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Введение

В настоящее время получены неоспо-
римые факты, свидетельствующие о том, 
что нарушение стабильности и сбаланси-
рованности генома является важным зве-
ном радиационно-индуцированного канце-
рогенеза и происходит на фоне иммуноде-
прессии, развивающейся вследствие облу-
чения [1]. Недавно получены данные от-
носительно потенцирования лучевых эф-
фектов на хромосомном уровне органи-
зации генома высоко радиочувствитель-
ных иммунокомпетентных клеток челове-
ка (Т-лимфоцитов) под влиянием медицин-
ских препаратов (верапамил, аскорбиновая 
кислота), проявляющих в определенных 
условиях ко-мутагенную активность [2, 3]. 
Важно отметить, что ко-мутагены, не обла-
дая собственной мутагенной активностью, 
«ускользают» при генотоксическом  скри-
нинге, но способны при этом существен-
но усиливать действие заведомо известных 
мутагенов [4]. Особого внимания заслу-
живают ко-мутагенные эффекты наиболее 
распространенного в медицинской прак-
тике препарата-антиоксиданта аскорбино-

вой кислоты (АК) при облучении сомати-
ческих клеток человека [5], которая обозна-
чена «сигнальной молекулой, вызывающей 
специфическую активность в клетках» [6].

Немаловажным показателем цитоге-
нетического статуса клеток является оцен-
ка их пролиферативной активности, кото-
рая при различных условиях действия ио-
низирующих излучений позволяет судить 
о процессах элиминации аберрантных кле-
ток, радиационно-индуцированной задерж-
ке митозов  в зависимости от дозы облуче-
ния и стадии клеточного цикла, характере 
радиомодификации, степени иммуноком-
петентности Т-лимфоцитов, ответствен-
ных за противоопухолевую резистент-
ность организма человека [7], что в конеч-
ном итоге позволяет объективизировать ре-
зультаты исследований. Уникальные свой-
ства лимфоцитов периферической крови 
(Т-лимфоциты), в т.ч. их высокая чувстви-
тельность к действию мутагенов, позволя-
ют использовать культуру данных клеток 
как информативную клеточную модель для 
оценки пролиферативного потенциала в 
условиях ко-мутагенной модификации. 

АНАЛИЗ МИТОТИЧЕСКОй АКТИВНОСТИ ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ 
ЧЕЛОВЕКА В УСЛОВИЯХ СОЧЕТАННОГО ОБЛУЧЕНИЯ И КО-МУТАГЕНОВ

Институт экспериментальной патологии, онкологии и радиобиологии 
им. Р.Е. Кавецкого НАН Украины, Киев, Украина

Впервые выполнена оценка митотической активности лимфоцитов периферической 
крови человека в сравнительном аспекте при действии ионизирующей радиации и окси-
да азота в условиях ко-мутагенной модификации (дополнительного воздействия аскор-
биновой кислоты в терапевтической концентрации). Ко-мутаген аскорбиновая кислота 
стимулирует митотическую активность облученных in virto клеток и наиболее выражен-
ный эффект отмечается при облучении в высокой дозе. Аскорбиновая кислота не оказы-
вает влияния на пролиферативный потенциал лимфоцитов человека в условиях сочетан-
ного действия с оксидом азота. 

Ключевые слова: митотическая активность, ко-мутаген, облучение, оксид азота, 
аскорбиновая кислота
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В связи со сложившейся экологической 
ситуацией в постчернобыльском периоде 
актуальным является исследование в срав-
нительном аспекте особенностей влияния 
ко-мутагенов, в т.ч. АК, на уровень проли-
феративной активности соматических кле-
ток человека не только при облучении, но 
и действии мощного мутагена химической 
природы оксида азота (ОА), являющего-
ся одним из главных загрязнителей атмос-
ферного воздуха [8].

Цель работы: выявить закономерно-
сти воздействия ко-мутагена АК на мито-
тическую активность ЛПК человека в за-
висимости от дозы облучения. Для сопо-
ставления провести исследование с мута-
геном ОА в аналогичных условиях экспе-
римента в зависимости от его концентра-
ции (исследование in vitro).

Материал и методы исследования

Работа выполнена с использованием 
тест-системы культуры ЛПК 12 доноров и 
последующим метафазным анализом абер-
раций хромосом. В работе руководствова-
лись положением Хельсинской деклара-
ции Всемирной Медицинской Ассоциации 
(2008), которая предусматривает инфор-
мированное согласие доноров на участие 
в исследовании. Культивирование, цитоге-
нетический анализ Т-лимфоцитов выпол-
няли с общепринятым критериям в соот-
ветствии со стандартным протоколом [9]. 
В качестве митогена использовали  фито-
гемаглютинин (ФГА) (форма М “Gibco-
Invitrogen”, США). Культуру лимфоцитов 
облучали в G0 периоде клеточного цик-
ла на рентгеновской установке «РУМ-17». 
Условия облучения: сила тока составля-
ла 10 мА, напряжение – 200 кВ, фильтр Сu 
(0,5 мм), мощность дозы – 0,89 Гр Гр/мин, 
диапазон исследованных доз 0,3-2,0 Гр. В 
качестве ко-мутагена использовали АК, ко-
торую вводили в культуру ЛПК сразу по-
сле облучения либо воздействия нитрози-
рованного глутатиона в интервале концен-
траций 0,5-1,0 мкМ/мл крови.

С целью оценки пролиферативного по-
тенциала клеток в заданных эксперимен-

тальных условиях определяли митоти-
ческий индекс в ФГА-стимулированных  
лимфоцитах на основании формулы:

МИ = (М1/М2) ×1000 ‰, 
где М1 – количество клеток в стадии 

метафазы, М2 – общее количество бласт-
ных клеток.

На рисунке 1 представлен препарат 
(микрофото ×100) для определения мито-
тической активности облученных лимфо-
цитов в условиях ко-мутагенной модифи-
кации (АК 20,0 мкг/мл).

С целью уменьшения величины стан-
дартной ошибки анализировали не менее 
2000 клеток на одно наблюдение. Стати-
стическую обработку полученных экспе-
риментальных данных проводили стан-
дартными методами с использованием  
программы Excel [10]. 

Результаты исследования

В начале исследований нами был изу-
чен контрольный уровень митотической 
активности ЛПК, неподверженных воз-
действию мутагенов и ко-мутагенов. По-
казано, что средний показатель пролифе-
ративной активности лимфоцитов здоро-
вых доноров составлял 63,7±3,2 ‰ (рису-
нок 2). По данным литературы, МИ в пре-

Черные круги – ядра, анализируемые как бласты, 
красные круги – не анализируемые ядра (не всту-

пившие в реакцию бласттрансформации), ква-
драт – метафазная пластинка

Рисунок 1 – Образец препарата 
лимфоцитов периферической 

крови для подсчета  митотического 
индекса (микрофото ×100)
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паратах метафазных хромосом, получен-
ных из культуры ЛПК человека, составля-
ет в среднем 40-60 ‰ [11, 12]. Таким обра-
зом, полученные результаты существенно 
не отличаются от современных данных ли-
тературы по данному вопросу.

Самостоятельное воздействия АК в те-
рапевтической концентрации (20,0 мкг/мл) 
не изменяет величину митотического ин-
декса в  лимфоцитах крови доноров (рису-
нок 2). Этот факт, во-первых, совпадает с 
результатами выполненных нами ранее ци-
тогенетических исследований в контроль-
ной группе [4], а во-вторых, свидетель-
ствует о том, что ко-мутаген АК не влияет 
не только на спонтанный уровень аберра-
ций хромосом в иммунокомпенетных клет-
ках человека, но и на их пролиферативный 
потенциал.

Данные, полученные при комбиниро-
ванном действии облучения в диапазоне 
доз (0,3-2,0 Гр ) и АК (20,0 мкг/мл), пред-
ставлены также на рисунке 2.

Наблюдается угнетение митотического 
индекса ЛПК при действии малых доз ра-
диации (0,3 Гр) по сравнению с контроль-
ными значениями показателя ~ в 1,5 раза 
(40,2 ±1,4 и 63,7±3,2 ‰ соответственно). 
Наибольшее подавление митотической ак-
тивности клеток отмечается при облуче-
нии культуры лимфоцитов в относитель-

но высокой дозе 2,0 Гр: в 2 раза по сравне-
нию с интактным контролем (31,05±2,36 и 
63,7±3,2 ‰ соответственно) и в 0,7 раз по 
сравнению с эффектом малых доз (0,3 Гр). 

Как известно [13], лимфоциты перифе-
рической крови находятся на G0-стадии кле-
точного цикла, то есть стадии покоя и поэ-
тому являются инертными  клетками. При 
взаимодействии с митогеном лимфоциты 
активизируются, в результате чего проис-
ходит ряд метаболических изменений, об-
условливающих реакцию бласттрансфор-
мации. Наблюдаемое в нашем исследова-
нии снижение способности Т-лимфоцитов 
условно здоровых лиц к бласттрансформа-
ции и соответственно угнетение их функ-
циональной активности зависит от дозы 
лучевого воздействия.

Нами впервые установлено, что АК 
в терапевтической концентрации оказы-
вает стимулирующие действие на мито-
тический потенциал облученных in virto 
Т-лимфоцитов здоровых доноров. Наибо-
лее стимулирующий эффект АК в терапев-
тической концентрации оказывает при об-
лучении культуры лимфоцитов в дозе 2,0 
Гр ~ в 2 раза по сравнению с лучевым эф-
фектом (31,05 ±2,36 и 65,8±3,04‰ соответ-
ственно), превышая даже значение контро-
ля (рисунок 2).

Наиболее выраженное стимулирую-
щие действие АК в терапевтической кон-
центрации на митотическую активность 
исследованных клеток при облучении в  
высокой дозе (2,0 Гр) сочетается с повыше-
нием общей частоты аберраций хромосом 
при этой же величине поглощенной дозы 
под влиянием АК ~ в 1,4 раза, за счет уве-
личения уровня лучевых маркеров [4] (ри-
сунок 3). Это дает основание полагать, что 
формирование ко-мутагенного эффекта 
АК в ЛПК человека при облучении в высо-
ких дозах и усиленной  пролиферации кле-
ток обусловлено "снятием" радиационно-
индуцированного блока (задержки мито-
за) под влиянием препарата, что сокраща-
ет время репарации лучевых повреждений. 

Исследование пролиферативного по-
тенциала лимфоцитов доноров при воз-

 – контроль,  – контроль+ АК  – облуче-
ние,  – облучение + АК

Рисунок 2 – Исследование 
пролиферативной активности лимфоцитов 

доноров в условиях сочетанного 
действия ионизирующей радиации 

(0,3-2,0 Гр) и АК (20,0 мкг/мл)
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действии химического мутагена ОА пока-
зало следующее (рисунок 4). ОА в зависи-
мости от концентрации (0,5 и 1,0 мкМ/мл 
крови) подавляет пролиферативный потен-
циал клеток в 1,2 и 1,6 раза соответствен-
но, по сравнению с интактным контролем.

Данные выполенного исследования 
свидетельствуют о том, что в отличие от 
экспериментов с облучением (рисунок 2) 
ко-мутаген АК не оказывает стимулиру-
ющего влияния на пролиферативный по-
тенциал лимфоцитов человека в условиях 
сочетанного действия с ОА. Таким обра-
зом, в зависимости от природы мутаген-
ного фактора (физической или химиче-
ской) препараты с ко-мутагенными свой-

ствами могут по разному влиять на проли-
ферацию клеток.

Полученные результаты целесообраз-
но учитывать в радиационной онкологии, 
поскольку в зону терапевтического облуче-
ния попадают немалигнизированные клет-
ки, в т.ч. лимфоциты из циркулирующего 
пула крови.

Выводы

В рамках выполненных модельных экс-
периментов на культуре лимфоцитов пери-
ферической крови условно здоровых лиц 
установлено, что в зависимости от приро-
ды мутагенного фактора (физической или 
химической, в данном случае ионизиру-
ющей радиации и оксида азота) препара-
ты с ко-мутагенными свойствами могут по 
разному влиять на пролиферацию клеток. 
Ко-мутаген АК в терапевтической концен-
трации стимулирует митотическую актив-
ность облученных in virto клеток и наибо-
лее выраженный эффект отмечается при 
облучении в высокой дозе (2,0 Гр). В от-
личие от экспериментов с облучением, ко-
мутаген АК не оказывает стимулирующе-
го влияния на пролиферативный потенци-
ал лимфоцитов человека в условиях соче-
танного действия с ОА.  
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ANALYS OF MITOTIc AcTIVITY OF HUMAN BLOOD LYMPHOcYTES 
UNDER cOMBINED RADIATION AND cOMUTAGENIc

The evaluation of mitotic activity of human peripheral blood lymphocytes in comparative 
aspect under the treatment with ionizing radiation and nitric oxide in co-mutagenic modifications 
(additional treatment with ascorbic acid of therapeutic concentration) was performed for the first 
time. Ascorbic acid as co-mutagen stimulates mitotic activity of in vitro irradiated cells and the 
most marked effect is detected under high dose irradiation. Ascorbic acid does not influence on 
proliferative potential of human lymphocytes under the combined action with nitric oxide.
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