, дифференциального CBG, GTG окрашивания и техники FISH. 
Применение FISH метода позволило на препаратах хромосом низкого качества 
диагностировать у одной лошади анеуплоидию Х хромосомы в виде мозаицизма 
63,Х/64,ХХ. Остальные животные были с нормальным набором хромосом. 
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Цитогенетические исследования в последние годы играют важную роль 

при оценке животных в плане их пригодности для выращивания и возможности 
воспроизводства. Активное развитие и применение методов кариотипирования 
получило в 70-е годы прошлого столетия. В то время были усовершенствованы 
методы дифференциального окрашивания хромосом, с помощью которых было 
найдено множество хромосомных нарушений у сельскохозяйственных животных 
и их потомков - носителей хромосомной патологии. Выявленные хромосомные 
нарушения чаще всего оказывали отрицательное влияние на развитие половых 
органов и функцию размножения. 

Ключевую роль в цитогенетической диагностике играет выбор методов ис-
следования и объектов микрокопирования. Методы, которые используют в цито-
генетике, можно условно разделить на классические и молекулярные. Методы 
классической цитогенетики заключаются в рутинной и дифференциальной окрас-
ке метафазных хромосом. С их помощью возможно провести определение общего 
числа хромосом и анализ общей морфологии, идентифицировать гомологичные 
пары хромосом, нарушения в их структуре, а также идентифицировать фрагменты 
хромосом. 

В последние годы ценным дополнением классической цитогенетики стала 
техника FISH (англ. Fluorescence in situ hybridization - FISH). Флуоресцентная ги-
бридизация in situ сделала возможным идентификацию хромосом или их участков 
с помощью встраивания денатурированных специфических зондов (меченой 
ДНК- пробы) в денатурированные метафазные хромосомы. ДНК-проба или зонд - 
это фрагмент или фрагменты нуклеиновых кислот, меченые таким образом, чтобы 
было возможно проведение их детекции при микрокопировании препаратов после 
гибридизации in situ. Меченые фрагмент или фрагменты ДНК, используемые для 
создания зонда, могут быть клонированными последовательностями ДНК, общей 
геномной ДНК, продуктом полимеразной цепной реакции или олигонуклеотидно-
го синтеза [1]. Проведение гибридизации in situ с применением зонда дает ответ-
ный сигнал при возбуждении светом определенной длины волны, который можно 
наблюдать под микроскопом в виде свечения флуоресцентного красителя, сцеп-
ленного с зондом и комплементарным участком хромосомы. С каждым днем тех-
ника FISH находит все более широкое применение в цитогенетике для диагности-
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ки изменений в кариотипе. Этот метод может быть с успехом применен как для 
распознавания небольших структурных мутаций, оценки полиморфизма гетеро-
хроматиновых районов хромосом, картирования генов, так и в идентификации 
отдельных хромосом в соматических и половых клетках. 

Преимуществом этой методики является большая специфичность, чувстви-
тельность и скорость исследования. Методика FISH позволяет анализировать 
очень большое количество метафазных пластинок, даже на препаратах не очень 
хорошего качества, а также в интерфазных ядрах. Эта методика идеально подхо-
дит для диагностики мозаицизма, особенно, где один клон клеток составляет не-
большой процент. Так для анализа мозаицизма на уровне 3%, требуется проана-
лизировать не менее 100 клеток, а на уровне 1% - 300 клеток [2]. 

Материалы и методы исследований. Были проведены цитогенетические 
исследования у 18 кобыл с проблемами воспроизводства. Материалом для иссле-
дования служила периферическая кровь, которую брали одноразовым шприцом из 
яремной вены в количестве 10 мл в гепаринезированные стерильные пробирки. 
Культивирование лимфоцитов проводили по методике Arakaki i Sparkesa [3]. 

С целью оценки кариотипа препараты метафазных хромосом были окра-
шены рутинно раствором красителя Гимза. Анализ препаратов проводили под 
световым микроскопом с подключенной компьютерной системой для микрокопи-
рования MultiScan 6.08. 

Следующим этапом в изучении хромосом было применение техники 
CBG [4], благодаря которой возможно идентифицировать половые хромосомы. 
Эта методика позволяет увидеть окрашенный конститутивный гетерохроматин. В 
большинстве случаев эти районы локализованы в прицентромерных и притело-
мерных районах хромосом и насыщенны повторяющимися последовательностями 
ДНК. В отличие от аутосом, у Х хромосомы лошади на q плече находится допол-
нительный гетерохроматиновый блок, а Y хромосома окрашивается практически 
целиком, т. к. состоит в основном из гетерохроматина. 

Для идентификации гомологичных пар хромосом использовали технику 
GTG [5]. Кариограммы, построенные по G-блокам, сравнивали с международным 
образцом, что позволило с точностью выстроить в ряд по парам отдельные хро-
мосомы, а также идентифицировать предположительные хромосомные наруше-
ния. 

Для изучения этих препаратов хромосом, кроме классических методик ци-
тогенетики, были использованы методы молекулярной генетики - флуоресцент-
ной гибридизации in situ с зондом, метящим Х хромосому лошади. Для проведе-
ния этого анализа использовали люминесцентный микроскоп, оснащенный лю-
минесцентной 100 Вт лампой и набором специальных фильтров. Зонд был полу-
чен методом микродиссекции, что позволило диагностировать хромосомную 
аберрацию, а также точно определить частоту встречаемости клона клеток с абер-
рациями. 

Результаты исследований. Из 18 цитогенетически обследованных лоша-
дей у 17 из них был определен кариотип как нормальный 64,ХХ. Анализ препара-
тов проводили классическими методами, такими как рутинная окраска красителем 
Гимза и техниками дифференциального окрашивания: CBG и GTG. Но этих мето-
дов исследования оказалось недостаточно в случае анализа препаратов хромосом 
у одной из лошадей, т. к. было недостаточное количество качественных метафаз-
ных пластинок с хорошим разбросом хромосом. Дополнительно была применена 
техника FISH, которая дала возможность идентифицировать моносомию хромо-
сомы Х в форме мозаицизма двух линий 63,Х и 64,ХХ (рис.). Проанализировано 
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89 клеток. Количество клеток с нарушением составило 8 процентов. Фенотипиче-
ских отклонений у лошади отмечено не было, наружные половые органы были 
развиты нормально, но отсутствовала течка и она была яловой. 

 

  

  
Рис. Метафазные пластинки лошади, носителя мозаицизма 63,Х/64,ХХ: 

А, В – окраска СBG, 63,Х; С, D – FISH, 64,XX. 
 

Следует отметить, что идентификация нарушений была возможна только 
после применения техники FISH, ввиду низкого качества полученных препаратов 
хромосом. 

Обзор цитогенетических исследований у лошадей показал, что наиболее 
встречающимся дефектом у этого вида животных является аберрация, затрагива-
ющая количество половых хромосом - анеуплоидия по половым хромосомам. Та-
кая аберрация вызывает, прежде всего, нарушения в развитии и строении органов 
воспроизводства и их функций, что приводит к снижению плодовитости или бес-
плодию [6, 7, 8]. Среди описанных случаев аберраций кариотипа у лошадей 
большинство поставленных диагнозов указывает на моносомию хромосомы Х 
(63,Х) в чистом виде, либо в виде мозаицизма, т. е. наличия двух клонов клеток 
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63,Х/64,ХХ [9]. При этом, присутствие минимального патологического клона у 
фенотипически здоровых индивидуумов может вызывать бесплодие, невынаши-
вание беременности, рождение неполноценного потомства [10]. Следующей, по 
частоте встречаемости, группой нарушений, приводящей к бесплодию, является 
изменение структуры и, связанные с этим, нарушения функций гетеросом, что вы-
зывает патологическое состояние, так называемое изменение пола. Особи, носи-
тели подобной патологии, имеют фенотип лошади, но бесплодны и их кариотип - 
64,ХУ, что является нормой для жеребца [11, 12, 13]. У лошадей также диагно-
стировались случаи присутствия двух клеточных клонов, отличающихся составом 
половых хромосом: ХХ и ХУ. Это может свидетельствовать о нарушении, к кото-
рому приводит беременность разнополой двойней, подобно возникновению фри-
мартинизма у крупного рогатого скота. Во время беременности двойней наблюда-
ется образование анастомозов между сосудистыми системами обоих плодов пла-
центы, имеющих общую хориальную оболочку. Результатом этих соединений яв-
ляется наличие клеточного химеризма в крови у особей из разнополых двоен. В 
будущем у животных, носителей подобного нарушения, это может отрицательно 
сказываться на их плодовитости [14]. 

Основными классическими цитогенетическими методами, применяемыми 
для анализа кариотипа лошадей, являются: рутинная окраска красителем Гимза, 
позволяющая определять количество и структуру хромосом и дифференциальная 
окраска С - блоков, при помощи которой идентифицируют конститутивный гете-
рохроматин в прицентромерных районах всех хромосом за исключением 11-й па-
ры. Дополнительный блок С на q плече является характерным для половых хро-
мосом Х, зато хромосома Y окрашивается практически целиком, т. к. она содер-
жит большое количество гетерохроматина. 

Исследования с помощью рутинного метода, окраски С-блоков в достаточ-
ной степени обеспечивают идентификацию анеуплоидии и явления лимфоцитар-
ного мозаицизма типа ХХ/ХY. Этих методов вполне достаточно для идентифика-
ции некоторых структурных аберраций - таких как Робертсоновская и тандемная 
транслокации, изменяющие количество хромосом. В случае сбалансированных 
транслокаций, инверсий (в основном парацентрических), а также делеций и ду-
пликаций, этих методов недостаточно. Частично использование методик окраши-
вания блоков (C,G,Q) позволяет идентифицировать мутации хромосом. Количе-
ство окрашенных блоков (C,G,Q), выявленных на хромосоме, свидетельствует о 
чувствительности метода. Чем больше блоков можно рассмотреть, тем меньший 
дефект хромосомы может быть идентифицирован. Следует подчеркнуть, что 
дифференциальная окраска хромосом также не всегда дает возможность распо-
знать хромосомную аберрацию. Для классических методов окрашивания хромо-
сом существенную роль играет качество хромосомных препаратов, а именно - ми-
тотический индекс метафазных хромосом и их расположение на пластинке отно-
сительно друг друга. Особенно хорошее качество хромосомных препаратов необ-
ходимо в случае подозрения на мозаицизм двух клеточных линий. 

Молекулярная цитогенетика начала активно развиваться в 80-е годы про-
шлого столетия благодаря применению в цитогенетике достижений молекулярной 
биологии, а именно внедрению метода гибридизации in situ. Его разновидностью, 
относительно часто применяемой в цитогенетике, является флуоресцентная ги-
бридизация in situ - FISH. Метод флуоресцентной in situ гибридизации метафаз-
ных хромосом разработан в Ливерморской Национальной лаборатории США с 
целью обнаружения в лимфоцитах периферической крови человека стабильных 
аберраций хромосомного типа [15]. Этот метод основан на гибридизации специ-
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фических повторений ДНК или РНК, помеченных флуорохромом (биотином или 
дигоксигенином) с комплементарными фрагментами хромосом, зафиксированны-
ми на предметном стекле. Применение зондов, меченых различными флуорохро-
мами, флуоресцирующими различными цветами (многоцветовая FISH), дает воз-
можность одновременно идентифицировать несколько различных повторностей 
ДНК в клетке. Цитогенетический анализ с применением техники FISH состоит в 
констатации присутствия, оценке величины, количества и локализации флуорес-
цирующих сигналов определенного зонда в хромосомах. Эта техника находит все 
большее применение в диагностике изменений кариотипа. FISH метод может 
быть использован как для распознавания небольших структурных мутаций, оцен-
ки полиморфизма гетерохроматиновых районов хромосом, картирования генов, 
так и для идентификации отдельных хромосом в клетках как в соматических, так 
и в половых [16]. 

Применение техники окрашивания отдельных хромосом дает возможность 
точной детекции геномных и хромосомных мутаций, а также детального пред-
ставления о перераспределениях различного типа. Кроме того, эта техника может 
быть использована как для наблюдения явлений полиморфизма, так и консерва-
тизма у разных видов животных.  

Техника FISH уже несколько лет активно используется в изучении карио-
типа людей, где анеуплоидия половой хромосомы - синдром Тернера (45,Х) - со-
ставляет около 50 % хромосомных аномалий, диагностированных у новорожден-
ных детей [17]. Возможности обоих методов: классической цитогенетики и тех-
ники флуоресцентной гибридизации in situ FISH сравнивали Abulhasan и др. [18]. 
По их данным в 36% случаев диагноз мозаицизма, установленный с помощью од-
ного и другого метода, дал один и тот же результат, однако, в 64 % техника FISH 
позволила идентифицировать третий клеточный клон. В исследованиях Hansona и 
др. [19] уровень мозаицизма определялся в 45 % с применением классических ци-
тогенетических методик и в 70% при применении техники FISH. 

Назаренко и др. [20] применили метод FISH со специфичным зондом для 
центромеры хромосомы Х человека, идентифицируя эту хромосому, с целью об-
наружения, предположительно существующего, второго клона клеток у пациен-
ток с кариотипом 45,Х. При этом, предметом исследований были интерфазные 
ядра лимфоцитов периферической крови. У 29 % пациенток была диагностирова-
на моносомия в форме мозаики двух клеточных клонов. 

Метод FISH интенсивно применяют в пренатальных исследованиях. Siffroi 
и др. [21] используя зонд, метящий целую хромосому, диагностировал у плода 
человека кариотип 45,Х/46,ХХ, а также очень маленькую кольцевую хромосому 
Х, которая не была идентифицирована классическими методами. 

Выводы. Таким образом, проводя цитогенетические исследования у жи-
вотных, можно c успехом использовать методы дифференциального окрашивания 
хромосом. Стоимость этих исследований относительно низкая по сравнению с 
молекулярными методами. Однако у методик дифференциального окрашивания 
есть свои минусы - они трудоемки и требуют получения препаратов метафазных 
хромосом очень высокого качества. В свою очередь, техника FISH, несмотря на 
высокую стоимость, позволяет получать очень точные результаты в короткие сро-
ки, даже в случаях с низким качеством препаратов. Немаловажным обстоятель-
ством является тот факт, что данный метод можно применять как к интерфазным 
ядрам, так и к половым клеткам. 
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ВИКОРИСТАННЯ РІЗНИХ МЕТОДІВ ВИЯВЛЕННЯ АНЕУПЛОІДІЇ У 

КОНЕЙ 
Добродєєва Л.Т., Інститут тваринництва НААН 
З метою контролю хромосомних порушень цитогенетичними методами 

було обстежено 18 кобил, які мали проблеми відтворювальної здатності. Дослі-
дження каріотипу проводили на препаратах метафазних хромосом. Порівнювали 
ефективність аналізу препаратів при застосуванні різних способів: класичну 
окраску фарбою Гімза, диференційного CBG, GTG фарбування та техніку FISH. 
Застосування FISH методу дозволило на препаратах хромосом низького ґатунку 
у однієї кобили діагностувати анеуплоїдію Х хромосоми у вигляді мозаіцізму 
63,Х/64,ХХ. Інші тварини мали нормальний каріотип. 

Ключові слова: цитогенетика, каріотип, хромосома, анеуплоїдія, метафа-
за, мозаіцизм. 

 
USING VARIOUS METHODS FOR IDENTIFICATION OF HORSES ANEU-

PLOIDY  
L.T. Dobrodeeva, Institute of Animal Science UAAS 
In order to control the chromosome abnormalities and using the cytogenetic 

methods 18 mares with reproductive problems were examined. Karyotype studying was 
performed on metaphase chromosome preparations. The preparations analysis effec-
tiveness was compared using different methods, such as: the classic dyeing with Giemsa 
stain, differential CBG, GTG staining and FISH technique. Application of FISH method 
led to diagnose X chromosome aneuploidy of one mare in the form of 63, H/64, XX mo-
saicism with usage of low quality preparations. The rest animals had a normal karyo-
type. 

Keywords: cytogenetics, karyotype, chromosome aneuploidy, metaphase, mosai-
cism. 
 
 


