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Акриламид, широко используемый в промышленности и обнаруживаемый в 

повседневных продуктах питания, представляет значительную опасность для 

здоровья человека из-за его выраженных канцерогенных, нейротоксических и 

тератогенных свойств, особенно в мономерной форме. Нейротоксическое 

действие акриламида, связанное с нарушением ключевых молекулярных 

механизмов нервной системы, включая синаптическую передачу и аксональную 

функцию, делает его изучение приоритетным для предотвращения и минимизации 

его негативного воздействия на человека. Учитывая широкий спектр применения 

акриламида в промышленности и его присутствие в продуктах питания, 

необходимо глубокое исследование механизмов его токсичности для разработки 

эффективных методов защиты и восстановления здоровья.   

Цель исследования:  изучить влияние акриламида на уровень повреждений ДНК в 

культуре клеток гепатоцитов мыши MH324 с применением метода ДНК -комет. 

Материалы и методы.  В эксперименте использовались клетки гепатоцитов мыши 

линии MH324, культивируемые в среде Игла (IMEM). Для исследования 

генотоксического эффекта акриламида были приготовлены растворы с 

концентрациями 0,1 мМ, 0,2 мМ, 1 мМ и 10 мМ. Эксперименты проводились в 

условиях отсутствия и активации ферментов микросомальной системы, что 

позволило изучить влияние метаболической активации. Инкубация без активации 

длилась 4 часа (1 мМ, 10 мМ акриламида), с активацией ферментов проводилась 

после добавления полихлорированных бифенилов (ПХБ), а также 72-часовая 

инкубация при низких концентрациях (0,1–1 мМ).  
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Для оценки повреждений ДНК применялся метод ДНК-комет в соответствии с МР 

4.2.0014-10, с использованием флуоресцентного микроскопа Zeiss Axio Imager.D2 и 

анализа изображений в программе ImageJ. Обработка данных выполнялась в 

StatSoft Statistica 10.0, что обеспечивало точный статистический анализ. 

Результаты подтвердили возможность применения подхода для детального 

изучения генотоксичности акриламида. 

Результаты.  При кратковременной экспозиции (4 часа) акриламид вызывал 

значительное повреждение ДНК только при 10 мМ, где содержание ДНК в хвосте 

кометы увеличивалось до 16,22±0,42% (p<0,001), тогда как при 1 мМ изменений 

практически не наблюдалось. При длительном воздействии (72 часа) повреждение 

ДНК фиксировалось уже при 0,1 мМ, где этот показатель достигал 34,19±0,89% 

(p<0,001), что указывает на накопительный эффект. Метаболическая активация не 

привела к значительному усилению генотоксичности.  

Заключение.  Исследование подтвердило генотоксический эффект акриламида в 

культуре клеток гепатоцитов мыши MH324. Краткосрочная экспозиция (4  часа) 

вызывала повреждение ДНК только при 10 мМ, независимо от активации 

микросомальной ферментной системы, тогда как длительное воздействие (72 

часа) приводило к повреждениям уже при 0,1 мМ, указывая на накопительный 

эффект. Индукция метаболической активации не усилила генотоксичность. 

Ключевые слова:  генотоксичность, комплексные соединения, акриламид, 5-

гидрокси-6-метилурацил, антиоксидантная активность, культура клеток MH22A . 
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Acrylamide, widely used in industry and found in everyday food products, poses a 

significant health risk due to its pronounced carcinogenic, neurotoxic, a nd 

teratogenic properties, particularly in its monomeric form. The neurotoxic effects of  

acrylamide, associated with disruptions in key molecular mechanisms of the 

nervous system, including synaptic transmission and axonal function, make its 

study a priority for preventing and minimizing its negative impact on human health. 

Given the extensive use of acrylamide in industry and its presence in food products, 

an in-depth investigation of its toxicity mechanisms is essential for developing 

effective methods to protect and restore health. 

Object ive  of  the  study :  To investigate the effect of acrylamide on DNA damage 

levels in the mouse hepatocyte cell culture MH324 using the comet assay method.  

Mater ia ls and Methods:  The experiment utilized mouse hepatocyte cells  of the 

MH324 line, cultured in Eagle's medium (IMEM). To investigate the genotoxic e ffect 

of acrylamide, solutions with concentrations of 0,1 mM, 0,2 mM, 1 mM, and 10 mM 

were prepared. Experiments were conducted both in the  absence  and presence of  

microsomal enzyme activation to examine the influence of metabolic activation. 

Incubation without activation lasted 4 hours (1 mM and 10 mM acry lamide) , whi le 

incubation with enzyme activation was performed after the addition of 

polychlorinated biphenyls (PCBs). Additionally, a 72-hour incubation was carried out  

at lower concentrations (0,1–1 mM). 

The DNA damage assessment was performed using the comet assay method in 

accordance with MP 4.2.0014-10, utilizing a Zeiss Axio Imager.D2 fluorescent 
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microscope and image analysis with the ImageJ software. Data processing was 

performed in StatSoft Statistica 10.0, ensuring precise statistical analysis. The 

results confirmed the applicability of this approach for a detailed study of 

acrylamide genotoxicity. 

Results:  With short-term exposure (4 hours), acrylamide caused significant DNA 

damage only at 10 mM, where the DNA content in the comet tail increased to 

16,22±0,42% (p<0,001), while no significant changes were observed at  1 mM.  Afte r 

long-term exposure (72 hours), DNA damage was detected even at 0.1 mM, reaching 

34,19±0,89% (p<0,001), indicating a cumulative effect. Metabolic act ivation did not  

lead to a significant increase in genotoxicity. 

Conclusion: The study confirmed the genotoxic effect of acrylamide in the culture  of  

mouse hepatocyte MH324 cells. Short -term exposure (4 hours) caused DNA damage 

only at 10 mM, regardless of microsomal enzyme system activation, whereas long -

term exposure (72 hours) led to damage even at 0.1 mM, indicating a cumulative 

effect. Induction of metabolic activation did not enhance genotoxicity.  

Keywords: genotoxicity, complex compounds, acrylamide, 5-hydroxy-6-methyluraci l,  

antioxidant activity, MH22A cell culture. 
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Акриламид представляет собой водорастворимый алкен, который 

преимущественно используется в производстве полиакриламида, применяемого в 

средствах личной гигиены, а также в различных химических и промышленных 
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процессах, включая очистку сточных вод, инъекционное закрепление грунтов и 

улучшение свойств почвы [1, 2]. Этот химический компонент часто содержится в 

продуктах растительного происхождения, таких как картофель, зерновые изделия, 

а также в обжаренном кофе [3, 4]. В то время как его полимерная форма является 

безопасной, мономерная форма акриламида обладает выраженной токсичностью 

для мышей и крыс [5, 6], проявляя канцерогенные [7], тератогенные [8, 9] и 

нейротоксические [10] свойства. 

В печени акриламид (АА) подвергается окислению под действием цитохрома 

CYP2E1, превращаясь в эпоксидное соединение — глицидамид (ГА). В дальнейшем 

ГА гидролизуется ферментом эпоксидгидролазой. Это вещество обладает 

способностью ковалентного связывания с молекулами ДНК, и, согласно ряду 

исследований, именно оно играет ключевую роль в токсическом воздействии АА 

[11]. Например, установлено, что у мышей с дефицитом CYP2E1 значительно 

снижена чувствительность к отравлению акриламидом [12]. 

В естественных условиях акриламид не синтезируется. Основной причиной его 

попадания в окружающую среду является деятельность человека — прежде всего, 

промышленные выбросы и отходы, образующиеся в процессе водоочистки. Также 

он широко применяется в лабораторных исследованиях [13].  

В организм человека акриламид чаще всего поступает с пищей. Его образование 

происходит при термической обработке продуктов, как побочный эффект реакции 

Майяра. В этой реакции аминогруппа аспарагина взаимодействует с 

гидроксильными группами углеводов при температурах свыше 180 °C [14]. 

Основными продуктами процесса становятся меланоидины, которые придают 

жареным блюдам (мясу, рыбе, хлебу) характерный вкус и цвет [15].  

Помимо пищевых источников, акриламид также содержится в сигаретном дыме, 

что делает курение дополнительным фактором его поступления в организм [16].  

Цель исследования  – изучить влияние акриламида на уровень повреждений ДНК в 

культуре клеток гепатоцитов мыши MH324 с применением метода ДНК-комет. 

Материалы и методы.  Для выполнения данного эксперимента была использована 

культура клеток гепатоцитов мыши линии MH324. Процесс культивирования 

клеток осуществлялся в питательной среде Игла (IMEM), которая обеспечивает 

оптимальные условия для роста и жизнедеятельности клеточных структур. 

С целью исследования генотоксического действия акриламида были 

приготовлены его растворы в концентрациях 0,1 мМ, 0,2 мМ, 1 мМ и 10 мМ. Для 
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разведения использовалась питательная среда, что обеспечивало равномерное 

распределение вещества и предотвращало осаждение. Инкубация клеток 

осуществлялась в стандартных 24-луночных планшетах, что позволило 

оптимизировать распределение образцов и сократить погрешности, связанные с 

объемами среды. 

Исследование генотоксического действия акриламида проводилось как в 

условиях отсутствия, так и в условиях активации ферментов микросомальной 

системы, что позволило выявить влияние метаболической активации на 

генотоксические свойства вещества: 

1. Без активации ферментов микросомальной системы 

В этой части эксперимента клетки инкубировались в средах, содержащих 

акриламид в концентрациях 1 мМ и 10 мМ. Процедура инкубации длилась 4 часа. 

Для повышения надежности и воспроизводимости результатов каждый вариант 

эксперимента выполнялся в двух параллельных повторностях. 

2. С активацией ферментов микросомальной системы 

Для активации ферментов в питательную среду клеток добавляли смесь 

полихлорированных бифенилов (ПХБ), что обеспечивало индукцию активности 

микросомальных энзимов. Время активации составляло 24 часа. После 

завершения активации культуральная среда заменялась на свежую среду, 

содержащую акриламид в концентрациях 0,2 мМ, 1 мМ и 10 мМ. Инкубация клеток 

в таких условиях также продолжалась 4 часа.  

3. Длительная инкубация 

Отдельный эксперимент был посвящён длительному воздействию акриламида. 

Клетки культивировались на протяжении 72 часов в средах, содержащих низкие 

концентрации акриламида (0,1 мМ, 0,2 мМ и 1 мМ) без активации микросомальной 

ферментной системы. 

Для изучения влияния акриламида на целостность молекул ДНК применялся 

метод ДНК-комет. Этот метод базируется на визуализации повреждений ДНК в 

ходе электрофореза. Работа проводилась в соответствии с методическими 

рекомендациями МР 4.2.0014-10 «Оценка генотоксических свойств методом ДНК-

комет IN VITRO». Подготовленные микропрепараты исследовались под 

флуоресцентным микроскопом Zeiss Axio Imager.D2, оснащённым камерой Axio 

Cam MRc5, подключённой к компьютеру для сохранения изображений высокого 
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разрешения. Наблюдение проводилось при 100-кратном увеличении, что 

позволяло детально фиксировать морфологические изменения ДНК.  

Оценка степени повреждения ДНК проводилась путём вычисления процентной 

доли ДНК в хвосте кометы. Для количественного анализа использовалась 

программа ImageJ версии 1.48 (Wayne Rasband), позволяющая эффективно 

проводить обработку изображений и точный подсчёт параметров.  

Для математической обработки полученных результатов применялась программа 

StatSoft Statistica 10.0, что позволило провести качественный анализ данных, 

включая сравнение групп, расчёт средней величины и стандартного отклонения, а 

также оценку достоверности различий. Результаты представлены в виде среднего 

значения с указанием стандартной ошибки, что обеспечивает точность и ясность 

интерпретации данных. 

Представленный подход позволил получить полные и детализированные данные о 

генотоксическом действии акриламида, которые могут служить основой для 

дальнейших исследований. 

Результаты. 

Оценка генотоксичности акриламида без активации микросомальной ферментной 

системы.   

В условиях отсутствия активации микросомальной ферментной системы среднее 

содержание ДНК в хвосте кометы в контрольной группе составило 9,07±0,2%. В 

клетках, экспонированных в среде с 1 мМ и 10 мМ акриламида, данный показатель 

увеличивался до 9,62±0,35% и 16,22±0,42% соответственно. Показатель хвостового 

момента для этих групп составлял 4,87±0,24, 5,14±0,4 и 17,24±0,87 (рис. 1).  
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Рисунок 1.  Изменение содержания ДНК в хвосте кометы при краткосрочной 

экспозиции акриламида без активации микросомальных ферментов 

Figure 1. Changes in DNA content in the comet tail after short-term exposure to 

acrylamide without microsomal enzyme activation 

Статистический анализ, проведённый с использованием Н-критерия Краскела-

Уоллиса, показал значимые различия между группами по содержанию ДНК в 

хвосте кометы (H=200,31, p<0,001) и по хвостовому моменту (H=187,97, p<0,001). 

Результаты попарных сравнений приведены в таблице 1.   
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Таблица 1.  Содержание ДНК в хвосте кометы и хвостовой момент при 

краткосрочной экспозиции акриламида без активации микросомальных 

ферментов 

Table 1. DNA content in the comet tail and tail moment after short-term exposure to 

acrylamide without microsomal enzyme activation 

Группа Содержание ДНК в хвосте, % (M±SE) Хвостовой момент (M±SE) 

Контроль 9,07±0,20 4,87±0,24 

1 мМ АА 9,62±0,35 5,14±0,40 

10 мМ АА 16,22±0,42 17,24±0,87 

 

Оценка генотоксичности акриламида при метаболической активации 

микросомальных ферментов   

При активации микросомальной ферментной системы среднее содержание ДНК в 

хвосте кометы в контрольной группе составило 7,24±0,35%. В экспериментальных 

группах, обработанных 0,2 мМ, 1 мМ и 10 мМ акриламида, этот показатель 

составил 7,35±0,37%, 5,82±0,22% и 15,27±0,44% соответственно. Показатель 

хвостового момента изменялся следующим образом: 3,1±0,69 в контрольной 

группе, 3,25±0,45 при 0,2 мМ, 2,07±0,21 при 1 мМ и 12,09±0,7 при 10 мМ (рис. 2).   
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Рисунок 2.  Изменение содержания ДНК в хвосте кометы при краткосрочной 

экспозиции акриламида с активацией микросомальных ферментов 

Figure 2. Changes in DNA content in the comet tail after short-term exposure to 

acrylamide with microsomal enzyme activation 

Сравнение групп по содержанию ДНК в хвосте кометы показало значимые 

различия (H=443,59, p<0,001), а различия по хвостовому моменту также были 

статистически значимыми (H=556,07, p<0,001). Результаты попарного сравнения 

представлены в таблице 2.   
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Таблица 2.  Содержание ДНК в хвосте кометы и хвостовой момент при 

краткосрочной экспозиции акриламида с активацией микросомальных ферментов  

Table 2. DNA content in the comet tail and tail moment after short-term exposure to 

acrylamide with microsomal enzyme activation 

Группа Содержание ДНК в 
хвосте, % (M±SE) 

Хвостовой момент (M±SE) 

Контроль 7,24±0,35 3,10±0,69 

0,2 мМ АА 7,35±0,37 3,25±0,45 

1 мМ АА 5,82±0,22 2,07±0,21 

10 мМ АА 15,27±0,44 12,09±0,70 

 

Оценка генотоксичности акриламида при длительной экспозиции   

При экспозиции клеток в среде, содержащей акриламид, в течение 72 часов 

среднее содержание ДНК в хвосте кометы в контрольной группе составило 

23,78±0,65%. В клетках, обработанных 0,1 мМ, 0,2 мМ и 1 мМ акриламида, этот 

показатель достиг 34,19±0,89%, 35,59±1,18% и 30,17±1,43% соответственно. 

Показатель хвостового момента варьировал от 21,2±0,89 в контрольной группе до 

34,41±1,96 при 0,1 мМ, 30,39±2,07 при 0,2 мМ и 23,09±0,7 при 1 мМ (рис. 3).   
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Рисунок 3.  Изменение содержания ДНК в хвосте кометы при длительной 

экспозиции акриламида (72 часа) 

Figure 3. Changes in DNA content in the comet tail after long-term exposure to 

acrylamide (72 hours) 

Сравнение групп по содержанию ДНК в хвосте кометы выявило значимые 

различия (H=113,14, p<0,001), аналогичные результаты были получены и при 

анализе хвостового момента (H=67,19, p<0,001). Результаты попарных сравнений 

представлены в таблице 3.   
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Таблица 3.  Содержание ДНК в хвосте кометы и хвостовой момент при длительной 

экспозиции акриламида (72 часа) 

Table 3. DNA content in the comet tail and tail moment after long-term exposure to 

acrylamide (72 hours) 

Группа Содержание ДНК в 
хвосте, % (M±SE) 

Хвостовой момент (M±SE) 

Контроль 23,78±0,65 21,20±0,89 

0,1 мМ АА 34,19±0,89 34,41±1,96 

0,2 мМ АА 35,59±1,18 30,39±2,07 

1 мМ АА 30,17±1,43 23,09±0,70 

 

Общие закономерности   

Полученные результаты демонстрируют, что при кратковременной экспозиции (4 

часа) акриламид проявляет генотоксическое действие только в высокой 

концентрации (10 мМ), независимо от наличия или отсутствия активации 

микросомальной ферментной системы. Однако при длительном воздействии (72 

часа) повреждение ДНК фиксируется уже при концентрации 0,1 мМ.   

При воздействии 10 мМ акриламида в течение 4 часов уровень повреждений ДНК 

в клетках гепатомы мыши увеличивался более чем в 2 раза. В то же время 

экспозиция клеток при меньших концентрациях (1 мМ и ниже) не приводила к 

значимому росту количества разрывов ДНК. Длительное воздействие акриламида 

вызывало увеличение степени повреждённости ДНК во всех экспериментальных 

группах, однако результаты могли быть искажены из-за замораживания образцов, 

что снижает их надёжность.   

Влияние метаболической активации   

С целью моделирования метаболической активации акриламида в эксперименте 

использовалась индукция микросомальных ферментов полихлорированными 

бифенилами. Однако усиление метаболической активности не привело к 

значительному увеличению генотоксичности. Это может быть связано с 

недостаточным повышением уровня фермента Cyp2E1 в клеточной линии 

гепатоцитов, несмотря на его экспериментально подтверждённую роль в 

метаболизме акриламида и превращении его в более токсичный метаболит – 

глицидамид. 
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Обсуждение.  Результаты настоящего исследования подтверждают 

генотоксическое действие акриламида в культуре клеток гепатоцитов мыши 

MH324. Полученные данные свидетельствуют о том, что акриламид вызывает 

повреждение ДНК в зависимости от концентрации и длительности воздействия. В 

ходе краткосрочной экспозиции (4 часа) значительное увеличение содержания 

ДНК в хвосте кометы наблюдалось только при высокой концентрации (10 мМ), что 

согласуется с данными других исследований о пороговом уровне токсичности 

данного соединения [17]. При этом наличие или отсутствие активации 

микросомальной ферментной системы не оказало существенного влияния на 

генотоксичность акриламида при кратковременном воздействии.  

В то же время длительная экспозиция (72 часа) показала иные закономерности. 

Повреждение ДНК регистрировалось уже при концентрации 0,1 мМ, что 

подтверждает гипотезу о накопительном эффекте акриламида. Это может 

объясняться как постепенным увеличением количества разрывов ДНК в процессе 

длительного культивирования, так и возможными изменениями в активности 

репарационных систем клетки. Аналогичные результаты были получены в ряде 

других исследований, где длительное воздействие низких концентраций 

акриламида приводило к значительным изменениям в ДНК [18].  

Проведённая попытка индукции метаболической активации путём обработки 

клеток полихлорированными бифенилами не привела к ожидаемому увеличению 

генотоксичности акриламида. Это может быть связано с недостаточной 

экспрессией цитохрома Cyp2E1 в данной клеточной модели. Известно, что именно 

этот фермент отвечает за биотрансформацию акриламида в более токсичный 

метаболит — глицидамид, обладающий высокой способностью к ковалентному 

связыванию с ДНК [19]. Возможно, выбранные условия активации были 

недостаточны для значительного увеличения уровня метаболизма акриламида. 

Данный аспект требует дальнейших исследований с использованием 

альтернативных подходов к индукции ферментов микросомальной системы. 

Наши результаты согласуются с литературными данными о канцерогенном и 

мутагенном потенциале акриламида. В частности, в экспериментах in vivo и in vitro 

было показано, что длительное воздействие данного соединения приводит к 

накоплению повреждений ДНК, что в перспективе может способствовать 

онкогенезу [20]. Данные нашего исследования подчёркивают важность оценки 

хронических эффектов низких доз акриламида, особенно с учётом его широкого 

распространения в пище и окружающей среде. 
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Таким образом, результаты настоящей работы демонстрируют, что акриламид 

оказывает значительное повреждающее действие на ДНК клеток гепатоцитов, 

особенно при длительном воздействии. Полученные данные подтверждают 

необходимость дальнейших исследований механизмов генотоксичности 

акриламида, а также разработки стратегий по снижению его содержания в 

пищевых продуктах и окружающей среде. 

Заключение . Проведённое исследование подтвердило генотоксический эффект 

акриламида в культуре клеток гепатоцитов мыши MH324. Было показано, что при 

краткосрочной экспозиции (4 часа) акриламид вызывает повреждение ДНК только 

при высокой концентрации (10 мМ), причём этот эффект наблюдается независимо 

от наличия или отсутствия активации микросомальной ферментной системы. В то 

же время при длительном воздействии (72 часа) повреждения ДНК выявлены уже 

при низких концентрациях (0,1 мМ), что свидетельствует о накопительном 

характере генотоксического действия данного соединения.   

Попытка индуцировать метаболическую активацию с помощью 

полихлорированных бифенилов не привела к значительному увеличению 

генотоксичности акриламида. Это может быть связано с недостаточным 

повышением уровня фермента Cyp2E1 в данной клеточной модели, что требует 

дальнейших исследований по оптимизации условий индукции микросомальной 

ферментной системы.   

Полученные данные подтверждают, что длительное воздействие даже низких 

концентраций акриламида представляет потенциальную угрозу для генетической 

стабильности клеток. Это подчёркивает необходимость более детального 

изучения механизмов его токсичности, а также разработки подходов к снижению 

его содержания в окружающей среде и пищевых продуктах.  
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