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Тест на луке Allium cepa является одним из актуальных методов цитогенетического анализа. В насто-
ящее время современные виды противогололёдных реагентов практически не изучены в области цито-
генетических исследований. Цель эксперимента заключалась в оценке фитотоксических и цитогенети-
ческих свойств многокомпонентного противогололёдного материала на проростках лука Allium cepa. 
Исследовали водные растворы антигололёда в концентрациях от 1 до 100 г/л. Тест-объектом являлись 
луковицы сорта «Штутгартен ризен», которые проращивали в растворах антигололёдного реагента в 
течение 72 ч. В целях оценки фитотоксического действия для каждой луковицы учитывали число кор-
ней, длину самого длинного корешка, а также длину всех корней. В параллельном эксперименте изучали 
фитотоксические свойства аналогичных растворов на проростках пшеницы Triticum vulgare по действу-
ющей методике МР 2.1.7.2297-07. Для цитогенетического анализа у каждой из луковиц срезали кончики 
корней, фиксировали, окрашивали и готовили давленые препараты для микроскопического анализа. Для 
каждой луковицы было проанализировано по 2 000 клеток. Определяли число митозов на 1 000 клеток 
(митотический индекс, ‰) и долю клеток в каждой фазе митоза от общего числа делящихся клеток 
(%). Для анализа цитогенетических нарушений использовали микроядерный тест, в котором учитывали 
микроядра, протрузии и двуядерные клетки, а также ана-телофазный анализ, в котором учитывали 
фрагменты, мосты и отставшие хромосомы. По результатам анализа параметров корневого прироста 
установлены действующие (2; 4; 10 и 100 г/л) и недействующие (1 и 1,3 г/л) концентрации растворов 
антигололёдного реагента. Показана схожая чувствительность ответной реакции корневой системы 
пшеницы Triticum vulgare и лука Allium cepa. Митотический анализ показал, что происходит усиление 
активности митоза при воздействии растворов реагента в концентрациях от 1 до 2 г/л, а также сильно 
выраженное угнетение митотической активности при 10 г/л. Не выявлено цитогенетических наруше-
ний во всех изученных концентрациях.
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Allium cepa assay is one of the relevant methods for the cytogenetic analysis. Today modern anti-icing reagents seem 
to be unstudied in the field of cytogenetics studies. The aim of the experiment is to study the phytotoxic and cytogenetic 
activity of multi-component anti-icing material using an onion Allium cepa. We researched anti-icing concentrations 
in the range of from 1 to 100 g/l. The test object was onion «Stuttgarter risen» variety couched in anti-icing solutions 
during the 72 hours. According to the assessment of phytotoxic effects, there was estimated the number of roots, the 
length of the longest root and the length of all roots for the every onion plant. The parallel experiment included the 
phytotoxic research of the same anti-icing using wheat seeds according to method MR 2.1.7.2297-07. Every onion 
roots were cut away, fixed, painted and pressured for microscopic analysis for the purposes of the cytogenetic research. 
About 2000 cells were analyzed for each onion. We estimated the number of mitosis per 1000 cells (mitotic index, 
‰) and the proportion of cells in each phase of mitosis by the total number of dividing cells (%). For the analysis of 
cytogenetic damage using micronucleus test that provided the estimation of micronucleus, protrusions, and binuclear 
cells. An ana-telophase analysis included the estimation of fragments bridges and lagging chromosomes. As a result of 
analysis of the roots growth, we founded acting concentrations (2; 4; 10 and 100 g/l) and in-acting ones (1.3 and 1). 
The experiment showed the similar susceptibility of the onion and wheat root response. The mitosis analysis showed 
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методических документов, фактически не относящихся к 
этой группе веществ, в том числе СП 2.1.7.1386-031 и МР 
2.1.7.2297-072, актуальным является разработка соответству-
ющих методик исследования и критериев оценки современ-
ных видов ПГМ, рассматривая их как особую группу химиче-
ских соединений, способных оказать негативное влияние на 
компоненты окружающей среды и здоровье человека [15, 17].

Поскольку Allium-тест позволяет выявить не только фито-
токсические свойства исследуемых веществ, но и определить 
цитогенетическую активность, то целью настоящего иссле-
дования явилась оценка фитотоксических и цитогенотокси-
ческих свойств многокомпонентного противогололёдного 
материала на проростках лука Allium cepa.

Материал и методы 
Исследован твёрдый многокомпонентный противогололёд-

ный материал известного состава (табл. 1). Для анализа были 
приготовлены растворы с концентрациями: 1; 1,3; 2; 4; 10 и 100 
г/л. Все растворы готовились на дистиллированной воде. 

В качестве модельного тест-растения использовались 
луковицы Allium cepa, сорт «Штутгартен ризен». В экспери-
менте была применена модифицированная методика биоте-
ста на луке Allium cepa, которая заключалась в предваритель-
ной подготовке луковиц к тестированию и выдерживанием 
их при небольшой температуре (+4 ºС) в течение трёх суток 
для того, чтобы клетки корневой системы могли синхронно 
вступить в митоз. 

Подготовленные растворы ПГМ помещались в пени-
циллиновые флаконы (20 мл), в которые впоследствии по-
гружали луковицы с целью обеспечения непосредственного 
контакта корневой системы лука с растворами антигололёда. 
Контрольные луковицы проращивались на дистиллирован-
ной воде, в контролируемых условиях в термостате при тем-
пературе + 25 (±1) ºC в течение 72 часов. На каждую концен-
трацию приходилось по 9 луковиц.

Введение
Метод цитогенетической оценки с использованием лука 

Allium cepa является общепризнанным тестом, рекомендо-
ванным ВОЗ и другими международными организациями 
для анализа мутагенной и цитотоксической активности ис-
следуемых веществ [1, 2].

В настоящее время тест на луке Allium cepa также широко 
используется в России в целях цитогенетической оценки раз-
личных видов химических соединений [3 – 9], а также почв, 
загрязнённых нефтепродуктами, пестицидами, тяжёлыми 
металлами и радиоактивными веществами [10 – 13].

В меристематических клетках корешков лука анализируют-
ся хромосомные и митотические нарушения. За счёт высокой 
скорости деления клеток апикальной меристемы лука данный 
метод позволяет за относительно короткие сроки выявить про-
явления цитогенетической и цитотоксической активности у ис-
пытуемых веществ: как правило, через 48 – 72 ч. после начала 
тестирования регистрируется изменение корневого прироста и 
проводится анализ клеток с помощью микроскопирования [14].

Следует отметить, что область научных исследований в 
цитогенетическом мониторинге в большей степени посвя-
щена оценке генотоксичности распространённых соедине-
ний-токсикантов, среди которых практически неизученными 
остаются современные образцы противогололёдных мате-
риалов (ПГМ), отличающиеся от ранее используемых видов 
(песчано-соляная смесь, хлористый натрий и др.) много-
компонентным составом, включающим в себя помимо стан-
дартного набора различных классов химических соединений 
(хлориды, формиаты, ацетаты, нитраты и др.) различные ан-
тикоррозионные добавки, красители и прочие дополнитель-
ные компоненты [15]. 

На базе ФГБУ «ЦСП» Минздрава России (ранее ФГБУ 
«НИИ ЭЧ и ГОС им. А.Н. Сысина» Минздрава России) были 
проведены предварительные экспериментальные исследова-
ния по оценке мутагенного потенциала первых видов много-
компонентных ПГМ (хлористый кальций модифицированный 
«ХКМ», антигололёдный препарат на основе ацетата калия 
«Нордикс», антигололёдная смесь на основе хлоридов каль-
ция, натрия и калия «Бионорд»), пришедших на замену ранее 
используемой «технической соли» (хлористый натрий). В экс-
перименте была использована тест-система на основе бакте-
рий Salmonella typhimurium (тест «Эймса»). Полученные дан-
ные показали отсутствие какой-либо мутагенной активности 
со стороны изученного набора ПГМ [16].

Экспериментальные исследования свидетельствуют о 
том, что многие виды современных противогололёдных реа-
гентов обладают фитотоксическими свойствами. Попадание 
антигололедной смеси в почву без учёта безопасных концен-
траций способно оказать негативное воздействие на рост и 
развитие растений [17]. 

Учитывая тот факт, что в настоящее время в целях оцен-
ки степени опасности ПГМ на практике используют набор 
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that concentrations from 1 to 1.3 g/l increased a mitosis activity and concentration of 10 g/l provided the decline of 
mitosis. There were no cytogenetic defects in all studied concentrations.
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Т а б л и ц а  1
Характеристика противогололедного материала,  
используемого в эксперименте

Агрегатное  
состояние Химический состав Массовая доля  

компонента, %

Твёрдый CaCl2 17
NaCl 77

HCOONa 6

1 СП 2.1.7.1386-03 «Определение класса опасности токсичных отхо-
дов производства и потребления». Дата введения: 30 июня 2003 г.

2 МР 2.1.7.2297-07 «Обоснование класса опасности отходов произ-
водства и потребления по фитотоксичности». Методические рекоменда-
ции. М.: Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека. – 2007. – С. 15.
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Для целей цитогенетических исследований к концу экс-
перимента у луковиц срезали кончики корней и помещали в 
стаканчики с модифицированным фиксатором Карнуа (3 ча-
сти 96% этанола и 1 часть ледяной уксусной кислоты). Через 
2 ч корни промывали в 70% этаноле и в нём хранили в хо-
лодильнике. Перед проведением микроскопического анализа 
корни окрашивали ацетокармином и готовили давленые пре-
параты клеток в капле 45% уксусной кислоты [18].

В эксперименте учитывали следующие показатели: сред-
нее количество корней, длина самого длинного корня и длин-
на всех корней. 

Для цитогенетического анализа брали по два корня от 
каждой луковицы, в которых анализировали по 1000 клеток. 
Таким образом, на каждую луковицу число анализируемых 
клеток составило 2000. Рассчитывали митотический индекс 
(MI, ‰), характеризующий отношение числа клеток, вступив-
ших в митоз на 1000 проанализированных клеток. Среди ми-
тотических клеток учитывали число клеток в стадии профазы 
(П %), метафазы (М %), анафазы (А %) и телофазы (Т %). 

Оценка цитогенетического действия проводилась дву-
мя методами: с помощью микроядерного анализа учитыва-
ли микроядра, протрузии и двуядерные клетки [19] на 1000 
интерфазных клеток. В ана-телофазном методе учитывали 
долю клеток с цитогенетическими нарушениями во всех ана-
телофазах в корнях у луковиц всей группы.

Статистическую обработку данных проводили с помо-
щью компьютерных программ Microsoft Office Excel 2010 и 
Statistica 7. Для сравнения показателей у луковиц контроль-
ных и опытных групп использовали непараметрический кри-
терий Манна – Уитни, а также коэффициент ранговой корре-
ляции Спирмена.
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Т а б л и ц а  2
Изменение митотического индекса (MI ‰) при воздействии 
различных концентраций противогололёдного материала  
на меристематические клетки корней лука Allium cepa

Концентрация 
раствора, г/л

Число луковиц 
в опыте

Число луковиц 
с митозами  

в двух корнях

Митотический 
индекс (MI ‰). 

Средняя ± m

Контроль 9 9 58,3 ± 6,6
1 7 7 78,3* ± 7,6
1,3 8 8 77,4* ± 9,4
2 9 8 76,4* ± 10,1
4 9 7 51,7 ± 6,8
10 7 3 15,0* ± 2,6

П р и м е ч а н и е. *– p < 0,05 (по критерию Манна – Уитни).

Рис. 1. Зависимость величины фитотоксического эффекта (Ет,%)  
от концентрации растворов противогололедного материала при воз-
действии на корневую систему лука Allium cepa.

Т а б л и ц а  3
Доля клеток в корневой системе Allium cepa в разных фазах 
митоза под действием различных концентраций  
противогололёдного материала (1-10 г/л)

Концентрация 
раствора (г/л)

Профаза 
(П %)

Метафаза 
(М %)

Анафаза
(А %)

Телофаза 
(Т %)

Контроль 41,3 22,9 15,3 20,5
1 46,3 25,5 12,6 15,5
1,3 48,0 22,5 13,7 15,7
2 43,8 30,8 11,2 14,2
4 45,7 37,3 12,6 12,7
10 43,3 28,9 17,8 10,0

Т а б л и ц а  4
Частота клеток с микроядрами и протрузиями в корнях лука 
Allium cepa при воздействии различных концентраций  
противогололедного материала (Микроядерный тест)

Концентрация 
раствора (г/л)

Клетки, ‰

с микроядрами с протрузиями двуядерные

Контроль 0,88 0,59 0,18
1 0,31 0,39 0
1,3 0 0,47 0
2 0,47 0,27 1,01
4 0 0,075 0,15
10 0 0 0

Результаты 
На рис. 1 представлена зависимость фитотоксического 

эффекта от концентрации растворов антигололёда при ис-
пользовании различных показателей. При концентрации рас-
твора 100 г/л ни одна из луковиц не проросла. Растворы в 
концентрациях 1 и 1,3 г/л не вызывали значимых изменений 
в прорастании корней лука по всем показателям относитель-
но контроля. По показателю «среднее количество корней» 
минимально действующей концентрацией оказалась 4 г/л. 
Для показателей «средняя длина корней» и «корень макси-
мальной длины» минимально действующая концентрация  
2 г/л. Раствор в концентрации 10 г/л по всем показателям ока-
зал значимое (p < 0,05) снижение роста корневой системы 
относительно контроля.

Анализ связи между показателями «корень максимальной 
длины» и «средняя длина корней», проведённый по коэффи-
циенту ранговой корреляции Спирмена, показал значимую 
прямую корреляцию и имел достаточно высокие значения от 
0,8 до 0,9 при p < 0,05 для всех концентраций, кроме 1,3 г/л.

В соответствии с методическими рекомендациями МР 
2.1.7.2297-07 рассчитывали токсико-метрические показатели 
фитотоксичности – значение минимально действующей (по-
роговой) концентрации (EС20), при которой ингибирующий 
эффект у корней составляет 20% относительно контроля, а 
также величину среднедействующей концентрации (EС50), 
при которой эффект торможения роста корней находится на 
уровне 50% относительно контроля. Для каждого показателя 
рассчитывали уравнение регрессии, описывающее взаимос-
вязь концентраций с величиной фитотоксического эффекта. 

Для показателя «среднее количество корней» EС50 = 8 г/л, 
EС20 = 2 г/л. По показателям «средняя длина корней» и «ко-
рень максимальной длины» EС50 = 5 г/л, EС20 = 1,2 г/л.  

Результаты цитогенетического анализа корней лука Allium 
cepa (табл. 2) показали, что воздействие концентраций анти-
гололёда от 1 до 2 г/л приводило к достоверному (p < 0,05) 
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увеличению митотического индекса по сравнению с контро-
лем (в 1,3 раза). При концентрации 4 г/л митотическая актив-
ность располагалась на уровне контроля. Концентрация 10 
г/л оказала существенное статистически значимое (p < 0,05) 
снижение митотического индекса по сравнению с контролем 
(в 3,8 раза). Число луковиц, у которых были обнаружены ми-
тозы в проанализированных корнях для 10 г/л составило 3 из 
7 проросших. 

Анализ соотношений доли клеток в фазах митоза (табл. 
3) показал, что по мере роста концентраций от 1 до 10 г/л 
происходило небольшое увеличение доли профаз и наиболее 
показательное снижение доли клеток в стадии телофазы, при 
этом для 10 г/л отмечалось существенное снижение доли те-
лофаз относительно контроля (в 2 раза).

Цитогенетический анализ по микроядерному тесту не вы-
явил изменение частоты клеток с микроядрами и протрузия-
ми в интерфазных клетках в опытных образцах в концентра-
циях от 1 до 10 г/л по сравнению с контролем (табл. 4).

Ана-телофазный анализ не выявил изменение частоты 
ана-телофаз с фрагментами, мостами и отставшими хромо-
сомами по сравнению с контролем – достоверных различий 
в количестве клеток с цитогенетическими нарушениями не 
наблюдалось (табл. 5). 

Обсуждение
В эксперименте показано, что антигололёдный реагент 

обладает фитотоксическими свойствами. Растворы в кон-
центрациях 2; 4; 10 и 100 г/л оказали фитотоксическое дей-
ствие на корневую систему лука. Концентрации 1 и 1,3 г/л 
слабо повлияли на рост корней. Значение EС50 для показателя 
«среднее количество корней» составило 8 г/л, а для показате-
лей «средняя длина корней» и «корень максимальной длины» 

EС50 = 5 г/л. Показана способность антигололё-
да оказывать влияние на митоз в клетках корней 
лука Allium cepa. При воздействии концентраций 
1; 1,3 и 2 г/л отмечалось увеличение митотиче-
ской активности, при 10 г/л происходило угнете-
ние митоза. С ростом концентраций изменялось 
соотношение фаз митоза в сторону увеличения 
профазных и уменьшения телофазных клеток. 
Микроядерный тест и ана-телофазный анализ не 
выявили цитогенетической активности в изучен-
ном диапазоне концентраций.

В параллельном эксперименте изучались 
фитотоксические свойства растворов реагента 
в концентрациях 1; 10; 100 г/л на семенах пше-
ницы обыкновенной Triticum vulgare в соответ-
ствии с МР 2.1.7.2297-07. Экспериментальные 

данные показали (рис. 2), что величины фитотоксических 
эффектов имеют близкие значения и свидетельствуют о схо-
жей ответной реакции пшеницы и лука на антигололёдный 
реагент. Однако метод на луке Allium cepa, по сравнению с 
тестом на проростках пшеницы, отличался явным преиму-
ществом за счёт экспрессивности эксперимента, поскольку 
аналогичные результаты в данном тесте были получены уже 
на третьи сутки из-за быстрого роста корней. 

В эксперименте на луке Allium cepa выявлена прямая 
значимая корреляция (p < 0,05) между показателями «сред-
няя длина корней» и «корень максимальной длины» (по ко-
эффициенту ранговой корреляции Спирмена). Полученные 
данные показывают, что при анализе фитотоксичности могут 
быть использованы 2 показателя: «средняя длина корней» и 
«корень максимальной длины», однако наиболее удобным 
является использование показателя «корень максимальной 
длины», поскольку в этом случае процесс учёта длины кор-
ней является менее трудоёмким и более экспрессивным. 

Микроскопический анализ меристематических клеток 
корней лука Allium cepa позволил получить дополнительную 
информацию о биологической активности антигололёдного 
реагента. Цитотоксические исследования помогли раскрыть 
эффект биологического действия малых концентраций анти-
гололёдного реагента в диапазоне от 1 до 2 г/л, при котором 
наблюдалась стимуляция митотической активности клеток 
корней лука по сравнению с контролем. Выявлено значи-
тельное уменьшение доли телофазных клеток по мере роста 
концентраций от 1 до 10 г/л, а также в небольшом увеличе-
нии профазных клеток для всех концентраций по сравнению 
с контролем.  

Выводы
1. Корневая система лука Allium cepa оказалась достаточ-

но чувствительной к воздействию антигололёдного реагента 
при оценке его фитотоксического действия. Выявлено, что 
недействующими концентрациями антигололёда являются 1 
и 1,3 г/л, а действующей – 2 г/л. С увеличением концентра-
ций от 2 до 100 г/л происходило последовательное возрас-
тание фитотоксического эффекта. 

2. Антигололёдный реагент оказывает влияние на интен-
сивность митоза в меристематических клетках корней лука 
Allium cepa. Концентрации 1; 1,3 и 2 г/л оказали существен-
ное увеличение митотической активности по сравнению с 
контролем. Концентрация 10 г/л оказала сильно выраженное 
угнетение митотической активности по сравнению с контро-
лем. С ростом концентрации от 1 до 10 г/л отмечалось увели-
чение доли профазных клеток, а также наиболее выраженное 
снижение доли клеток в стадии телофазы.

3. Результаты ана-телофазного анализа и микроядерно-
го теста показали отсутствие цитогенетической активности 
антигололёда в концентрациях от 1 до 10 г/л.
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Т а б л и ц а  5
Ана-телофазный анализ учёта хромосомных аберраций в клетках корней 
лука Allium cepa при действии разных концентраций противогололёдного 
материала

Концентрация 
раствора, г/л

Число 
луковиц

Число 
ана-телофаз

Клетки с нарушениями, %

Отставшие 
хромосомы

Отставшие 
мосты Фрагменты Всего 

нарушений

Контроль 9 879 0,46 2,62 0,57 3,64
1 7 492 1,21 0,41 0,61 2,24
1,3 7 482 0,62 0,00 0,62 1,24
2 8 533 1,13 0,94 0,56 2,62
4 6 256 0,39 0,78 0,39 1,56

Рис. 2. Сравнительная характеристика чувствительности тест-
объектов (пшеницы Triticum vulgare и лука Allium cepa) по показа-
телю фитотоксичности при воздействии различных концентраций 
антигололёдного реагента.
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