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Улучшенная процедура визуального обнаружения 
тетрациклиновой метки при массовом мечении грызунов

На основе анализа обширного краниального материала показано, что 
существующие методы визуальной диагностики тетрациклиновой метки у 
грызунов недостаточно надежны. Для повышения вероятности выявления 
меченых животных характерную флуоресценцию под ультрафиолетом 
необходимо искать в аншлифах как верхнего резца, так и нижней челюсти. 
Улучшенная методика дает прирост эффективности от 37 до 55%. Обнаружены 
различия в проявлении тетрациклиновой метки у полевок по сравнению с мышами. 
Установлено, что со временем образцы от любых вываренных и очищенных 
черепов становятся значительно светлее в ультрафиолете, что осложняет 
диагностику. Интенсивность флуоресценции метки в резцах также постепенно 
снижается. Определен критический срок хранения образцов – три года, 
после которого выявление метки затрудняется. Обнаружено, что обработка 
пероксидом водорода, которую часто применяют при очистке черепов грызунов, 
ухудшает видимость тетрациклиновой метки.
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Введение

Методы массового самомечения животных, появившись несколько деся-
тилетий назад, применялись главным образом для решения практических 
задач – оценки полноты потребления приманки с вакцинами или ядами [1–
3] или разработки способов борьбы с вредителями [4]. Лишь в единичных 
случаях этот подход использовали в теоретических исследованиях [5, 6]. 
Возникновение и широкое признание концепции метапопуляций привело к 
значительному росту интереса исследователей к изучению миграционной 
активности животных, поскольку именно этот процесс связывает отдельные 
локальные популяции в структуры более высокого порядка [7]. Использова-
ние простых и дешевых способов массового мечения позволяет проводить 
эксперименты в масштабах целых ландшафтов [8–11], что часто совершенно 
необходимо в исследованиях процессов расселения или степени изоляции 
группировок особей. В связи с этим стали появляться работы, направленные 
на совершенствование существующих методик [12–15].
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Применение тетрациклина в качестве биомаркера можно отнести к числу 
наиболее распространенных методов массового мечения. Животное, съевшее 
приманку, содержащую один из антибиотиков тетрациклинового ряда, полу-
чает метку в виде желтой флуоресценции в костях и зубах, наблюдаемую под 
действием ультрафиолета [16]. Явление вызвано тем, что тетрациклин и его 
дериваты образуют хелатные комплексы с ионами кальция в момент его де-
понирования в костных структурах [17]. Поэтому флуоресценция обнаружи-
вается на тех участках, где происходил рост в тот период, когда животное 
съело приманку. Метод применяется почти исключительно на млекопитаю-
щих и особенно часто на грызунах. В последнем случае метку можно обна-
ружить визуально в растущих частях костей [18, 19] или в резцах [20, 21], 
которые у этой группы животных интенсивно растут всю жизнь. Существует 
также способ выявления тетрациклинов с помощью хроматографии [22], но 
он не получил широкого распространения, так как оказался слишком слож-
ным и дорогим. К тому же эта методика подразумевает уничтожение образ-
цов, что не всегда приемлемо. Поэтому простой визуальный поиск маркера 
по-прежнему остается основным методом, особенно удобным при работе с 
массовым материалом. При выявлении меченых грызунов присутствие те-
трациклина чаще всего определяют или в кости нижней челюсти [1, 23, 24], 
или в верхнем резце [9–11, 21, 25]. Прямое сравнение этих методик ранее 
не проводилось. Цель данного исследования заключалась в поиске наиболее 
эффективной процедуры визуального обнаружения тетрациклиновой метки 
при массовом мечении грызунов с учетом возможных погрешностей, связан-
ных со спецификой полевой работы и обработки краниального материала.

Материалы и методики исследования

Сравнение эффективности поиска метки в нижней челюсти или в верхнем 
резце грызунов выполнено на зверьках различных видов, помеченных приман-
кой с гидрохлоридом тетрациклина и пойманных летом 2016 г. в лесных масси-
вах на территории г. Екатеринбурга. Отлов мелких млекопитающих проводили 
стандартным зоологическим методом с соблюдением общепринятых этиче-
ских норм по отношению к животным. Мечение проводилось неоднократно, 
поэтому приманка была доступна грызунам в течение трех недель. В ходе 
пробоподготовки после выварки и очистки черепов делали аншлифы изолиро-
ванного верхнего резца и одной из половин нижней челюсти вместе с резцом. 
Выявление тетрациклиновой метки проводили в темной комнате с использо-
ванием микроскопа МБС-1 (ЛОМО) и УФ осветителя с фильтром УФС-6. Все 
образцы, в которых обнаружены признаки метки, фотографировали в одном 
кадре с контрольными для подтверждения. Всего обработано 1 133 черепа.

Проанализировано влияние на выявляемость тетрациклиновой метки двух 
распространенных практик, применяемых при работе с краниальным матери-
алом, – музейного хранения и обработки черепов пероксидом водорода.

О.В. Толкачёв, О.Р. Гизуллина, Г.В. Оленев
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Оценку воздействия фактора времени (музейного хранения) на общий 
вид в ультрафиолете аншлифов без метки осуществили на основе нашего 
материала, собранного в Екатеринбурге в 2011–2016 гг., а также в Ильмен-
ском заповеднике в 1978 и 2014 гг. Черепа старше 2013 г. хранились в целом 
виде. Аншлифы от них сделаны специально для данного исследования в на-
чале 2017 г. Для проведения корректных сравнений случайно отобранные 
пары образцов разного срока хранения размещали в пределах поля зрения 
микроскопа и фотографировали одним кадром. Дальнейший анализ прово-
дился по фотографиям. 

Для изучения изменений, происходящих с тетрациклиновой меткой с 
течением времени, использован дополнительный материал, полученный 
в результате однократного мечения в Екатеринбурге в 2013 г. В этом слу-
чае приманка была доступна зверькам не более недели. Оценку проводили, 
сравнивая фотографии образцов, сделанные в одинаковых условиях в 2013 
и 2017 гг. При этом в обоих случаях использовали УФ осветитель ОЛД-41 
(СПО Светотехника). 

Для изучения влияния обработки черепов пероксидом водорода на выяв-
ляемость тетрациклиновой метки делались фотографии одних и тех же об-
разцов (4 шт.) до и после соответствующей процедуры. Таблетки гидропери-
та, истолченные в порошок, заливали 50 мл кипятка, после чего помещали в 
раствор один верхний резец или целый череп на 30 мин. Перед фотографи-
рованием образцы просушивали при комнатной температуре не менее суток.

На всех этапах исследования использовали фотоаппарат Canon Power-
Shot SX220HS (Canon Inc., Япония). Полученные фотографии не подверга-
лись никаким видам цветовой коррекции. Статистическое сравнение про-
порций проводили с помощью точного критерия Фишера (двусторонний) в 
программном пакете StatSoft STATISTICA 6.0. Краниальный материал на-
ходится на хранении Музея ИЭРиЖ УрО РАН (г. Екатеринбург).

Результаты исследования

Сравнение двух способов поиска метки проведено на зверьках, поме-
ченных в естественных условиях в рамках работы по изучению миграци-
онной активности грызунов. Поэтому обстоятельства детекции метки в на-
шем методическом исследовании полностью аналогичны тем, с которыми 
сталкиваются зоологи при практическом применении тетрациклиновой 
методики.

Всего выявлено 223 меченых животных, среди которых отмечены пред-
ставители всех видов несинантропных грызунов, присутствовавших в вы-
борке 2016 г. из Екатеринбурга: Sylvaemus uralensis (Pallas, 1811), Apodemus 
agrarius (Pallas, 1771), Myodes glareolus (Schreber, 1780), Myodes rutilus (Pal-
las, 1779), Microtus arvalis (Pallas, 1778), Microtus agrestis (Linnaeus, 1761), 
Microtus oeconomus (Pallas, 1776), Sicista betulina (Pallas, 1779).
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В большинстве случаев тетрациклиновая метка обнаружена как в верх-
нем, так и в нижнем резце (n = 134). У некоторых особей она найдена только 
в нижнем (n = 82) или только в верхнем резце (n = 5). В таких случаях метка 
была неяркой. Метка на кости нижней челюсти выявлена у 100 зверьков. 
У двух особей (S. uralensis и A. agrarius) яркая флуоресценция наблюдалась 
только в кости нижней челюсти при отсутствии метки в резцах (рис. 1).

Рис. 1. Проявление тетрациклиновой метки (желтый или желто-зеленый цвет): 
A – только в нижнем резце Myodes glareolus; B – только в верхнем резце Sylvaemus 

uralensis; C – только в костях Apodemus agrarius. Фото О.В. Толкачёва и О.Р. Гизуллиной
[Fig. 1. View of the tetracycline mark (yellow or yellow-green color): 

A - In the lower incisor Myodes glareolus; B - In the upper incisor Sylvaemus uralensis; 
C - Only in bones of Apodemus agrarius. Photo by OV Tolkachev and OR Gizullina]

Выявлены некоторые особенности расположения метки в зубной ткани 
зверьков разных таксонов. Обнаружено, что в верхних резцах полевок флуо-
ресценция проявляется в виде клина, сильно вытянутого в направлении ро-
ста зуба и обычно доходящего до окклюзионной поверхности в виде тонкой 
линии, тогда как у мышей свечение охватывает почти всю ширину шлифа 
(рис. 2). По нашим наблюдениям, интенсивность флуоресценции в зубах 
мышей обычно выше, чем у полевок. Случаи, когда метка проявлялась толь-
ко в нижнем резце, достоверно чаще встречаются у полевок по сравнению 
с мышами (50 и 27% от меченых полевок и мышей соответственно; точный 
критерий Фишера, p < 0,001).

При сравнении аншлифов верхних резцов немеченых животных, отлов-
ленных в разные годы (1978, 2011–2016), обнаружено, что все образцы, на-
ходящиеся на хранении больше трех лет, значительно светлее более свежих 
(рис. 3). Эффект проявляется вне зависимости от вида грызуна. Для допол-
нительной проверки реальности наблюдаемого явления над одним из авто-
ров поставили «слепой эксперимент», в ходе которого испытуемый успешно 
разделил смешанную выборку образцов 1978 и 2016 гг. с зашифрованными 
номерами на две соответствующие группы.



131Улучшенная процедура визуального обнаружения

Рис. 2. Типичное проявление тетрациклиновой метки в аншлифах верхних 
резцов рыжей полевки (Myodes glareolus Schreber, 1780) и малой лесной мыши 

(Sylvaemus uralensis Pallas, 1811). Образцы получены от животных, отловленных 
на площадке мечения в рамках одного эксперимента. Приманка с тетрациклином 
экспонировалась в течение трех недель. Фото О.В. Толкачёва и О.Р. Гизуллиной

[Fig. 2. Typical manifestation of the tetracycline mark in slices of the upper incisors of bank vole 
(Myodes glareolus Schreber, 1780) and pigmy wood mouse (Sylvaemus uralensis Pallas, 1811). 
Specimens were obtained from animals caught at a marking plot within the same experiment. 

The bait with tetracycline was exposed for three weeks. Photo by OV Tolkachev and OR Gizullina]

Рис. 3. Эффект «осветления» верхних резцов у немеченых животных с течением 
времени при сравнении случайных выборок образцов 2012 

и 2016 гг. Фото О.В. Толкачёва
[Fig. 3. «Lightening» effect appearing in the upper incisors of unmarked animals over time 

when comparing random samples from 2012 and 2016. Photo by OV Tolkachev]

Сравнительный анализ состояния верхних резцов с тетрациклиновыми 
метками, выполненный по фотографиям одних и тех же образцов, сделан-
ным в 2013 и 2017 гг., показал, что площадь наблюдаемой флуоресценции 
и её интенсивность уменьшаются со временем независимо от видовой при-
надлежности грызуна. Обнаружено, что обработка образцов пероксидом во-
дорода приводит к аналогичному эффекту (рис. 4). Если резцы не извлечены 
из черепа, то пероксид действует только на те их части, которые выступают 
из альвеол.
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Рис. 4. Деградация тетрациклиновой метки в аншлифах верхних резцов со временем
и после обработки пероксидом водорода. A – вверху один и тот же образец с меткой,

сфотографированный в идентичных условиях в 2014 и 2017 гг.; ниже – два контрольных
образца за соответствующие годы. B – вверху резец с меткой до и после обработки 

пероксидом водорода; ниже – один и тот же контрольный образец. Фото О.В. Толкачёва
[Fig. 4. Degradation of the tetracycline mark in slices of the upper incisors over time 

and after treatment with peroxide hydrogen. (A) At the top is the same marked specimen 
photographed in identical conditions in 2014 and 2017. Below are two control samples 

for the respective years. (B) At the top is the incisor with the mark before and after treatment 
with hydrogen peroxide. Below is the same control sample. Photo by OV Tolkachev]

Обсуждение результатов исследования

Основной целью нашего исследования являлось сравнение эффектив-
ности двух методик визуального поиска тетрациклиновой метки у грызу-
нов  – в нижней челюсти или в верхнем резце. Существование этих двух 
подходов связано с историей развития метода в целом. В 1967 г. С. Линхарт 
и Дж. Кеннели [26] впервые предложили применять тетрациклин в экологи-
ческих исследованиях. В своей работе они использовали койотов, у которых 
для анализа брали кости ног, грудину, ребро и половину нижней челюсти. 
Наиболее заметная флуоресценция наблюдалась в нижней челюсти. Позд-
нее Дж. Криер [23] провел сходное исследование на грызунах. При этом он 
проводил поиск метки только в нижней челюсти, опираясь на работу преды-
дущих авторов, и не делал шлифы. Все последующие англоязычные иссле-
дователи использовали эту методику. В России применение тетрациклинов 
для мечения грызунов началось со статьи Г.А. Клевезаль и М.В. Мины [21], 
в которой авторы определяли метку только в верхнем резце, поскольку об-
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разцы получали из неочищенных черепов в полевых условиях, а извлекать 
нижнюю челюсть в таком случае намного сложнее (Г.А. Клевезаль, личное 
сообщение). Важным нововведением этих авторов стало приготовление ан-
шлифов резцов, что повысило эффективность детекции метки. В большин-
стве русскоязычных работ применяется именно этот подход [9–11, 25, 27]. 
В некоторых случаях дополнительно исследовали различные кости черепа и 
посткраниального скелета [18, 19]. Мы считаем, что при работе с массовым 
материалом, обычно получаемым при массовом мечении грызунов, целесо-
образно работать только с черепом животных, поскольку этот подход лучше 
всего согласуется с общепринятыми зоологическими методиками, не требуя 
дополнительных манипуляций с отловленными зверьками.

В ходе исследования мы установили, что у некоторых особей флуорес-
ценция проявляется только в нижнем или только в верхнем резце. Тетра-
циклиновая метка в нижней челюсти грызунов (резец + кость) проявляется 
несколько чаще, чем в верхнем резце (218 vs 140 случаев). Соответственно, 
поиск метки в нижней челюсти на 35,8% эффективнее. Флуоресценцию в 
костях (100 случаев) мы наблюдали реже, чем в зубах. Кроме того, по на-
шим наблюдениям, интенсивность флуоресценции на поверхности костей 
обычно меньше, чем в резцах. В двух образцах метка обнаружена только 
в костях, но не в зубах. Поскольку оба зверька отловлены спустя 12 недель 
после мечения, очевидно, что метка в их резцах успела исчезнуть из-за ста-
чивания зубов. Все остальные меченые зверьки отлавливались через 3–6 не-
дель после раскладки приманки с тетрациклином. Два аналогичных случая 
описаны ранее Е.Ф. Малафеевой [25] на серых полевках. Очевидно, что по-
иск метки только на поверхности костей черепа был бы в нашем случае край-
не неэффективным, вопреки рекомендациям Дж. Криера [23]. Более интен-
сивное проявление флуоресценции в резцах по сравнению с костями может 
объясняться тем, что первые, в отличие от последних, у грызунов растут по-
стоянно, а тетрациклин связывается только со свободными ионами кальция, 
которые в достаточном количестве присутствуют в местах пролиферации 
минерализованных тканей. Более частое проявление метки в нижних резцах 
по сравнению с верхними, вероятно, связано с тем, что первые у грызунов 
растут быстрее [28]. Таким образом, для наиболее полного выявления ме-
ченых зверьков целесообразно просматривать аншлифы как верхнего резца, 
так и нижней челюсти. Предлагаемый комбинированный подход эффектив-
нее поиска метки только в кости нижней челюсти на 55,2%, а по сравнению 
с просмотром одного верхнего резца – на 37,2%. Обнаруженные различия в 
паттернах проявления метки в верхних резцах мышей и полевок могут быть 
связаны как с особенностями строения и роста резцов в семействах Muridae 
и Cricetidae, так и с различиями в полученной дозе маркера из-за разных кор-
мовых предпочтений и, соответственно, разного сродства к нашей приманке.

При сравнении общего вида резцов разных лет сбора выяснилось, что 
образцы, находящиеся на хранении три года и более, выглядят под ультра-
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фиолетом заметно светлее, чем свежие, что осложняет диагностику тетра-
циклиновой метки из-за снижения контрастности по сравнению с фоном. 
Параллельно происходит деградация самой метки, что заметно по сниже-
нию яркости, площади и формы флуоресцирующих участков. Вероятно, на-
блюдаемый эффект вызван постепенным разрушением остатков органики 
в зубах (включая хелатные комплексы). Тем же может объясняться и дегра-
дация метки под действием перекиси водорода, которая часто применяется 
для финальной очистки черепов или при работе со старыми, плохо почи-
щенными образцами. Данное предположение косвенно подтверждается тем, 
что интенсивность флуоресценции тетрациклина в костях сильно снижается 
после воздействия видимого света, вероятно, тоже за счет разрушения хе-
латных комплексов [29, цит. по 26]. В связи с этим необходимо отметить, что 
краниальный материал, использованный в нашем исследовании, хранился 
в закрытых ящиках, главным образом в подвальном хранилище Музея ИЭ-
РиЖ УрО РАН.

Выводы

Итогом исследования стало обнаружение нескольких факторов, способ-
ных существенно повлиять на эффективность визуальной детекции тетра-
циклиновой метки при массовом мечении грызунов. Сделанные выводы 
можно представить в виде практических рекомендаций:

1. При работе с краниальным материалом метку следует искать в аншли-
фах как верхнего резца, так и нижней челюсти.

2. Детекцию нужно проводить в первые три года после очистки черепов.
3. Выборки черепов, в которых планируется искать тетрациклиновую 

метку, нельзя обрабатывать пероксидом водорода.

Авторы признательны канд. биол. наук, с.н.с. лаборатории популяционной радиобио-
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Improved visual detection of tetracycline label for group rodent marking

Tetracycline is employed in practical and theoretical studies for group marking 
of animals. Individuals who consume the bait with marker get a label that appears 
as yellow or yellow-green fluorescence in bones and teeth under UV light. When 
this approach is used for rodents there are two locations for mark searching: in the 
mandibular surface (Crier, 1970) or in the polished slice of the upper incisor (Klevezal 
and Mina, 1980). The aim of this research was to find the most effective procedure for 
the visual detection of the tetracycline label in the mass marking of rodents, taking into 
account possible errors related to the specific nature of field work and the processing 
of cranial material.
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We compared the efficacy of mark searching in the lower jaw or the upper incisor 
using different rodent species that were marked with bait containing tetracycline 
hydrochloride and then captured during the summer 2016 in the forest stands near 
Yekaterinburg, Russia. We made polished slices of both the isolated upper incisor and 
the branch of mandibulae with incisor in the course of sample preparation. Detection of 
tetracycline label was carried out in the dark room by microscope under UV light. If a 
mark was suspected, we took a picture of that specimen together with a reference one 
in the same frame. Numbers of involved individuals were 1133. To assess the influence 
of time factor (museum storing) on a general view of slices under UV we compared 
upper incisors from animals without tetracycline label, which were caught in different 
years (1978-2016). Comparisons of randomly selected pairs from samples of different 
storage time were placed within the microscope field of view and photographed as one 
frame. Alterations of tetracycline marks in time were estimated by comparing images 
of the upper incisors taken under the same conditions in 2013 and 2017. To assess the 
impact of peroxide hydrogen on the detectability of tetracycline label we made photos 
of the same specimens (4 ind.) before and after the procedure. This study was carried 
out on abundant and not threatened species of small mammals. Our institution (Institute 
of Plant and Animal Ecology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences) has a special 
permission for such work. We did not use any unusual protocols that could contradict 
the generally accepted standards of animal care.

Basing on the analysis of extensive cranial material, we showed that the existing 
methods of visual diagnostics of the tetracycline mark in rodents is not reliable enough. 
In some cases, the label can only appear in the upper or lower incisors. On the surface 
of the bone of the lower jaw fluorescence is usually less intense than in the teeth, but 
in two cases a distinct mark was found only in bones, due to the fact that ever-growing 
incisors had time to be grinded (Fig. 1). To increase the probability of label detection it 
is necessary to search for specific fluorescence under UV light in slices of both the upper 
incisor and the lower jaw. The improved method gives the increment of efficiency from 
37% to 55%. We revealed differences in tetracycline label expression between voles 
and mice (Fig. 2). In the upper incisors of the voles, fluorescence manifests itself in 
the form of a wedge that is strongly elongated in the direction of tooth growth, usually 
reaching the occlusal surface in the form of a thin line, whereas in mice the yellow glow 
covers almost the entire width of the section. Cases when the mark appears only in the 
lower incisor more often occur in voles than in mice (50% vs 27%). It was found that 
over time teeth from any boiled and cleaned skulls become lighter under UV, which 
complicates the diagnosis (Fig. 3). The intensity of label fluorescence in incisors also 
gradually reduced (Fig. 4). The critical storage period for skulls was ascertained - three 
years, after which the identification of the mark becomes quite difficult. We discovered 
that treatment with hydrogen peroxide, which is often used for cleaning rodent skulls, 
impairs the visibility of the tetracycline mark (Fig. 4). In conclusion, we propose three 
practical recommendations for detection of tetracycline label in rodents: 1) Search for 
yellow or yellow-green fluorescence in slices of both the upper incisor and the lower 
jaw; 2) Detection should be done during the first three years after skull clearing; 3) 
Samples, which were designated to mark detection, should never be treated with 
hydrogen peroxide.
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