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Резюме. Несмотря на довольно длительную историю применения и исследования эффектов ке-
тогенной диеты, многие аспекты ее действия на организм до настоящего времени остаются мало-
изученными. Цель — исследование воздействия кетогенной диеты на стабильность и активность 
генетического аппарата клеток и лейкоцитарную формулу крови. Материалы и методы. В каче-
стве объекта исследования были использованы самцы мышей линии C57BL/6 в возрасте 8 недель, 
которые были разделены на две группы — контрольную и экспериментальную. В течение 14 дней 
контрольная группа получала стандартную диету, а экспериментальная получала кетогенную ди-
ету. Был проведен микроядерный тест эритроцитов, подсчет ядрышек в лимфоцитах и рассчитана 
лейкоцитарная формула крови крыс. Результаты. Установлено, что у животных, получавших ке-
тогенную диету, доля эритроцитов с тельцами Жолли в 18,7 раз выше, чем у мышей контрольной 
группы, получавших стандартный рацион. Диета не вызывала изменений ядрышковой активно-
сти в лимфоцитах периферической крови мышей. Было обнаружено незначительное повышение 
уровня нейтрофилов у мышей из опытной группы по сравнению с контролем, вероятно, индуци-
рованное изменением биохимического состава крови (кетодиета имитирует состояние после голо-
дания или тяжелой физической нагрузки, которые могут сопровождаться незначительной нейтро-
филией). Выявлено существенное повышение доли эритроцитов с микроядрами в периферической 
крови животных опытной группы. Заключение. Таким образом, кетогенная диета не влияла на 
ядрышковую активность лимфоцитов, не приводила к патологическим изменениям лейкоцитарной 
формулы крови, но обладала заметным кластогенным эффектом на эритроциты периферической 
крови мышей. Это может быть обусловлено нарушением созревания клеток в условиях жесткого 
дефицита основного источника энергии для красных кровяных клеток — глюкозы и невозможно-
стью использования кетоновых тел в качестве энергетического субстрата. 
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Введение
Кетогенная диета — это лечебное питание, подразумевающее строгое ограничение углеводов 

и повышение содержания жиров в рационе относительно суммарного содержания белков и угле-
водов до 3:1 или 4:1 [1]. Дефицит углеводов в рационе существенно перестраивает метаболизм и 
вызывает физиологический кетоз [2]. 

После нескольких дней голодания или резкого ограничения потребления углеводов из жировых 
отложений мобилизуются свободные жирные кислоты, которые в печени подвергаются митохон-
дриальному окислению с образованием ацетоацетил-КоА и кетоновых тел (КТ) — ацетоацетата, 
ацетона и гидроксибутирата (β-HB) [3, 4]. После секреции в кровоток β-HB становится основным 
источником энергии для клеток головного мозга и других тканей, где он снова превращается в 
ацетил-Кo-A и вступает в цикл Кребса [5]. Таким образом, в условиях дефицита глюкозы ЦНС и 
другие ткани используют кетоны для получения энергии. β-HB также играет роль в синтезе холе-
стерина, липогенезе de novo и в процессах, влияющих на транскрипцию генов и окислительный 
стресс. [6-8]. 

Механизм лечебного эффекта кетогенной диеты до конца не ясен. Положительные эффекты этой 
диеты подтверждены только для фармакорезистентной эпилепсии, преимущественно у детей [9]. 
Предположительно, подобный рацион может играть терапевтическую роль при ожирении, син-
дроме поликистозных яичников, злокачественных новообразованиях [6]. При других заболеваниях 
опыт не столь богат, что, вместе с отсутствием результатов крупномасшабных исследований, не 
позволяет сформировать выводы о кетодиете [10].

К побочным эффектам кетогенной диеты относят метаболические и гастроинтенстинальные на-
рушения, мочекаменную болезнь, задержку темпов физического развития у детей, дефицит вита-
минов и минералов, остеопороз, дислипидемию, пруриго, повышение смертности [11]. Выявлено, 
что эмбрионы мышей, получавшие кетодиету во время гестации, отставали в росте, имели грубые 
дефекты развития ЦНС и меньшие размеры при рождении [11, 12, 13]. В постнатальном периоде 
при возобновлении стандартного полноценного питания такие мышата продолжали отставать в 
развитии, плохо прибавляли вес, а по данным нейровизуализации у них сохранялись пороки раз-
вития головного мозга [13].

Цель исследования
Таким образом, несмотря на довольно длительную историю применения и исследования эффек-

тов кетогенной диеты, многие аспекты ее действия на организм до настоящего времени остаются 
неизученными. В связи с изложенным выше целью нашей работы было исследование воздействия 
кетогенной диеты на стабильность и активность генетического аппарата клеток и лейкоцитарную 
формулу крови.

Материалы и методы 
В качестве объекта исследования были использованы самцы мышей линии C57BL/6 в возрасте 8 

недель, полученные из питомника «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Мыши содержа-
лись в стандартных условиях вивария при +25°C, относительной влажности воздуха 40%, 12-ча-
совом режиме смены дня и ночи, свободном доступе к пище и воде. Все процедуры проводились 
в соответствии с условиями, установленными Этическим комитетом по биологическим исследо-
ваниям (Секция использования и заботы о животных, протокол №42-03 от 02.04.2019) и требова-
ниями Директивы 2010/63/EU Европейского парламента и Совета Европейского Союза о защите 
животных, используемых в научных целях.

Подопытные животные случайным образом были разделены на две группы — контрольную (10 
особей) и экспериментальную (10 особей). В течение 14 дней контрольная группа получала стан-
дартную диету — 11% жиров, 24% белков и 65% углеводов (Диета для содержания мышей и крыс, 
Altromin Spezialfutter GmbH, Германия); экспериментальная группа получала кетогенную диету — 
84% жиров, 11% белков и 5% углеводов (Кетогенная диета, Altromin Spezialfutter GmbH, Германия). 
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По окончании эксперимента у каждой мыши брали периферическую кровь из хвостовой вены и 
готовили мазок. Параметры стандартного нанесения мазка: начало мазка на расстоянии 1–1,5 см 
от узкого края предметного стекла, конец — на расстоянии 2–2,5 см от противоположного края. 
Препараты фиксировали в 96% этиловом спирте 20 минут, высушивали на воздухе, окрашивали 
азур-эозином в течение 5 минут, после чего краситель смывали дистиллированной водой [14].

Полученные микропрепараты анализировали на микроскопе Laboval-4 (Carl Zeiss, Jena) с им-
мерсией при увеличении 100×1,5×10. Просматривали не менее 3000 эритроцитов на каждом пре-
парате. За микроядра принимали хроматиновые тела округлой или овальной формы с гладким не-
прерывным краем, размером не более 1/3 ядра [15]. Вычисляли частоту встречаемости клеток с 
микроядрами (‰) (рис. 1).

 

Рис. 1. Эритроциты с микроядрами в периферической крови мыши. Увеличение 100×1,5×10
Figure 1. Erythrocytes with micronuclei in the peripheral blood of mouse (magnification: 100×1,5×10)

Для выявления транскрипционно активных ядрышкообразующих районов хромосом в интерфаз-
ных ядрах лимфоцитов мазки крови, предварительно окрашенные по Романовскому–Гимзе, до-
крашивали по методу W. Howell, D. Black [16]. Препараты импрегнировали 50 % раствором азот-
нокислого серебра в течение 20 минут при комнатной температуре в темноте и в течение 5 минут в 
термостате при температуре +37°С. Просматривали не менее 100 лимфоцитов на каждом препара-
те, вычисляли среднее число ядрышек на клетку (отношение общего числа ядрышек на препарате 
к числу просмотренных клеток), долю клеток с 1, 2, ..., n ядрышками в ядре.

Для расчета лейкоцитарной формулы крови на препарате анализировали не менее 200 лейкоци-
тов и вычисляли процентное соотношение их типов [17].

Статистическую обработку результатов исследования проводили с использованием паке-
тов статистических программ STADIA 7.0 (InCo, Россия). Результаты представлены в формате 
«среднее±стандартное отклонение», также приведены медианы показателей и квартили. Характер 
распределения большей части исследованных показателей отличался от нормального (по крите-
риям Колмогорова, ω², χ²), поэтому сравнение медиан выборок осуществляли с использованием 
Х-критерия рангов Ван-дер-Вардена [18]. Нулевую гипотезу при применении всех методов стати-
стической обработки отвергали при р < 0,05.
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Результаты и обсуждение
При проведении микроядерного анализа в эритроцитах периферической крови мышей были по-

лучены следующие результаты (табл. 1).

Таблица 1
Доля эритроцитов с микроядрами (‰) в периферической крови мышей в контрольной 

и опытной группах
Table 1

The proportion of erythrocytes with micronuclei (‰) in the peripheral blood of mice in the control and 
experimental groups

Показатель Контроль (n=10) Опыт (n=10)
x±sₓ 0,8±0,4 14,9±4,3
Me 0,7 13,7*

Квартили 0,6; 1,0 11,3; 18,5
Примечание: * – отличия от контроля статистически достоверны (P=0,0002).
Note. * – the differences are significant compared with the control group (P=0,0002).

Было выявлено значительное повышение количества эритроцитов с микроядрами в опытной 
группе по сравнению с контролем: в контрольной группе частота встречаемости эритроцитов с 
тельцами Жолли составила 0,8‰, а в опытной — 14,9 ‰, то есть возросла в 18,7 раз.

Результаты ядрышкового теста представлены в таблице 2.

Таблица 2
Ядрышковые характеристики лимфоцитов периферической крови мышей 

в контрольной и опытной группах
Table 2

Nucleolar characteristics of the peripheral blood lymphocytes of mice in the control 
and experimental groups

Показатель Контроль (n=10)  x±sₓ  Me  Квартили Опыт (n=10)  x±sₓ  Me  Квартили
Среднее число ядрышек на клетку, шт. 1,7±0,1  1,7  1,7; 1,8 1,7±0,1  1,7  1,6;1,8

Доля клеток с 1 ядрышком, % 39,9±4,0  39,9  37,7; 43,6 38,3±7,9  39,1  29,8; 44,9
Доля клеток с 2 ядрышками, % 48,3±3,5  48,7  45,6; 51,5 50,3±4,5  50,4  47,4; 53,8
Доля клеток с 3 ядрышками, % 9,7±3,2  9,8  7,1; 11,4 10,0±4,9  8,6  6,3; 13,9
Доля клеток с 4 ядрышками, % 1,9±2,0  1,5  1,0; 1,8 1,7±1,0  1,2  0,6; 2,4
Доля клеток с 5 ядрышками, % 0,1±0,3  0,0  0,0; 0,13 0,1±0,3  0,0  0,0; 0,2
Доля клеток с 6 ядрышками, % 0,06±0,2  0  0; 0 не обнаружено

Различий в активности ЯОР лимфоцитов между группами мышей, получавшими стандартную и 
кетогенную диеты, обнаружено не было.

Результаты расчета лейкоцитарных формул у контрольной и опытной групп мышей представле-
ны в таблице 3.

Лейкоцитарная формула крови мышей, получавших стандартную диету (контрольная группа), 
соответствовала норме. Полученные нами результаты согласуются с данными других авторов [19]. 
14-дневная кетодиета индуцировала повышение количества нейтрофилов в периферической крови 
мышей из опытной группы. Остальные показатели лейкограммы животных указанной группы не 
отличались от таковых в контроле.

Микроядра представляют собой ацентрические хромосомные фрагменты и отдельные целые хро-
мосомы, «потерянные» во время митоза [15]. Тельца Жолли описаны как остатки ядер эритроци-
тов, циркулирующих в органах с патологическими изменениями [20]. Считается, что микроядра 
отражают начальные стадии развития геномной нестабильности и злокачественной трансформа-
ции клеток. Особи, предрасположенные к развитию злокачественных новообразований, характе-
ризуются более быстрым и резким накоплением клеток с микроядрами, чем остальные индивиды 
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[21]. Кетогенная диета обладает выраженным кластогенным действием на эритроциты, хотя кето-
новые тела, по данным литературы, не являются мутагенами и генотоксикантами [22, 23]. Возмож-
но, появление большого количества эритроцитов с тельцами Жолли связано не непосредственно с 
воздействием продуктов метаболизма жирных кислот, а с дефицитом энергетических субстратов 
для эритроцитов, что препятствует нормальному созреванию клеток, так как метаболизм в эритро-
цитах ограничен анаэробным гликолизом и гексозомонофосфатным путем.

Таблица 3
Лейкограммы периферической крови мышей в контрольной и опытной группах 

Table 3
Leukograms of peripheral blood of mice in the control and experimental groups

Контроль (n=10)  
x±sₓ  
Me  

Квартили

Опыт (n=10)  
x±sₓ  
Me  

Квартили

Лимфоциты
61,7±4,8  

60,0  
58; 66

59,1±5,4  
57,5  

54,6; 65,5

Нейтрофилы
24,8±3,6  

26,3  
21,6; 27,5

28,6±5,1  
29,0*  

23,1; 32,9

Моноциты
12,1±2,8  

12,8  
9,8; 14,1

11,9±2,1  
11,8  

10,1; 14,1

Эозинофилы
1,0±1,3  

0,5  
0,0; 1,5

0,3±0,3  
0,3  

0,0; 0,5

Базофилы
0,5±0,5  

0,5  
0,0; 1,0

0,2±0,2  
0,0  

0,0; 0,5
Примечание. * — отличия от контроля статистически достоверны (P=0,03).

Note. * — the differences are significant compared with the control group (P=0,03).

Ядрышки обнаруживаются в ядрах практически всех клеток, за небольшим исключением (так, 
ядрышки отсутствуют в клетках зародыша на ранних этапах эмбриогенеза и в клетках, которые 
проходят специализацию, как, например, некоторые клетки крови). В клеточном цикле ядрышки 
присутствуют в течение всей интерфазы; в период митоза в профазе во время компактизации хро-
мосом они постепенно исчезают. В метафазе и анафазе ядрышки отсутствуют. Анализ ядрышковой 
активности позволяет оценить уровень синтеза в клетках 18S и 28S субъединиц рибосомальной 
РНК, принимающих участие в биосинтезе белка [24]. Полученные нами результаты позволяют сде-
лать вывод о том, что кетогенная диета не нарушала процессы биосинтеза белка в лимфоцитарных 
клетках.

Лейкограмма дает представление о балансе между выработкой лейкоцитов в костном мозге, их 
распределением в сосудистой системе и эмиграцией из кровеносных сосудов в ткани. Повышение 
уровня нейтрофилов в периферической крови может указывать на развитие воспалительной ре-
акции и активацию фагоцитарного звена иммунной защиты. Уровень нейтрофилов также может 
быть повышен на фоне стрессов, интенсивной физической нагрузки, переохлаждения или пере-
грева [25]. Поскольку содержание кетоновых тел в крови после интенсивной физической нагрузки 
увеличивается, биохимически кетодиета может имитировать это состояние и вызывать соответ-
ствующую реакцию со стороны иммунной системы.

Заключение 
Таким образом, кетогенная диета не влияла на ядрышковую активность лимфоцитов, не приво-

дила к патологическим изменениям лейкоцитарной формулы крови, но обладала заметным класто-
генным эффектом на эритроциты периферической крови мышей. Последний может быть связан с 
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дефицитом глюкозы, которая является источником энергии для красных клеток крови и из-за осо-
бенностей их метаболизма не может быть заменена кетоновыми телами. Дефицит энергии приво-
дил к нарушению созревания эритроцитов в красном костном мозге и выходу дефектных клеток в 
кровоток. Такие клетки хуже справляются с газотранспортной функцией, что может индуцировать 
системные эффекты, связанные с нарушением снабжения тканей и органов кислородом. Также 
нарушение процессов созревания может приводить к трансформации клеток-предшественниц эри-
троцитов и провоцировать онкогематологические заболевания.

Поэтому кетогенная диета должна применяться строго по показаниям, под наблюдением меди-
цинских специалистов и при постоянном контроле биохимических показателей в тех случаях, ког-
да ожидаемая польза превышает возможные риски и вред от побочных эффектов.
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Abstract. The effect of a 14-day ketogenic diet on the level of erythrocytes with micronuclei, the 
activity of nucleolar-forming regions in lymphocytes, and the leukocyte blood count of 8-week-old 
male C57BL/6 mice was studied. It was found that in animals receiving a ketone diet, the proportion of 
erythrocytes with Jolly bodies was 18.7 times higher than in mice in the control group receiving a standard 
diet. The diet did not cause changes in nucleolar activity in lymphocytic cells of the peripheral blood of 
experimental animals. A slight increase in the level of neutrophils in mice from the experimental group 
compared with the control was found, probably induced by a change in the biochemical composition of 
the blood (ketodiet mimics the state after fasting or heavy exercise, which may be accompanied by slight 
neutrophilia). A significant increase in the proportion of erythrocytes with micronuclei in the peripheral 
blood of animals of the experimental group may be due to a violation of cell maturation under conditions 
of severe deficiency of the main energy source for red blood cells - glucose and the inability to use ketone 
bodies as an energy substrate.
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