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Геном живых организмов подвергается постоян-
ной атаке различных физических (ультрафиолетовая 
и ионизирующая радиация) и химических (геноток-
сические и канцерогенные вещества) факторов как 
окружающей среды, так и продуктов собственного 
метаболизма (свободные радикалы), которые могут 
повреждать ДНК клеток. Не будучи репарированны-
ми, повреждения ДНК могут инициировать каскад 
биологических реакций на клеточном, органном, 
организменном и популяционном уровне. Повы-
шение уровня загрязнения окружающей среды ге-
нотоксическими веществами, равно как и использо-
вание ДНК-повреждающих агентов в химиотерапии 
приводит к накоплению повреждений ДНК, угнете-
нию систем репарации, что в свою очередь приводит 
к возникновению мутаций и онкогенезу.

Образование повреждений ДНК является важ-
ным инициирующим событием в канцерогенезе. 
В течение последних 20 лет, было разработано мно-
го методов для мониторинга повреждений ДНК, 
обусловленных физическими и химическими фак-
торами, среди которых высокоэффективная жид-
костная хроматография, газовая хроматография, 
масс-спектрометрия, капиллярный электрофорез, 
ряд молекулярно биологических и иммунологиче-
ских методов, позволяющих изучать процессы ре-
парации ДНК [1].

Цель обзора состоит в том, чтобы оценить эф-
фективность метода ДНК-комет для детекции по-
вреждений ДНК, вызванных различными агента-
ми окружающей среды, в том числе при длительном 
воздействии на организм повреждающих факторов 
в низких дозах.

Метод ДНК-комет («DNA-comet assay»), впер-
вые описанный Ostling и Johansson в 1984 г. [2], яв-
ляется быстрым и весьма чувствительным методом 
регистрации повреждений ДНК и изучения репа-
рации ДНК на уровне одиночных клеток. Усовер-
шенствования и модификации метода ДНК-комет 
позволили значительно повысить его чувствитель-
ность и расширить сферу применения, однако прак-
тически не затронули основные принципы, поло-
женные в его основу [3].

Метод ДНК-комет применим в системах in vivo 
и in vitro. В настоящее время метод широко исполь-
зуется в исследованиях генотоксичности фармацев-
тических препаратов [4] и промышленных химиче-
ских веществ [5], репарации ДНК [6], апоптоза [7–9], 
клинических исследованиях по пренатальной диа-
гностике [10], предрасположенности к онкологиче-
ским заболеваниям, терапии при раке [11–13], ката-
ракте [14]. Метод ДНК-комет постепенно становится 
неотъемлемой частью программ по биомониторин-
гу — оценке влияния пищевого рациона [15], фак-
торов внешней среды [16], изменений метаболизма 
и физиологического состояния [17], старения орга-
низма [16, 18] на накопление и репарацию поврежде-
ний ДНК; по изучению механизмов радиопротектор-
ных воздействий [19, 20], формирования радиоадап-
тивного ответа [21, 22]; исследований по экологии 
[23–26]. Использование метода ДНК-комет позво-
ляет учитывать гетерогенность сложных популяций, 
изучать выход повреждений ДНК и репарацию прак-
тически в любых эукариотических клетках [27–29]. 
При этом для анализа необходимо всего несколько 
тысяч клеток исследуемого образца. 
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Основные процедуры метода ДНК-комет, опи-
санные в первоначальном варианте метода [2], за-
ключались в иммобилизации облученных клеток 
в низкоплавкой агарозе, нанесенной на предмет-
ное стекло для микроскопии. Обработка образцов 
в буфере с высоким содержанием соли приводила 
к лизису клеточных мембран и экстракции белков. 
Молекулы ДНК разделяли электрофорезом, тре-
ки ДНК визуализировали посредством окрашива-
ния флуоресцентным красителем, после чего об-
разцы изучали микроскопически. При наличии 
разрывов ДНК нарушается структурная организа-
ция хроматина и утрачивается сверхспирализация 
ДНК, что приводит к релаксации этой биомакро-
молекулы, формируются фрагменты ДНК, не свя-
занные с клеткой. В электрическом поле релаксиро-
ванные петли и фрагменты ДНК вытягиваются по 
направлению к аноду, что и придает наблюдаемым 
объектам вид «комет» (отсюда и произошло назва-
ние «comet assay», ставшее общеупотребительным). 
Количество ДНК, мигрировавшей по направлению 
к аноду и определяемое микрофотометром, может 
использоваться в качестве показателя, характери-
зующего уровень повреждений ДНК в изучаемых 
клетках. «Кометы» анализируют либо путем визу-
ального наблюдения и дифференциации «комет» 
по степени поврежденности ДНК, либо с использо-
ванием компьютерных программных средств обра-
ботки изображений. Последний метод анализа «ко-
мет» особенно необходим для объективной оценки 
влияния небольшой концентрации повреждающего 
агента, или для выявления незначительных разли-
чий между субпопуляциями клеток [6, 7, 9].

В 1988 г. был описан новый вариант метода ДНК-
комет, предполагающий проведение после лизиса 
клеток контролируемой денатурации ДНК и элек-
трофорез в щелочной среде, что позволило детек-
тировать однонитевые разрывы ДНК и щелочела-
бильные сайты (разрывы ДНК в них образуются в 
щелочных условиях), а также повысить чувствитель-
ность метода и воспроизводимость результатов [30]. 
Щелочная обработка препаратов лизированных кле-
ток вызывает расплетение дуплекса ДНК и позво-
ляет отдельным нитям независимо мигрировать в 
электрическом поле.

Стандартизация метода ДНК-комет. В настоящее 
время большинство лабораторий, внедривших дан-
ный методический подход в исследования, разрабо-
тали многочисленные вариации протокола, в част-
ности продолжительности и условий лизиса клеток, 
денатурации, электрофореза и окрашивания ДНК. 
Подсчитывают 100–500 клеток на одном стекле в 
двух повторах. Результаты эксперимента являют-
ся достоверными при повторении не менее 6 раз. 
Анализ «ДНК-комет» может проводиться визуально 
или с помощью программно-аппаратного комплек-
са. При визуальном анализе «ДНК-кометы» ранжи-
руются на пять условных типов с соответствующим 
числовым значением от 0 до 4. 

Степень поврежденности ДНК при этом выра-
жается как индекс «ДНК-комет» (ИДК), определяе-
мый по формуле: 

ИДК = (0n0 + 1n1 + 2n2 + 3n3 + 4n4) / Σ, 
где n0-n4 — число «ДНК-комет» каждого типа, 
Σ — сумма подсчитанных «ДНК-комет» [31]. 
Программно-аппаратный комплекс включает со-
вмещенную с микроскопом высокочувствительную 
камеру и специализированное программное обеспе-
чение, что позволяет проводить цифровую регистра-
цию и обработку параметров «ДНК-комет», харак-
теризующих целостность структуры ДНК — длину 
«кометы», длину «хвоста», диаметр «головы», про-
центное содержание ДНК в «голове или хвосте». На 
сегодня разработано около десятка программ для 
анализа «ДНК-комет», несколько из которых нахо-
дятся в свободном доступе. В зависимости от имею-
щегося программного обеспечения анализ параме-
тров «ДНК-комет» проводится в режиме «реального 
времени» либо с сохраненных цифровых изображе-
ний. В качестве показателя поврежденности ДНК, 
чаще всего используют длину «хвоста», %ДНК в 
«хвосте» или их произведение — так называемый 
момент «хвоста» [32–34]. 

Для калибровки метода ДНК-комет использова-
ли облучение от инкорпорированного 125I, при этом 
предполагали, что один распад 125I приводит к фор-
мированию одного двунитевого разрыва ДНК [35]. 
Данные экспериментов свидетельствуют о том, что 
в результате рентгеновского облучения в дозе 1 Гр в 
диплоидных клетках фибробластов китайского хо-
мячка формируется 23 двунитевых разрыва ДНК, 
что хорошо согласуется с данными, полученными 
методом импульсного гель-электрофореза [36].

Детекция однонитевых и двунитевых разрывов 
ДНК. Использование щелочного варианта метода 
ДНК-комет позволяет оценивать, главным образом 
выход однонитевых разрывов и щелочелабильных 
сайтов, так как при использовании данного прото-
кола двунитевые разрывы составляют менее 5% об-
щего выхода повреждений ДНК [37].

Методом ДНК-комет, проводимым в нейтраль-
ных условиях среды, детектируют преимуществен-
но двунитевые разрывы ДНК [38].

Метод ДНК-комет используется для биомони-
торинга генотоксических факторов окружающей 
среды. С помощью этого метода показано, что по 
прошествии 20 лет аварии на Чернобыльской АЭС 
степень поврежденности ДНК лейкоцитов детей, 
проживающих в Белоруссии на загрязненных ра-
дионуклидами территориях, достоверно превыша-
ет контрольные значения, причем наблюдается пря-
мая корреляция выхода повреждений ДНК и дозы 
радиоактивного загрязнения [39].

Оценка методом ДНК-комет генотоксичности 
ионизирующего излучения проводилась и на рас-
тительных объектах — бобах [40], табаке [41], семе-
нах 5 видов растений. Показана пригодность мето-
да для выявления продуктов питания, подвергших-
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ся радиационной стерилизации, когда повреждения 
ДНК регистрировались при дозах облучения сухих 
семян в 25 Гр и выше [42]. Наблюдалась прямая за-
висимость «момента хвоста кометы» от дозы и вре-
мени облучения. Процессы репарации ДНК эли-
минировали все радиационно-индуцированные по-
вреждения, детектируемые методом ДНК-комет, 
в течение 24 ч от момента облучения [43]. Следует 
также отметить, что значительная часть поврежде-
ний ДНК, формируемых алкилирующими соедине-
ниями, такими как нитрозомочевина, остаются не-
репарированными, по крайней мере в течение 1 мес 
после обработки растений мутагенами [41]. 

Детекция апоптотических клеток. Известно, что 
в клетках, гибнущих по механизму апоптоза, ДНК, 
как правило, претерпевает межнуклеосомную де-
градацию, являющуюся характерным маркером 
процесса. Апоптотические клетки имеют вид сла-
бо флуоресцирующих «ДНК-комет» с широким 
диффузным «хвостом» и практически отсутствую-
щей «головой». Использование метода ДНК-комет 
для регистрации апоптотических клеток в популя-
циях особенно актуально в случае, когда доступ-
ным является только небольшое количество образ-
ца. С помощью метода ДНК-комет удается полу-
чать информацию не только о содержании ДНК в 
апоптотических клетках, но и о размерах фрагмен-
тов ДНК, вышедших из клетки при действии элек-
трического поля.

В ряде работ было показано, что использова-
ние метода ДНК-комет оказывается полезным для 
разделения субпопуляций апоптотических клеток 
и клеток на ранних стадиях некроза. При некрозе 
нарушение целостности клеточных мембран пред-
шествует деградации ДНК, а при апоптозе деграда-
ция ДНК развивается раньше процесса разрушения 
клеточной мембраны. Поэтому метод ДНК-комет не 
менее информативен, чем другие методы, основан-
ные на оценке степени деградации ДНК, такие как 
электрофоретическое выявление «лестницы» ДНК-
фрагментов и проточная цитометрия [7–9, 37, 44].

Детекция повреждений оснований ДНК и сшивок 
ДНК-ДНК. Межнитевые сшивки ДНК-ДНК, фор-
мируемые многими терапевтическими средствами, 
также регистрируются методом ДНК-комет, прово-
димом в щелочных условиях [45–47]. Поперечные 
сшивки препятствуют расхождению нитей ДНК при 
щелочной денатурации, поэтому с увеличением чис-
ла таких сшивок количество ДНК, способной сво-
бодно мигрировать в электрическом поле, уменьша-
ется. Значительное количество повреждений ДНК 
в клетках приводит к формированию фрагментов 
ДНК, диффундирующих из геля во время лизиса и 
электрофореза, а фрагменты ДНК с размерами ме-
нее 50 тыс. пар нуклеотидов могут быть трудно ви-
зуализируемы. Поэтому регистрация методом ДНК-
комет незначительного количества сшивок на фоне 
значительного количества разрывов ДНК представ-
ляется затруднительной.

Регистрация субпопуляций гипоксических клеток в 
опухолях методом ДНК-комет. Известно, что клетки 
опухолей в состоянии гипоксии по крайней мере в 
3 раза более резистентны к образованию разрывов 
ДНК по сравнению с клетками, хорошо снабжаю-
щимися кислородом. Показано, что по количеству 
индуцированных облучением разрывов ДНК и сши-
вок ДНК белком можно судить о процентном соот-
ношении гипоксических клеток в исследуемых опу-
холях [48]. В случаях, когда опухолевые клетки бы-
стро восстанавливаются после облучения в дозах 
4 Гр и более, метод ДНК-комет может быть исполь-
зован для идентификации гипоксических популя-
ций клеток. Такое применение метода становится 
возможным благодаря тому, что кислород являет-
ся одним из определяющих эндогенных факторов, 
значительно модифицирующим выход одноните-
вых разрывов в ДНК [49, 50].

Метод ДНК-комет может быть полезен для оцен-
ки эффективности терапевтических воздействий, 
направленных на повышение уровня снабжения 
опухолевых клеток кислородом, или на избиратель-
ное поражение гипоксических клеток [50]. В частно-
сти, зафиксирован отчетливый генотоксический эф-
фект тирапазамина и RSU-1069, избирательно по-
вреждающих гипоксические клетки, при этом было 
установлено, что цитотоксическое действие тира-
пазамина опосредуется индукцией большого коли-
чества однонитевых разрывов ДНК, в то время как 
RSU-1069 вызывает в гипоксических клетках нако-
пление сшивок ДНК-ДНК [50].

Применение метода ДНК-комет в изучении ме-
ханизмов биологического действия ультрафиолето-
вого, ультразвукового излучения и высокочастот-
ного электромагнитного поля. Было показано, что 
ультразвуковое воздействие приводит к формиро-
ванию разрывов ДНК, которые частично репари-
руются [51–53]. Методом ДНК-комет, проводимого 
в щелочных условиях, было показано, что электро-
магнитные колебания (2,4 ГГц) индуцируют обра-
зование однонитевых разрывов ДНК в клетках го-
ловного мозга крыс [54, 55].

К настоящему времени выполнено много экс-
периментальных работ по изучению методом ко-
мет повреждений ДНК, индуцируемых ультрафи-
олетовым излучением [56]. Метод ДНК-комет по-
зволяет зарегистрировать однонитевые разрывы 
ДНК, формируемые на эксцизионном этапе репа-
рации ДНК после УФ-облучения клеток, что мо-
жет найти применение в идентификации клеточ-
ных линий, дефектных по репарации ДНК. В част-
ности, клетки больных пигментной ксеродермой 
дефектны по генам эксцизионной репарации ДНК, 
поэтому показатель «момент хвоста кометы» после 
УФ-облучения клеток больных меньше, чем у нор-
мальных индивидуумов. 

Следует отметить, что различные классы хи-
мических веществ могут стимулировать фототок-
сический эффект, поглощая световую энергию в 
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пределах диапазона длины волн солнечного све-
та. Исследование фотобезопасности — обязатель-
ный этап при создании новых препаратов. Десять 
УФ-поглощающих соединений (кетопрофен, про-
мазин, хлорпромазин, дакарбазин, акридин, ломеф-
локсацин, 8-метоксипсорален, хлоргексидин, дву-
окись титана, октилметоксициннамат) были про-
верены на потенциальную фотогенотоксичность 
в щелочном варианте метода ДНК-комет [56, 57]. 
Клетки лимфомы мыши культивировали с исследу-
емыми веществами в течении 20 мин и воздейство-
вали светом, имитирующим солнечный, в диапазо-
не от 280 до 800 нм. Доза УФ-излучения составля-
ла для УФ-А 600 мДж/cм2 и для УФ-Б 30 мДж/cм2. 
При сочетанном действии УФ и веществ, фотоге-
нотоксичность которых известна (8-метоксипсо-
рален, акридин, хлорпромазин, дакарбазин, кето-
профен, ломефлоксацин), образовывались разры-
вы ДНК, выявляемые методом ДНК-комет. Кроме 
того, были проанализированы четыре химических 
вещества, абсорбирующих УФ, которые, как извест-
но, не являются фотогенотоксичными (промазин, 
хлоргексидин, двуокись титана, октилметоксицин-
намат). Ни для одного из них не выявлено увеличе-
ния уровня повреждений ДНК. Приведенные дан-
ные свидетельствуют о том, что метод ДНК-комет 
является надежной моделью для оценки фотохими-
ческой генотоксичности in vitro [58, 59].

Использование эндонуклеаз, формирующих од-
нонитевые разрывы ДНК возле пиримидиновых ди-
меров, позволяет значительно повысить чувстви-
тельность метода ДНК-комет для детекции по-
вреждений ДНК, индуцированных УФ-облучением. 
В частности, зарегистрировано более чем двукратное 
возрастание выхода повреждений ДНК после 12-ча-
совой экспозиции одноклеточных Rhodomonas sp. 
к УФ-излучению А и Б [56, 60].

Метод ДНК-комет может использоваться для 
пренатальной диагностики пигментной ксеродер-
мы и трихотиодистрофии [10]. Этот метод может 
быть полезен при детекции генетических наруше-
ний репарации ДНК после облучения в лимфоци-
тах больных системным эритематозом и ревмато-
идным артритом.

Применение метода ДНК-комет в изучении гено-
токсического действия химических веществ.

Ежегодно в мире синтезируется или выделяет-
ся около 6 тыс. новых соединений [26, 56]. Среди 
12 миллиардов известных веществ, 2,5 млн явля-
ются канцерогенными [61–63]. Вещества, которые 
могут вызывать повреждения ДНК, принадлежат 
к разным классам неорганических и органических 
соединений. Наиболее активны и распространены 
в окружающей среде: полициклические ароматиче-
ские углеводы, гетероциклические ароматические 
углеводы, ароматические амины и амиды, амино-
азосоединения, N-нитросоединения, металлы и их 
соединения (соединения никеля, хрома, бериллия, 
железа) [61, 64–67].

Возможности метода ДНК-комет, его преимуще-
ства и недостатки наиболее наглядно продемонстри-
рованы в работе по исследованию генотоксичности 
208 химических соединений, выбранных из различ-
ных групп канцерогенных веществ по классифика-
ции Международного агентства по исследованию 
рака (МАИР) и Национальной токсикологической 
программы США [61, 68]. Тестирование проводи-
лось на мышах (в 8 органах) и продемонстрировало 
преимущества этого метода, в первую очередь свя-
занные с возможностью определять повреждения 
ДНК в любом органе, независимо от степени мито-
тической активности в нем. Результаты тестирова-
ния показали, что метод обладает наибольшей эф-
фективностью при определении фрагментации мо-
лекул ДНК как вследствие однонитевых разрывов 
индуцированных химическими веществами, так и 
образующихся из щелочелабильных сайтов возни-
кающих при алкилировании оснований и образова-
нии аддуктов ДНК. Сравнение метода ДНК-комет с 
тестом Эймса, который является общепризнанным 
методом для скрининга генотоксичных веществ, 
выявило высокую степень корреляции результа-
тов полученных при тестировании канцерогенных 
и неканцерогенных соединений. При исследова-
нии канцерогенных веществ, которые в тесте Эйм-
са дали отрицательный результат, половина из них 
оказалась генотоксичными при тестировании мето-
дом ДНК-комет. Последнее указывает на ограниче-
ния обоих методов, лишний раз свидетельствуя о 
том, что методы которые рассчитаны на выявление 
повреждений ДНК, мало подходят для идентифи-
кации негенотоксичных канцерогенов. Очевидно, 
что не существует одного метода способного выяв-
лять все генотоксические воздействия. Поэтому об-
щепринятым является использование набора тестов 
in vivo и in vitro. Сравнение метода ДНК-комет с дру-
гим традиционным тестом — образованием микро
ядер показало, что 49 из 54 тестированных канце-
рогенов не индуцировали образование микроядер, 
но давали позитивный ответ в методе ДНК-комет. 
Таким образом, метод ДНК-комет может быть ис-
пользован для оценки in vivo генотоксичности хи-
мических соединений [4, 26, 55, 63, 68].

Важным аспектом в исследованиях генотоксич-
ности и канцерогенности химических соединений 
является их причастность к формированию ради-
кальных форм кислорода и азота, которые могут 
инициировать канцерогенез благодаря своей спо-
собности реагировать с ДНК, вызывая мутации 
[69–71]. Так, в ряде экспериментов показано, что 
оксид азота (NO) и его производные могут содей-
ствовать процессу канцерогенеза. Генотоксичность 
NO определяется как его концентрацией, так и ме-
ханизмами попадания в организм. NO и его реак-
тивный радикал пероксинитрит (ONOO-) индуци-
руют однонитевые разрывы ДНК, вызывают как 
процессы репарации ДНК, так и гибели, путем не-
кроза или апоптоза. Кроме того, ускорение апопто-
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за в клетках является прямым ответом на проник-
новение NO. Это обстоятельство надо принимать 
во внимание при разработке химиотерапевтических 
препаратов, в составе которых содержатся NO и его 
радикалы [1, 72–74]. Метод ДНК-комет позволяет 
определять мутагенное действие экзогенного NO. 
Количество повреждений ДНК росло пропорцио-
нально увеличению концентрации NO, как в нор-
мальных клетках, так и в клетках аденокарценомы 
легкого [75]. Такие исследования подтверждают, что 
метод ДНК-комет является надежным методом для 
оценки генотоксичности химиопрепаратов in vitro 
[4, 27, 75, 76].

Заключение. Основное преимущество метода 
ДНК-комет перед другими методами регистрации 
повреждений ДНК заключается в возможности де-
текции повреждений на уровне одиночных клеток 
эукариот практически любого происхождения. Ре-
зультаты многих исследователей позволяют сде-
лать заключение, о том, что метод ДНК-комет в за-
висимости от тестируемого генотоксичного аген-
та [24, 26, 55, 56] по крайней мере сопоставим по 
чувствительности с традиционными цитогенети-
ческими тестами и в некоторых случаях превосхо-
дит их [1, 23, 41, 68, 75–78]. Поскольку для анали-
за образца методом ДНК-комет необходимо нали-
чие всего нескольких тысяч клеток, то в случаях, 
когда количество клеток является лимитирующим 
фактором (биоптаты и т. п.), рассмотренный метод 
может быть оптимальным для детекции поврежде-
ний ДНК. Привлекает быстрота проведения экспе-
риментов и относительная простота лабораторного 
протокола. Однако, к сожалению, метод имеет ряд 
недостатков. В некоторых случаях возникает опре-
деленная неясность относительно биологического 
значения повреждений ДНК, выявляемых методом 
ДНК-комет. Известно, что значительная часть таких 
повреждений может быть элиминирована система-
ми репарации ДНК и не зафиксирована в геноме. 
Несмотря на эти обстоятельства, метод ДНК-комет 
дает адекватную информацию об общем уровне по-
вреждений ДНК клеток, а при исследовании через 
определенные временные интервалы и об эффек-
тивности процессов репарации.

Метод может успешно применяться при иссле-
довании динамики действия генотоксических аген-
тов окружающей среды, когда низкие дозы сочета-
ются с большой длительностью воздействия фак-
тора. Кроме этого, он может быть использован для 
определения групп повышенного риска на произ-
водстве, а также при контроле результатов лечения 
и индивидуального подбора ДНК-тропных лекар-
ственных препаратов.
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APPLICATION OF THE COMET ASSAY FOR 
THE DNA DAMAGE ASSESSMENT CAUSED 
BY DIFFERENT ENVIRONMENTAL AGENTS

J.B. Sorochinska, V.M. Mikhailenko

Summary. The extended exposure to adverse 
environmental factors is accompanied by DNA 
damage increase and alters the repair system activity 
that can lead to initiation of mutations and malignant 
transformation in cells. During the last years, many 
analytical techniques have been developed to estimate 
DNA damage and investigate processes of DNA repair. 
However, not all of them possess sufficient sensitivity 
and specificity for monitoring variety of DNA damages 
caused by environmental factors. The aim of this 
review consists in efficiency evaluation of a Single 
Cells Gel Electrophoresis assay («Comet Assay») for 
DNA damages detection after exposure to different 
environmental agents. The assay possesses sensitivity 
necessary for registration of DNA damage and repair 
occurring on a single cell level and may be used for 
assessment of genome integrity.

Key Words: DNA damage, DNA repair, Comet 
Assay, carcinogenic environmental factors. 
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