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Тест ДНК комет является общепринятым для изучения генотоксичности новых лекарственных веществ на доклинической 
стадии. Целью работы явилось изучение перспектив применения этого метода в клинической лабораторной диагностике. 
Были изучены аналитические характеристики теста и проведено пилотное исследование на здоровых добровольцах и боль-
ных, находящихся в отделении интенсивной терапии. Материалом для исследования являлась цельная кровь. Аналитическая 
вариация содержания ДНК в «хвостах комет» находилась в пределах 5–8 %. Смещение (bias), которое определяли определяли 
методом Монте-Карло, составило 2,2 %. Общая аналитическая погрешность метода (TE) составила 15,6 %. Прогнозируе-
мые групповая и индивидуальная вариабельности оцениваются величинами 5 % и 12 %. Референсный интервал содержания 
ДНК в «хвостах комет» для условно здоровых добровольцев (n = 25) составляет 2,28 - 2,72 %, а значения показателя у всех 
больных превышали эти значения. Таким образом, можно сделать вывод о приемлемости основных аналитических показа-
телей, а также о перспективности дальнейших исследований по внедрению теста ДНК-комет в рутинную лабораторную 
практику.
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The comet DNA test is generally accepted for studying the genotoxicity of new drugs at the preclinical stage. The aim of the work was 
to study the prospects of application of this method in clinical laboratory diagnostics. Analytical characteristics of the test were studied 
and a pilot study was conducted on healthy volunteers and patients in the intensive care unit. The material for the study was whole 
blood. The analytical variation of DNA content in “comet tails” was in the range of 5-8%. The bias, which was determined by Monte 
Carlo method, was 2.2%. The total analytical error (TE) of the method was 15.6%. The predicted group and individual variability 
were estimated to be 5% and 12%. The reference interval of DNA content in “comet tails” for conditionally healthy volunteers (n=25) 
is 2.28 - 2.72%, and the values of the index in all patients exceeded these values. We can conclude about the acceptability of the main 
analytical indicators, as well as the prospect of further studies on the introduction of the DNA-comet test into routine laboratory 
practice.
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ВВЕДЕНИЕ 
Среди актуальных трендов современной медици-

ны – развитие «прецизионной» или «персонализиро-
ванной медицины». Это направление включает в себя 
методы профилактики, диагностики и терапии, осно-
ванные на индивидуальных генетически обусловлен-
ных особенностях пациента.  При этом геном посто-
янно подвергается воздействию факторов различной 
природы, способных генерировать мутации, которые 
в идеале должны быть исправлены специальной репа-
рационной системой. Отсюда возникает геномная не-
стабильность, играющая существенную роль в патоге-
незе онкологических [1], инфекционных [2] и других 
заболеваний, связанных с эндогенной интоксикацией и 
окислительным стрессом [3]. Помимо эндогенных фак-
торов, генотоксические эффекты могут быть связаны 
с экзогенными факторами, с которыми человеческий 
организм сталкивается каждый день в процессе жизне-
деятельности: лекарственные препараты, средства бы-
товой химии, ионизирующее излучение и т.д. [4].

Один из актуальных методов изучения генотоксич-
ности – метод гель- электрофореза изолированных 
клеток или тест ДНК-комет, позволяющий определять 
целостность ДНК на уровне отдельно взятой клетки. 
В настоящее время этот метод широко используется в 
фармакологических (на стадии доклинических испы-
таний потенциальных лекарственных препаратов [5, 6]
и экологических исследованиях [7, 8]. В частности, в 
России тест ДНК-комет был рекомендован для иссле-
дований in vitro в 2010 году главным санитарным вра-
чом Г.Г. Онищенко [9]. В последнее время тест ДНК-
комет применяется и в клинических исследованиях у 
больных с различными патологиями и оценкой эффек-
тивности терапии этих заболеваний. В основном, это 
онкологические заболевания разной этиологии и сте-
пени тяжести: рак шейки матки, рак мочевого пузыря, 
опухоли тканей желез внутренней и внешней секреции 
[10, 11]. Кроме того, этот тест привлекался и при иссле-
довании заболеваний неонкологической природы [12]. 
Данный метод также применялся в работах, связанных 
с оценкой репродуктивного здоровья [13]. 

Несмотря на то, что приведенные выше исследова-
ния имеют исключительно поисковый характер, полу-
ченные результаты дают основания полагать, что тест 
ДНК- комет может стать полезным диагностическим 
тестом в сфере клинической лабораторной диагности-
ки.  А именно, благодаря возможности оценивать це-
лостность генетического материала в отдельно взятой 
клетке, данный метод может быть очень полезен для 
ранней диагностики заболеваний, контроля их тера-
пии и определения влияния факторов внешней среды 
на общее состояние организма. В качестве требований, 

необходимых для определения валидности теста в кон-
тексте задач клинической лабораторной диагностики, в 
первую очередь должны использоваться общие требо-
вания для диагностических тестов1,2.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ   состояла в опреде-
лении основных аналитических характеристик теста 
ДНК-комет и определении референсного интервала 
уровня дефрагментации ДНК (уровня дефрагментации 
ДНК лейкоцитов здоровых и больных людей). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследовали дефрагментацию ДНК лейкоцитов в 

образцах цельной крови. Сбор капиллярной крови осу-
ществлялся путем прокола пальца пациента с помощью 
стерильного скарификатора. Далее кровь отбиралась в 
пробирки с заранее добавленным туда антикоагулян-
том – 0,109 М раствором цитрата натрия [16]. Образцы 
крови здоровых добровольцев (25 человек в возрасте 
18-60 лет) собирали с соблюдением всех норм асепти-
ки и стерильности, а также при наличии письменного 
согласия в соответствии с приказом Минздрава России 
от 20.12.2012 № 1177 н «Об утверждении порядка да-
чи информированного добровольного согласия на ме-
дицинское вмешательство и отказа от медицинского 
вмешательства в отношении определенных видов ме-
дицинских вмешательств, форм информированного до-
бровольного согласия на медицинское вмешательство 
и форм отказа от медицинского вмешательства».  Об-
разцы крови больных были обезличены, использова-
лись после клинических исследований, выполняемых 
по назначению лечащего врача.  Поэтому отдельное 
письменное согласие не требовалось. Время доставки 
венозной крови в лабораторию составляло не более 3 
часов с момента взятия.

Проведение теста ДНК-комет. Искомым параме-
тром повреждения ДНК был выбран % ДНК в «хвостах 
комет» клеток крови. Использовали метод ДНК-комет, 
соответствующий валидированному протоколу [9], с 
некоторыми модификациями. 

Цельную кровь объемом 20 мкл смешивали с 180 
мкл 0,5% раствора агарозы.  Полученную суспен-
зию клеток наносили на предметное стекло с заранее 
приготовленной подложкой из 1% раствора агарозы. 
После затвердевания агарозного геля слайды поме-
щали в лизирующий раствор (2,5M NaCl, 100мМ Na2-
ЭДТА, 10мМ трис-HCl, 10% ДМСО, 1% TritonX-100, 
pH=10,0). Лизис проводили в темном помещении при 
4 оС в течение 60 минут. Далее стекла однократно про-
мывали в дистиллированной воде и помещали на 20 
минут в щелочной буферный раствор для электрофо-
реза (300 мМ NaOH, 1 мМ Na2ЭДТА, рН=13,0). Элек-

1 ГОСТ Р 53133.1 – 2008 Технологии лабораторные клинические. Контроль качества клинических лабораторных исследований. Введен 2010-01-
01.  М.: Стандарт информ; 2009.
2 ГОСТ Р 53022.2 – 2008 Технологии лабораторные клинические. Требования к качеству клинических лабораторных исследований. Введен 2023-
10-01. М.: ФГБУ «РСТ»; 2022. 
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трофорез проводили в течение 20 минут при силе тока 
в 300 мА и напряжении в 25 В. После электрофореза 
слайды промывали в дистиллированной воде и поме-
щали в 70 % раствор этилового спирта на 5 минут для 
фиксации.  Окраску проводили с помощью люминес-
центного красителя SYBR-Green. Просмотр получив-
шихся микропрепаратов осуществлялся с помощью 
люминесцентного микроскопа Zeiss при увеличении в 
200 раз. Оценку количества ДНК в хвостах комет про-
водили с помощью программного обеспечения Com-
etScore 2.0.0.38.  Для дальнейшего анализа рассчиты-
вали «средние значения» размера хвостов 100 клеток 
на одном или нескольких участках микроскопических 
слайдов (стекол) по формуле:

.
Дизайн исследования. Исследование проводилось 

в 2 этапа: 1) оценивали аналитические характеристики 
метода; 2) пилотные клинические испытания метода, ко-
торые включали определение содержания ДНК в «хво-
стах комет» у условно здоровых добровольцев и боль-
ных, находящихся в отделении интенсивной терапии.

Оценку аналитических характеристик метода про-
водили также в 2 стадии: 

а) оценку вариабельности между 10 отдельными 
участками на 8 препаратах, изготовленных из одного и 
того же образца крови (оценка сходимости); 

б) 10-кратное исследование (10 серий по 10 слай-
дов) образцов крови одного и того же донора (оценка 
воспроизводимости). 

Оценку вариабельности (коэффициента вариации, 
CV %) проводили на основании результатов двухфак-
торного дисперсионного анализа. На стадии «а» также 
оценивали возможное значение смещения (прецизион-
ности). Поскольку контрольные материалы для данно-
го вида анализа отсутствуют, то для оценки смещения 
(bias %) мы привлекали метод Монте-Карло. То есть, 
в качестве значения смещения использовали среднее 
значение разницы между двумя случайно выбранными 
стеклами (1000 повторений).

На втором этапе исследовали дефрагментацию ДНК 
лейкоцитов 25 здоровых добровольцев в возрасте от 18 
до 65 лет и у 10 больных в критических состояниях, на-
ходящихся в отделении интенсивной терапии. Основ-
ной критерий включения - наличие эндогенной инток-
сикации у больного. 

Статистическая обработка результатов. Для 
оценки нормальности распределений использовали 
критерий Шапиро-Уилка.  В силу неизвестного апри-
орно характера распределения показателя как у добро-
вольцев, так и у больных, характеристики распреде-
лений и оценку референсного интервала приводили в 
двух видах: а) среднее значение ±2 стандартных откло-
нения; б) в виде квантилей распределения, а наличие 
различий между выборками проверили с привлечением 
критерия Манна-Уитни.  Как при использовании дис-
персионного анализа, так и статистики Манна-Уитни, 
критическим значением α считали 0,05. Расчеты прово-
дили с помощью функций программ MS Office Excel и 
Statistica Advansed 10 (лицензионный № 133-190-135). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты исследования вариабельности содер-

жания ДНК в «хвостах комет» между 10 участками 
на отдельно взятых микроскопических слайдах пред-
ставлены в табл. 1. Распределения значений в пределах 
подгрупп (по стеклам или по участкам) не отклонялись 
от нормальных. Статистически значимые различия не 
выявлены как между отдельными участками на слай-
де, так и между слайдами. Коэффициент вариации зна-
чений по стеклам несколько выше, чем по участкам. 
Это указывает на определенный вклад приготовления 
микропрепарата на аналитическую вариацию. Однако 
малое значение смещения (2,2 %) указывает, что основ-
ной вклад в аналитическую вариацию показателя вно-
сят именно «фоновые» (характерные для неповрежден-
ных клеток) различия размеров комет. 

Результаты исследования воспроизводимости мето-
да (10-кратное исследование свежих образцов крови в 
10 параллелях) приведено в табл. 2. Результаты двух-
факторного дисперсионного анализа показали, что раз-
личия между стеклами в пределах одной серии стати-
стически не значимы и практически равны величинам, 
приведенным в табл.1 (коэффициент вариации равен 
5,5 % по сравнению с 5,47 %).   Вместе с тем, стати-
стически значимыми оказались различия по сериям, а 
коэффициент вариации превышал внутрисерийный бо-
лее чем в 2 раза (12,2 %). Возможная причина таких 
различий – это индивидуальная вариабельность пока-
зателя. То есть, гипотетически индивидуальная вариа-
бельность двукратно выше аналитической.

Т а б л и ц а  1
Результаты оценки содержания ДНК в «хвостах комет» одного 
образца крови при анализе результатов измерения 10 участков  

8 микропрепаратов 

Показатели
Среднее содер-
жание ДНК в 

«хвостах комет» 
(%)

Стандартное 
отклонение CV %

p*

Все стекла и 
участки 2,41 0,16 6,81

Стекло* – 0,19 7,89 0,26

Участок* – 0,13 5,47 0,79
Абсолютное 
значение %

Смещение 
(Bias)** 0,05 2,2

Общая ошибка 
(TE) 0,38 15,6

Примечание. * – По результатам двухфакторного дисперсионного 
анализа расчет среднего значения отдельно по стеклам и участкам 
не проводился, ** – метод Монте-Карло.

Т а б л и ц а  2
Содержание ДНК в «хвостах комет» и вариабельность  

полученных результатов между стеклами в отдельных сериях 
исследования

Показатели

Среднее 
содержание 

ДНК в «хвостах 
комет», %

Стандартное 
отклонение CV %

p*

Все серии и 
стекла 2,50 0,15 6,0

Серии* – 0,30 12,2 > 0,001
Стекла* – 0,14 5,5 0,29
    Примечание. * – По результатам двухфакторного дисперсионно-
го анализа расчет среднего значения отдельно по стеклам и сериям 
не проводился.
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Значения.уровня.дефрагментации.
ДНК. в. обеих. исследуемых. группах.
здоровых. добровольцев. и. больных.
представлены.в.табл ..3 ..Среднее.зна-
чение. содержания. ДНК. в. «хвостах.
комет». добровольцев. составляло.
2,53.±. 0,13%. (CV.%.=.5 .04.%) ..Ген-
дерных.отличий.показателя.выявлено.
не. было ..При. определении. «параме-
трического».референсного.интервала.
путем.расчета.по.формуле.M.±.2×SD.
(где:. M. –. среднее. значение. %. ДНК.
в. «хвостах». по. выборке,. SD. –. стан-
дартное.отклонение).был.получен.интервал.2,30–2,72.%.
ДНК.в.«хвостах.комет» ..Близкие.значения.были.полу-
чены.и.при.расчете.2,5.и.97,5.процентилей ..

Значения.содержания.ДНК.в.«хвостах.комет».у.всех.
10.больных,.находящихся.в.отделении.интенсивной.те-
рапии,.превышали.верхнюю.границу.полученного.ре-
ференсного.интервала ..Среднее.значение.этого.показа-
теля.у.больных.составило.3,86.%,.что.в.1,5.раза.превы-
шает. значение.данного.показателя.в. группе.здоровых.
добровольцев .

Очевидно,. что. репрезентативность. данной. фокус-
группы. достаточно. проблематична,. как. по. поло-воз-
растному.признаку,.так.и.по.общему.количеству,.полу-
ченные. значения. референсного. интервала. расценива-
ются.нами.как.«прогнозируемые» .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По.результатам.проведенного.исследования.можно.

сделать.вывод.о.том,.что.предложенный.нами.модифи-
цированный. тест. ДНК-комет. потенциально. обладает.
приемлемыми.для.диагностического.теста.значениями.
сходимости,. воспроизводимости. и. аналитической. ва-
риабельности .. Коэффициент. аналитической. вариации.
метода.измерения.содержания.ДНК.в.«хвостах.комет».
составляет.примерно.7.%,.а.прогнозируемое.значение.
смещения. составляет. всего. около.2.% ..Общая. анали-
тическая. ошибка. метода. составляет,. таким. образом,.
около.15.% ..Учитывая,.что.групповая.вариабельность.
близка.к.5.%,.а.индивидуальная.-.гипотетически.около.
12.%,.то.аналитические.характеристики.метода.выгля-
дят.приемлемыми.для.лабораторной.диагностики ..Оце-
ночно,.референсный.интервал.для.содержания.ДНК.в.
«хвостах. комет». у. здоровых. людей. составляет. 2,28–
2,72.% ..Таким.образом,.тест.ДНК.комет.имеет.хорошие.
перспективы.для.внедрения.в.клиническую.практику ..В.
дальнейшем. необходимо. будет. изучить. индивидуаль-
ную.биологическую.вариабельность,.определить.забо-
левания,.для.которых.будет.целесообразно.применение.
этого.теста.в.клинической.практике ..
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