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Введение

Постоянный рост масштабов исполь-
зования химических веществ и источников 
ионизирующего излучения (ИИ) в различ-
ных отраслях промышленности, медицине, 
науке увеличивает их влияние на все ком-
поненты природной среды [1, 2]. Поэтому 
возрастает вероятность одновременного 
воздействия радиационного и химическо-
го факторов на биологические объекты, а 
в связи с этим вопрос особенностей комби-
нированного действия различных по своей 
природе факторов становится все более ак-
туальным [3-5]. Наряду с традиционными 
экспериментами на лабораторных живот-
ных разрабатываются альтернативные ме-
тоды оценки токсичности ксенобиотиков с 
использованием культуры клеток. Именно 
в клетках формируется основа нарушений, 
которые позже проявляются в виде различ-
ных патологических изменений на уров-
не органов и систем организма [6-9]. По-
казано, что сочетанное действие радиации 
и тяжелых металлов (ТМ) приводит к уси-

лению негативного влияния этих факто-
ров на биологические объекты по сравне-
нию с отдельными воздействиями каждо-
го из них [8].

Цель работы состояла в исследовании 
особенностей раздельного и комбиниро-
ванного воздействия ионизирующего излу-
чения и соединений меди на морфофунк-
циональные свойства клеток in vitro.

Материал и методы исследования

Экспериментальные исследования вы-
полнены на культуре клеток линии L929. 
Культивирование клеток осуществляли в 
питательной среде, состоявшей из среды 
RPMI-1640 (90%), эмбриональной теля-
чьей сыворотки (10%) и антибиотиков со-
гласно стандартным методам работы с кле-
точными штаммами [10]. Клетки выращи-
вали при постоянной температуре 37° C на 
покровных стеклах размерами 16×8 (мм), 
находящихся на дне стеклянных флакончи-
ков, до конфлуентного состояния монослоя 
(1-5 суток).

МОРФОФУНКЦИОНАЛьНыЕ ИЗМЕНЕНИЯ КЛЕТОК 
in vitRo ПРИ КОМБИНИРОВАННОМ ДЕйСТВИИ 

ИОНИЗИРУЮщЕГО ИЗЛУЧЕНИЯ И ИОНОВ МЕДИ

ГУ «Национальный научный центр радиационной 
медицины НАМН Украины», г. Киев, Украина

Проведено экспериментальное исследование раздельного и совместного действия 
ионов меди в концентрациях 0,01-10,00 мкмоль/л и ионизирующего излучения в тест-
системе культуры клеток. Полученные результаты свидетельствуют о токсическом влия-
нии ионов меди в концентрациях 1,0 и 10,0 мкмоль/л: плотность клеточной популяции и 
митотическая активность уменьшались, а количество многоядерных клеток возрастало. 
Комбинированное воздействие ионизирующей радиации и ионов меди приводило к раз-
личным клеточным реакциям в зависимости от дозы: облучение клеток в дозе 0,5 Гр ока-
зывало стимулирующее влияние на рост и деление клеток, тогда как облучение в дозах 
5,0 и 10,0 Гр ингибировало клеточную пролиферацию, но вызывало образование значи-
тельного количества атипичных многоядерных клеток. Это свидетельствует о генотокси-
ческом характере совместного действия радиации и ионов меди.

Ключевые слова: тяжелые металлы, ионизирующее излучение, культура клеток, 
выживание, пролиферация, апоптоз
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В исследованиях была использова-
на водорастворимая соль ацетата меди 
(Cu(CH3COOH)2). Контролем на ацетат-анион 
служил ацетат натрия (NaCH3COOH). Ионы 
меди добавляли в культуральную среду через 
24 часа после посадки клеток (чтобы избе-
жать влияния ионов ТМ на адгезию и распла-
стывание клеток на стеклянной подложке) в 
виде водного раствора в концентрациях 0,01; 
0,10; 1,00 и 10,00 мкмоль/л. Культивирование 
клеток проводили в течение 5 суток.

Облучение культуры клеток ИИ осу-
ществляли на аппарате «Тератрон» (источ-
ник – 60Co 1,2 МэВ , мощность экспозици-
онной дозы 4,3×10-4 Кл/(кг×с) расстояние 
до объекта 80 см) в дозах 0,5; 5,0; 10,0 Гр 
через 24 часа после посадки. Ионы меди 
добавляли в культуры клеток через 1 час 
после облучения.

Пролиферативную активность клеток 
оценивали по кинетике роста: под опти-
ческим микроскопом «Axioscop» (West 
Gеrmany) при увеличении в 1000 раз в пре-
делах сетки площадью 0,01 мм2 подсчиты-
вали общее количество клеток, количество 
митозов и количество многоядерных (2 и 
более ядер) клеток. Митотический индекс 
и индекс поликариоцитов рассчитывался 
на 1000 клеток (‰).

В тех же культурах клеток, в которых 
исследовали показатели их жизнеспособ-
ности, определяли количество апоптиче-
ских клеток. Анализ проводили на проточ-
ном цитофлюориметре FACStar Plus фир-
мы "Becton Dickinson" (США) [11, 12]. 

Экспериментальные данные обраба-
тывали общепринятыми статистически-
ми методами с использованием t-критерия 
Стьюдента и с помощью пакетов приклад-
ных программ Microsoft Excel и Biostat.

Результаты исследования

Исследования проводили на модели 
перманентно пролиферирующих клеток 
линии L929. В контроле клетки образовы-
вали плотный монослой из типичных фи-
бробластообразных клеток веретенообраз-
ной и полигональной формы. Большинство 
клеток имели отростки. Цитоплазма этих 
клеток содержала светлые вакуоли и ма-
ленькие гранулы. Ядра клеток относитель-
но большие, встречались дву- и трехядер-
ные клетки. В поле зрения видны клетки на 
разных стадиях деления (рисунок 1, А).

Исследование кинетики роста кон-
трольных культур клеток (рисунок 1, Б) по-
казало, что для них характерно увеличение 
пролиферативной активности в течение 1-5 

     
Рисунок 1 – Культура клеток линии L929 в контроле. А – 5-е сутки культивирования. 

Форма клеток веретеновидная и полигональная, овальное ядро с четкими 
ядрышками, значительное количество митотических клеток (белые стрелки). Окраска 
гематоксилином и эозином. Увеличение ×1000. Б – Кинетика роста интактных клеток 

А) Б)
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суток культивирования (фаза логарифми-
ческого роста). В это время плотность мо-
нослоя клеток достаточно высокая. Макси-
мум митотической активности наблюдался 
на третьи сутки культивирования. В даль-
нейшем митотический индекс уменьшался 
за счет контактного ингибирования митоза 
и конфлуентного состояния культуры кле-
ток. Индекс гигантских многоядерных кле-
ток в контроле составлял 9-24 %.

Как известно, медь – один из важней-
ших незаменимых и эссенциальных эле-
ментов, необходимых для организма [1, 13]. 
Недостаточное количество меди может на-
рушить баланс практически всех обменных 
процессов в организме, так как она участву-
ет в биохимических процессах как состав-
ная часть электроннопереносных белков, 
осуществляющих реакции окисления ор-

ганических субстратов молекулярным кис-
лородом, а также в биосинтезе гемоглоби-
на, эластина, каталазы, пероксидазы, необ-
ходима для созревания эритроцитов. Ионы 
меди участвуют в процессах транспорта 
аминокислот и, таким образом, влияют на 
скорость белкового обмена. Нарушения вы-
делительной функции лизосом в результате 
дефектов мембран или цитоскелета приво-
дят к избытку Cu2+. Следует отметить, что 
любая задержка выделения меди из клетки 
приводит к индукции биосинтеза металло-
тионеинов, повреждению мембраны и ци-
тоскелета, что в свою очередь сопровожда-
ется накоплением Cu2+ в клетке.

Инкубация клеток с ионами меди раз-
личной концентрации вызывала измене-
ния их морфофункциональных характери-
стик (рисунок 2, А-Г). Статистически до-

      

      
* – статистически достоверная разница от контроля, р≤0,05. 

Рисунок 2 – Культура клеток линии L929 на 5-е сутки культивирования при 
инкубации с ионами меди в концентрациях 0,01 мкмоль/л (А ), 1 мкмоль/л 

(Б), 10 мкмоль/л (В). Клетки преимущественно полигональной формы, 
реже – веретеновидной, ядра – овальные, стрелками обозначены гигантские 

многоядерные клетки. Окраска гематоксилином и эозином, увеличение 
×1000. Показатели жизнеспособности клеток при воздействии ионов 
меди (Г). По оси абсцисс – концентрация микроэлемента, мкмоль/л

А) Б)

В) Г)
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стоверное уменьшение плотности клеточ-
ной популяции и, соответственно, выжи-
ваемости клеток наблюдали при концен-
трациях ионов меди 1 и 10 мкмоль/л. В 
то же время инкубация клеток с ионами 
меди вызывала статистически достовер-
ную стимуляцию митотической активно-
сти, которая увеличилась в 3 раза по срав-
нению с контролем (p<0,05) при концен-
трации меди 0,01 мкмоль/л. Следует так-
же отметить дозозависимое нарастание в 
культуре клеток количества поликарио-
цитов (в 8,5 раз по сравнению с контро-
лем) в присутствии микроэлемента в ко-
личестве 1 мкмоль/л, что свидетельствует 
о высоком генотоксическом действии ио-
нов меди в этой концентрации. 

По результатам экспериментальных ис-
следований была рассчитана СЕ50, которая 
составляла для клеток линии 8,44 мкмоль/л.

Комбинированное действие облучения 
в малой (0,5 Гр), среднелетальной (5,0 Гр) 
и сублетальной (10,0 Гр) дозах и ионов 
меди в различных концентрациях на мор-
фофункциональные свойства клеток пред-
ставлено на рисунке 3, А-В.

Облучение клеток g-квантами 60Со в 
дозе 0,5 Гр привело к увеличению количе-
ства клеток и их митотической активности. 
Облучение клеток и инкубация их с иона-
ми меди в концентрации 0,01 мкмоль/л вы-
звало еще большую активизацию пролифе-
рации клеток в культуре. При дальнейшем 
увеличении концентрации микроэлемента 
в питательной среде выживаемость облу-
ченных клеток не отличалась от контроля 
на фоне повышенной митотической актив-
ности. Вместе с тем следует отметить, что 
индекс поликариоцитов при концентрации 
10,00 мкмоль/л был существенно меньше 
(более чем в три раза) по сравнению с дей-
ствием только ионов меди. Т.е. облучение 
в малой дозе уменьшает токсическое дей-
ствие избытка ионов меди.

Облучение клеток в дозе 5,0 Гр при-
вело к ингибированию пролиферативной 
и митотической активности в 1,7 раза по 
сравнению с контролем (рисунок 3). До-
бавление в питательную среду ионов меди 

в концентрации 0,01 и 0,10 мкмоль/л к 
предварительно облученным клеткам в 
дозе 5,0 Гр привело к восстановлению по-
казателей жизнедеятельности культур кле-
ток по сравнению с облученными культу-
рами. Повышение содержания ионов меди 
в среде культивирования до 1,00 и 10,00 
мкмоль/л вызывало угнетение пролифера-
ции облученных клеток. При всех концен-
трациях микроэлемента после облучения 
в дозе 5,0 Гр увеличивалось число много-
ядерных клеток в 2-5 раз по сравнению с 
контролем.

Облучение клеток в сублетальной дозе 
10,0 Гр вызывало угнетение их выживае-
мости и митотической активности почти 
на 70%, количество поликариоцитов при 
этом увеличивалось в 5 раз по сравнению 
с контролем.

Сочетанное действие облучения в дозе 
10 Гр и ионов меди в разных концентра-
циях практически не изменяло плотность 
клеточной популяции и деление клеток по 
сравнению только с облучением. Однако 
образование в культуре атипичных мно-
гоядерных клеток возрастало почти в 10 
раз, что свидетельствует о генотоксиче-
ском характере совместного влиянии ра-
диации и ионов меди.

Известно, что апоптоз инициируется 
при действии экстремальных факторов, в 
том числе, ионизирующей радиации [9]. 
В этом случае первоочередная роль апоп-
тоза заключается в селективном удалении 
клеток, выживание которых представля-
ет угрозу для организма. Результаты про-
веденных исследований показали, что ИИ 
индуцировало апоптоз в культуре клеток, 
причем количество апоптических клеток 
возрастало при повышении дозы радиации 
и статистически достоверно отличалось от 
контроля (рисунок 4). Инкубация клеток с 
ионами меди вызывала статистически до-
стоверное увеличение количества апопти-
ческих клеток только при низких концен-
трациях – 0,01 и 0,10 мкмоль/л, а при вы-
соких концентрациях наблюдалась лишь 
тенденция к увеличению. При комбиниро-
ванном воздействии на клетки ионов меди 
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По оси абсцисс – концентрация ионов меди, мкмоль/л.
* – статистически достоверная разница от контроля, р≤0,05 

Рисунок 3 – Морфофункциональные свойства клеток линии L929 на 5-е 
сутки культивирования при комбинированном действии радиации в разных 

дозах и ионов меди в различных концентрациях. А – количество клеток, 
Б – митотическая активность и В – количество многоядерных клеток

А) Б)

В)

Рисунок 4 – Апоптоз в культуре клеток линии L929 на 5-е сутки 
культивирования при комбинированном действии ионизирующего 

излучения в разных дозах и ионов меди в различных концентрациях 
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и ИИ наблюдали индукцию апоптоза, в 
основном, при низких концентрациях ми-
кроэлемента. При высоких концентрациях 
статистически достоверное увеличение ко-
личества апоптических клеток наблюдали 
при облучении в дозе 0,5 Гр и 10,0 Гр. Учи-
тывая то, что Cu2+ является необходимым 
микроэлементом, такие флуктуации уров-
ня апоптоза в культуре клеток могут свиде-
тельствовать о подключении компенсатор-
ных механизмов, повышающих выживае-
мость клеток (5,0 Гр) или об альтернатив-
ных механизмах гибели клеток (10,0 Гр).

Выводы
Результаты исследования особенно-

стей раздельного и комбинированного воз-
действия ионизирующего излучения и со-
единений меди на морфофункциональные 
свойства клеток in vitro позволили прийти 
к такому заключению. Изучение цитоток-
сичности ионов меди и комбинированного 
с ионизирующим излучением их действия 
на клетки in vitro показали, что инкубация 
клеток с ионами меди в разной концентра-
ции вызывала разнонаправленные изме-
нения их морфофункциональных характе-
ристик. Комбинированное действие иони-
зирующего излучения в дозе 0,5 Гр и ио-
нов меди во всем диапазоне концентраций 
приводило к повышению показателей жиз-
неспособности клеток в культуре (проли-
феративной и митотической активности) 
по сравнению с действием только радиа-
ции. Повышение дозы ионизирующего из-
лучения до 10,0 Гр оказывало ингибиру-
ющее влияние на рост и деление клеток в 
присутствии ионов меди, однако количе-
ство поликариоцитов оставалось на доста-
точно высоком уровне. Индукцию апопто-
за в культуре клеток выявляли как при раз-
дельном, так и сочетанном действии ради-
ации и ионов меди. 
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MORFOFUNcTIONAL cHANGES OF THE cELLS IN THE cOMBINED 
ExPOSURE TO IONIZING RADIATION AND cOPPER IONS IN VITRO

Modern ecological situation is characterized by a combined action of toxicants of physical 
and chemical nature. A special place among them belongs to ionizing radiation and heavy met-
als. Experimental study investigates biological effects in cell culture under the combined action 
of radiation in doses of 0,5-10 Gy and copper compounds in concentrations of 0,01-10 µmol/l. 
The results showed that incubation of the cells with copper ions in varying concentrations 
leads to activation as well as to inhibition of morphological and functional cells properties. The 
combined action of ionizing radiation and copper ions on cells in vitro showed changes in cell 
viability, which was defined by the dose of radiation and trace element concentrations. Incuba-
tion of cells with copper ions causes an increase in cell resistance to irradiation at a dose of 0,5 
and 5 Gy. Irradiation and the presence of copper ions separately and together induced apoptosis 
in cell culture. 
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