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В ранее проведенных нами исследованиях на лимфоцитах периферической 
крови человека был обнаружен феномен сниженной эффективности репарации 
двунитевых разрывов ДНК в ответ на воздействие импульсно-периодическим 
рентгеновским излучением в малых дозах. Одним из объяснений наблюдаемого фе-
номена может являться наличие в клетке порога активации систем антиокис-
лительной защиты и систем репарации радиационно-индуцированных двуните-
вых разрывов ДНК, достижение которого является необходимым условием для 
запуска и эффективного функционирования систем репарации. В связи с этим для 
анализа влияния уровня активных форм кислорода на эффективность репарации 
двунитевых разрывов ДНК был проведен эксперимент по оценке уровня фокусов 
белка γH2AX после воздействия импульсно-периодическим рентгеновским излуче-
нием на лимфоциты периферической крови человека, необработанные и предвари-
тельно обработанные 10 мкМ H2O2. Было установлено, что добавление 10 мкМ 
H2O2 незначительно повышает уровень фокусов белка γH2AX, но не влияет на 
радиочувствительность клеток. Также не было обнаружено значимых разли-
чий между долями репарированных двунитевых разрывов ДНК в предварительно 
обработанных и необработанных 10 мкМ H2O2 лимфоцитах. В связи с высокой 
вариабельностью результатов между донорами можно предположить, что эф-
фекты воздействия зависят от индивидуальных особенностей.

Ключевые слова: импульсно-периодическое рентгеновское излучение; дву-
нитевые разрывы ДНК; перекись водорода; активные формы кислорода; малые 
дозы ионизирующего излучения.

Введение

Человек постоянно подвергается воздействию ионизирующего излучения 
как от естественных, так и от искусственных источников. Влияние радиации 
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в высоких дозах является сравнительно изученным, в то время как в диапа-
зоне малых доз отмечаются эффекты, механизм которых остается не ясным. 
Ранее была обнаружена нелинейная зависимость количества радиационно-ин-
дуцированных фокусов белков репарации двунитевых разрывов ДНК γH2AX и 
53BP1 от дозы импульсно-периодического рентгеновского излучения (ИПРИ). 
Это выражалось в отклонении от линейности в сторону повышения эффек-
та в диапазоне 12–32 мГр и снижении эффекта относительно ожидаемого при 
дальнейшем увеличении дозовой нагрузки до 72 мГр и выше [1, 2]. При этом 
наблюдалась замедленная динамика исчезновения радиационно-индуцирован-
ных фокусов, образованных после воздействия ИПРИ в дозах, вызывающих 
отклонения от линейной дозовой зависимости. Подобные результаты были 
обнаружены и в других исследованиях, направленных на оценку уровня раз-
рывов ДНК в клетках. В частности, отмечалась нелинейная зависимость коли-
чества фокусов γH2AX и 53BP1 в фибробластах человека от дозы ионизирую-
щего излучения в диапазоне 10–50 мГр [3]. Сходная гиперчувствительность к 
воздействию радиации в дозах менее 50 мГр была обнаружена в клетках V79-4 
при использовании фокусов γH2AX [4]. Кроме того, в лимфоцитах перифе-
рической крови после воздействия рентгеновскими лучами была обнаружена 
повышенная радиочувствительность в области малых доз [5]. Таким образом, 
в диапазоне доз 1–50 мГр наблюдались отклонения от линейной дозовой за-
висимости уровня двунитевых разрывов ДНК в различных типах клеток в ус-
ловиях in vitro и in vivo.

Рабочей гипотезой, проверенной в настоящем исследовании, являлось 
предположение об обусловленности гиперчувствительности клеток к воз-
действию ионизирующего излучения в малых дозах наличием в клетке по-
рога включения систем антиокислительной защиты и репарации радиацион-
но-индуцированных двунитевых разрывов ДНК. Переменной, оцениваемой 
этим порогом, может быть либо уровень окислительного стресса, либо чис-
ло окислительных повреждений ДНК. Интересно, что сами радиационно-
индуцированные двунитевые разрывы ДНК, по крайней мере до определен-
ного предела, по-видимому, не являются триггером для осуществления их 
эффективной репарации [6]. Таким образом, гиперчувствительность клеток 
в диапазоне сверхмалых доз радиации может быть связана с включением ан-
тиоксидантных систем и / или систем эффективной репарации повреждений 
только при уровнях окислительного стресса / окислительных повреждений 
ДНК, характерных для воздействия более высоких доз ионизирующего из-
лучения. Это приводит к повышенному уровню радиационно-индуцирован-
ных повреждений ДНК при воздействии радиации в диапазоне 10–30 мГр 
в условиях недостаточной активности систем антиоксидантной защиты и 
эффективной репарации двунитевых разрывов ДНК. Поэтому целью насто-
ящего исследования являлся анализ влияния экзогенного окислительного 
стресса на эффективность репарации радиационно-индуцированных двуни-
тевых разрывов ДНК.
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Материалы и методики исследования

Материалом для исследования послужили лимфоциты перифериче-
ской крови трех здоровых индивидов: 2 мужчин (28 и 24 лет) и 1 женщины 
(22  года). Забор крови из локтевой вены осуществляли в вакуумные про-
бирки типа Vacutainer (BD Bioscience, США), покрытые изнутри натриевой 
солью гепарина для предотвращения свертывания. Выделение лимфоцитов 
осуществляли посредством центрифугирования крови в градиенте Фиколл-
урографина (ρ = 1,077) («ПанЭко», Россия). Полученную суспензию разво-
дили до концентрации 3×106 клеток/мл в среде RPMI 1640 («ПанЭко», Рос-
сия) с добавлением 10%-ной эмбриональной телячьей сыворотки (Sigma, 
США). Затем суспензию делили на две части, в одну из которых добавляли 
10 мкМ Н2О2 и выдерживали 30 мин при температуре +4°С. Далее каждую из 
частей разливали по 2 мл в пластиковые центрифужные пробирки (Greiner, 
США), пять из которых подверглись воздействию ионизирующего излуче-
ния в разных дозах, а одна оставалась в качестве контроля. Транспортировка 
образцов до места облучения производилась на льду. 

В исследованиях использовался источник импульсно-периодического 
рентгеновского излучения «СИНУС-150» (Россия) (ускоряющее напряже-
ние 260 кВ, сила тока 4 кА, энергия фотонов с максимумом 90–100 кэВ, дли-
тельность импульса 4 нс), разработанный в Институте сильноточной элек-
троники СО РАН. Для достижения необходимой дозы облучения пробирки с 
культурой клеток размещались на определенном расстоянии от анода уско-
рителя. Измерения доз производились с использованием термолюминес-
центного дозиметра «КДТ-02М» (Россия) и электростатического дозиметра 
с кварцевым волокном серии «Arrow-Tech», модель 138-S (США). Облуче-
ние лимфоцитов проводилось до 4 000 импульсов в дозах 0,003; 0,008; 0,018; 
0,04 и 0,08 мГр/имп. при частоте повторения импульсов 13 имп./с.

Для оценки динамики формирования радиационно-индуцированных 
фокусов гистона γH2AX, являющихся наиболее чувствительным маркером 
двунитевых разрывов ДНК, клетки инкубировали в термостате при 37°С 
в течение 30 мин и 18 ч после облучения. После инкубации переносили 
по 1 мл суспензии в микроцентрифужные пробирки и центрифугировали 
5 мин при 200 g 4°С, удаляли надосадочную жидкость и добавляли раствор 
фосфатного буфера (PBS). Проводили повторное центрифугирование в тех 
же условиях. Оставляли по 60 мкл клеточной суспензии, которую наносили 
на предметные стекла, покрытые полилизином (Menzel, Германия). Препа-
раты накрывали покровным стеклом и оставляли на 10 мин при комнат-
ной температуре. Через 10 мин снимали покровные стекла и фиксировали 
препараты в 3%-ном растворе параформальдегида (Sigma, США) в течение 
20 мин при 4°С.

При проведении процедуры иммуноокрашивания в качестве первичных 
антител были использованы моноклональные мышиные антитела к белку 
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γH2AX (Novus, США). Вторичными антителами, несущими флуорохром, вы-
ступали кроличьи антитела, конъюгированные с родамином (Novus, США). 
На препараты раскапывали по 50 мкл 3%-ного раствора FBS с первичными 
антителами в концентрации 1:1 000 и инкубировали в течение 1 ч при ком-
натной температуре. После отмывки в трех сменах PBS по 5 мин повторя-
ли инкубацию со вторичными антителами в той же концентрации. Отмыва-
ли препараты в трех сменах PBS по 5 мин и окрашивали 0,3 мкМ раствором 
DAPI (Sigma, США). Для защиты препаратов от выцветания раскапывали на 
стекла заключающую среду Vectashield (Vector Labs, США), накрывали по-
кровным стеклом и хранили в темноте до начала микроскопирования при 4°С.

Визуализация и анализ флуоресцентных сигналов осуществлялись на ми-
кроскопе Axio Imager Z2 (Zeiss, Германия) с использованием системы для ав-
томатического анализа цитогенетических препаратов Metafer (Metasystems, 
Германия). На каждом препарате производилась оценка количества фокусов 
белка γH2AX в 300 клетках. Эксперимент был проведен в 3 повторах. Оцен-
ка уровня фокусов белка γH2AX проводилась с использованием многофак-
торного анализа (ANOVA) с поправкой на множественность сравнений. Все 
статистические процедуры были проведены с помощью программного обе-
спечения StatSoft STATISTICA 8.0.

Результаты исследования и обсуждение

Уровень фокусов γH2AX был статистически значимо выше по сравнению 
с контролем через 30 мин после воздействия ИПРИ в дозах 160 и 320 мГр. 
Меньшие дозы ИПРИ (12–32 мГр) также приводили к повышению уровня 
фокусов γH2AX, однако значимых отличий с контролем не было обнаруже-
но. При этом не было обнаружено значимых отличий между уровнем фоку-
сов γH2AX в необработанных и предварительно обработанных 10 мкМ Н2О2 
лимфоцитах. Чтобы выявить количество фокусов γH2AX, образованных в 
результате воздействия непосредственно облучения, а не дополнительного 
окислительного стресса, от каждого результата был вычтен контроль. Таким 
образом, были получены дозовые зависимости радиационно-индуцирован-
ных фокусов белка γH2AX, которые также не различались значимо как в 
необработанных, так и в предварительно обработанных 10 мкМ Н2О2 лим-
фоцитах (рис. 1). Это указывает на то, что дополнительный экзогенный окис-
лительный стресс не способствует повышению уровня радиационно-инду-
цированных фокусов, т.е. не влияет на радиочувствительность клеток. 

После воздействия ИПРИ на временном отрезке между 30 мин и 18 ч 
после облучения без добавления 10 мкМ Н2О2 количество фокусов значимо 
снижается при воздействии в дозах 160 и 320 мГр, а на фоне Н2О2 – в диа-
пазоне доз 72–320 мГр (p < 0,01) (рис. 1). Это свидетельствует о нормально 
протекающей репарации двунитевых разрывов ДНК. Кроме того, была оце-
нена доля остаточных фокусов через 18 ч после облучения относительно 
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30 мин после воздействия ИПРИ, и у двух из трех принимавших участие 
в эксперименте доноров отмечено повышение количества фокусов белка 
γH2AX через 18 ч после воздействия ИПРИ в дозе 12 мГр в предварительно 
необработанных H2O2 клетках (с 0,53 и 0,51 до 0,64 и 0,80 фокусов на клетку 
соответственно). Это может быть обусловлено индивидуальными различия-
ми между донорами.

 

 

Рис. 1. Уровень фокусов белка γH2AX без добавления Н2О2 и при добавлении 10 мкМ 
Н2О2 в лимфоцитах периферической крови человека (n = 3) через 30 мин и 18 ч после 

воздействия импульсно-периодическим рентгеновским излучением в малых дозах. 
Данные представлены в виде средних арифметических ± стандартная ошибка:
А – без вычета контрольных значений; Б – за вычетом контрольных значений

Недавно была высказана гипотеза, предполагающая, что запуск и про-
текание репарации двунитевых разрывов ДНК после воздействия радиации 
зависят от присутствия либо окислительного стресса, либо однонитевых 
разрывов ДНК. Это было подтверждено в исследовании влияния малых доз 
ионизирующего излучения на динамику репарации двунитевых разрывов 
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ДНК в фибробластах человека [6]. Репарация двунитевых разрывов ДНК 
(оцененная как возникновение и исчезновение радиационно-индуцирован-
ных фокусов γH2AX) была затруднена при воздействии радиации в дозах 
менее 10 мГр. После воздействия ионизирующего излучения в дозе 2,5 мГр 
клетки вообще не смогли репарировать двунитевые разрывы ДНК вплоть до 
72 ч после воздействия. Интересно, что при обработке клеток 10 мкМ H2O2 
перед воздействием радиации в клетках наблюдалась полная репарация всех 
радиационно-индуцированных двунитевых разрывов ДНК. Авторы делают 
вывод о том, что окислительного стресса после воздействия малых доз ра-
диации недостаточно для запуска сигнальных путей, приводящих к репара-
ции двунитевых разрывов ДНК [6]. Обработка клеток H2O2 вызывает зна-
чительное повышение окислительного стресса и количества однонитевых 
разрывов ДНК, что, видимо, приводит в том числе и к запуску процессов 
репарации двунитевых разрывов ДНК.

Наши данные частично противоречат результатам, полученным в экс-
перименте на фибробластах человека [6]. Как и в ранее проведенных нами 
исследованиях, была установлена сниженная эффективность репарации 
двунитевых разрывов ДНК после воздействия непрерывным γ-излучением 
в малых дозах. Также было показано, что предварительно обработанные 
10 мкМ Н2О2 клетки репарировали все двунитевые разрывы ДНК. Это объяс-
нялось тем, что добавление 10 мкМ Н2О2 ведет к повышению уровня актив-
ных форм кислорода, активируя определенный пороговый механизм запуска 
репарации двунитевых разрывов ДНК. Напротив, в настоящем исследовании 
не было обнаружено никакого модифицирующего влияния Н2О2 на эффек-
тивность репарации радиационно-индуцированных двунитевых разрывов 
ДНК. Данная несогласованность между полученными результатами может 
быть обусловлена использованием различных способов облучения (ИПРИ и 
непрерывное γ-излучение), типа клеток (лимфоциты и фибробласты чело-
века), а также разными условиями проведения эксперимента. Кроме того, в 
настоящем исследовании была обнаружена высокая вариабельность эффек-
тивности репарации двунитевых разрывов ДНК после воздействия ИПРИ в 
дозе 12 мГр. В связи с этим можно предположить, что эффекты воздействия 
зависят от индивидуальных особенностей доноров, поэтому в дальнейшем 
необходимо провести детальный анализ межиндивидуальных отличий эф-
фективности репарации радиационно-индуцированных двунитевых разры-
вов ДНК в клетках человека.

Заключение

Не было обнаружено значимого влияния дополнительного экзогенного 
окислительного стресса на эффективность репарации радиационно-индуци-
рованных двунитевых разрывов после воздействия импульсно-периодиче-
ского рентгеновского излучения в малых дозах.
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Effects of high doses of ionizing radiation in human cells are well studied while 
mechanisms of some phenomena in the low dose range, including bystander effect, 
radiation-induced chromosome instability and hypersensitivity to low doses of ionizing 
radiation, remain not clear. Moreover, repair of DNA double strand breaks is deficient 
after exposure of human cells to very low doses of ionizing radiation. Earlier, such 
reduced DNA double strand break repair was observed in human peripheral blood 
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lymphocytes after exposure to very low dose pulsed X-rays. It was suggested that there 
was a radiation-induced oxidative threshold for activation of antioxidant system and 
repair of radiation-induced DNA double strand breaks which is essential for efficient 
functioning of DNA repair pathways. Thus, in this study we analyzed the effects of 
exogenously added reactive oxygen species on effectiveness of DNA double strand 
break repair. With this aim, the level of phosphorylated histone H2AX (γH2AX) foci, 
which is the most sensitive marker of DNA double strand breaks, was assessed in human 
lymphocytes incubated with 10 μM H2O2 in the medium with the following exposure to 
low dose pulsed X-rays. It was observed that 10 μM H2O2 slightly increased the level 
of γH2AX foci at 30 min after irradiation in both irradiated and control cells. On the 
contrary, 10 μM H2O2 did not affect radiosensitivity of human lymphocytes measured as 
an excess level of γH2AX foci. Moreover, there was no significant effect of 10 μM H2O2 
on the effectiveness of DNA double strand break repair at 18 h after irradiation. At the 
same time, the level of radiation-induced γH2AX foci decreased significantly at 18 h for 
doses higher than 72 mGy in lymphocytes exposed to 10 μM H2O2 while in lymphocytes 
non-exposed to 10 μM H2O2 such decrease was observed only for doses higher than 
160 mGy. Our results are partially inconsistent with the previous study of effectiveness 
of DNA double strand break repair in human fibroblasts in which the significant effect 
of reactive oxygen species was observed. High variability of effectiveness of DNA 
double strand break repair was shown for different donors after irradiation to 12 mGy 
of pulsed X-ways suggesting that effects of H2O2 on DNA repair probably depend on 
individual features.

Key words: pulsed X-rays; DNA double strand break; hydrogen peroxide; reactive 
oxygen species; low dose ionizing radiation.
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