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Аннотация. Целью нашей работы было выявление механизмов поврежде-

ний клеток различными окислительными агентами. Исследовалось содержание 

SH-групп мембранных белков, накопление субстратов, реагирующих с тиобар-

битуровой кислотой, рост колоний и появление двойных разрывов ДНК в куль-

туре клеток В14 китайского хомячка. Повреждение вызывали воздействием 

рентгеновского облучения, гипохлорной кислотой или трет-бутилгидропе-

рекиси. Полученные результаты указывают на различный механизм окисли-

тельных повреждений HOCl в отличие от гидроперекиси или радиоактивности.  
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Summary. Was investigate the mechanism(s) of X-ray-mediated cell damage 

in comparison to mechanism(s) of organic hydroperoxide cytotoxicity and to find the 

main targets for the two different kinds of cell inactivation. Damage of Chinese ham-

ster fibroblasts induced by tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) or X-irradiation was 

measured by the colony-formation assay and the average single colony volume. Oxi-
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dative damage of fibroblasts induced by t-BHP or by X-rays inhibits cell prolifera-

tion. The similar decrease of cell proliferation can be caused by DNA dsb without 

detectable membrane damage (X-radiation) as by membrane damage with nearly no 

DNA dsb (chemically induced oxidative stress). 

(Поступила в редакцию 01.06.2016 г.) 

Введение. Реактивные кислородные радикалы наряду с активны-

ми формами хлора участвуют в развитии многих патологических про-

цессов во всех аэробных организмах и образуются в живых клетках 

при физиологических процессах (как побочные продукты метаболизма 

ксенобиотиков или в результате движения электронов по клеточным 

электрон-транспортным цепям), при действии внешних факторов (об-

лучение, интоксикация) [2, 3].  

Механизмы гибели клеток при действии H2O2 и ионизирующей 

радиации широко изучались ранее с использованием фибробластов как 

модельных клеток [1, 5, 7]. Многочисленные исследования на клетках 

млекопитающих показали, что цитотоксичность окислительных аген-

тов сопровождается повреждениями ДНК, а восстановление этих по-

вреждений является необходимым условием выживания клетки [1, 4]. 

Различные виды повреждений ДНК выявлены и при воздействии пере-

киси водорода на фибробласты: это двух- и однонитевые разрывы и 

повреждение оснований (накопление 8-окси-2'-деокси-гуанозина) [6]. 

Было предположено, что именно двойные разрывы ДНК, а не однони-

тевые, имеют значение при повреждении клеток, вызванных гидрок-

сил-радикалами [10]. Однако, как предполагают, двухнитевые разрывы 

ДНК, индуцируемые гидроксильными радикалами, генерируемыми 

при экспозиции перекиси водорода, менее выражено действуют на 

клетки млекопитающих, чем ОН-радикалы, возникающие при воздей-

ствии pентгеновских лучей [1, 3, 7].  

Цель работы: изучить механизмы повреждения клеточных мем-

бран различными окислительными агентами. Водорастворимая гидро-

перекись, гипохлорная кислота и рентгеновское облучение сравнивали 

между собой, как пример химических и физических агентов. 

Материалы и методы исследований. Рост перитонеальных фиб-

робластов линии B14 китайского хомячка проводили в виде монослоя в 

минимально необходимой среде Игла с солями Хенкса, содержащей 

10% сыворотку новорожденных телят. Клетки обрабатывали различ-

ными концентрациями трет-бутилгидропероксида (тБГП) и гипо-

хлорной кислоты при 22 С. Оксидант добавляли (одномоментно) в 

виде 100 мМ (для тБГП) или 25 мM (гипохлорита натрия) раствора и 

суспензию перемешивали.    
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Рентгеновское облучение клеток китайского хомячка. Клетки 

облучали на рентгеновской установке («Seifert», Германия) при 

нагрузке 120 кВ с Al фильтром 1 мм. Мощность дозы составляла 

1 Гр/мин. Только для определения индуцируемых облучением двойных 

разрывов ДНК использовали охлаждение до 4
0
C для предотвращения 

репараций. 

Определение роста колоний. Клетки инкубировали в течение 

7 дней в газовом инкубаторе с увлажненным CO2. Число колоний и их 

средний размер определяли в трех чашках Петри при каждой дозе об-

лучения. 

Определение целостности ДНК методом гель-электрофореза 

в постоянном поле. Для оценки степени повреждения ДНК проводили 

электрофорез клеток в постоянном поле. Гели выдерживали при 15
0
C в 

течение 20 ч в постоянном поле при силе тока 1,5 Вт м
-1

. Затем окра-

шивали в течение 24 ч в этимидиум бромиде и отмывали в течение 6 ч. 

Оценку геля проводили при УФ-облучении (312 нм) с использо-

ванием специальной лампы («Bioblock», Франция) и фотографировали 

с оранжевым фильтром (GG 530, Schott, Германия). Была определена 

интенсивность флуоресценции геля и рассчитаны доли нативной ДНК. 

Результаты исследований и их обсуждение. Окислительные по-

вреждения клеток, вызванные в наших экспериментах органическим 

гидроксидом (тБГП) или рентгеновским излучением, ингибировали 

пролиферацию фибробластов китайского хомячка, которую мы изме-

ряли по способности клеток к формированию колоний. Зависимость 

числа образовавшихся колоний (S) от дозы (D) рентгеновского облуче-

ния или концентрации тБГП в среде может быть описана с помощью 

логарифмического уравнения (рисунок 1): 

 

log S = - αD - βD
2
 –γ, 

 

т. е. представляет квадратичную зависимость степени повреждения от 

дозы эффектора. 

Эффект 10 Гр соответствует эффекту инкубации с 0,75 мМ тБГП 

при 37ºC в течение 1 ч. Оценка ингибирования пролиферации фиб-

робластов по величине среднего объема отдельных колоний выявила 

аналогичный результат. 

Выживаемость клеток линии В14 подобным образом резко падала 

при инкубации с ещё одним окислительным агентом – гипохлорной 

кислотой (рисунок 2).  
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Рисунок 1 – Зависимость количества образовавшихся колоний 
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Рисунок 1 – Зависимость количества образовавшихся колоний  

фибробластами китайского хомячка линии В14 от дозы  

рентгеновского облучения или концентрации тБГП 
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Рисунок 2 – Зависимость числа выживших клеток линии В14  

от концентрации гипохлорной кислоты. Клетки инкубировали  

с окислителем в течение 1 ч, 37° С, рН 7,4  

При действии HOCl в культуре клеток мы наблюдали быструю 

потерю жизнеспособности. При повышении концентрации окислителя 

до 100 мкМ число выживших клеток снижалось более чем на 60%, а 

при 500 мкМ HOCl только 20% клеток оставались жизнеспособными. 

Цитотоксический эффект органической гидроперекиси тБГП и 

рентгеновского излучения сопровождался образованием двойных раз-

рывов ДНК. После окислительных повреждений клеток китайского 

хомячка как облучением, так и химическим окислителем, процент раз-
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рывов молекул ДНК зависел от дозы эффектора. Облучение приводило 

к более выраженному повреждению ДНК в зависимости от дозы, в то 

время как инкубация клеток с тБГП лишь незначительно изменяла 

долю нативной ДНК. После воздействия дозы 10 Гр число выживших 

клеток снижалось до 2,5%, при этом 25% ДНК претерпевало фрагмен-

тацию, что соответствует 400 ДРД/клетку.  

Таблица 1 – Повреждение ДНК клеток линии В14 и окисление 

SH-групп различными концентрациями HOCl и Н2О2 через 1 ч инкуба-

ции (рН 7,4, 37°С) 

Воздействие 

Общее содержание 

SH-групп, нмоль/106 

клеток 

Кол-во нефраг-

ментиро-ванных 

молекул ДНК, % 

Кол-во фрагменти-

рованных молекул 

ДНК, % 

контроль  30,4 ± 4,9 93,3 ± 5,9 6,7 ± 1,9 

HOCl 0,5 мМ  
         1,0 мМ 

23,9 ± 2,3* 85,9 ± 5,3* 14,1 ± 1,7 

17,3 ± 2,2* 84,3 ± 7,2* 15,8 ± 1,8,* 

Н2О2  40 мкМ 

          100 мкМ 

- 65,5 ± 6,1* 34,5 ± 5,3* 

- 41,7 ± 5,3* 58,4 ± 7,8* 

Примечание: * p < 0,05 относительно контрольной группы 

Гипохлорная кислота, подобно рентгеновскому излучению и ор-

ганическому гидропероксиду, вызывала фрагментацию ДНК в клетке 

(таблица 1).  

Количество целых молекул ДНК после инкубации с 0,5 мМ HOCl 

уменьшилось на 9,1%. Для сравнения, инкубация в нашем эксперимен-

те с 0,04 мМ Н2О2 вызывала падение числа нефрагментированных мо-

лекул ДНК на 38% по отношению к контролю. 

Другая мишень окислительного повреждения клеток – плазмати-

ческая мембрана. Степень пероксидации мембранных липидов мы 

определяли по количеству образовавшихся ТБКРС. Только химически 

вызванное окисление в используемой дозе, но не рентгеновское облу-

чение изолированных клеток, существенно изменило количество пере-

кисных продуктов в мембранах клеток линии В14 китайского хомячка 

(таблица 2). 

Определение содержания SH-групп в мембранах клеток показало, 

что окислительное действие тБГП приводило к их снижению. Если до 

обработки было ~ 5,5 нмоль SH-групп/10
6
 нелизированных клеток ки-

тайского хомячка, то после инкубации клеток в течение 1 ч с 1,0 мМ 

тБГП только 37 ± 4% SH-групп не было окислено. Дальнейшее увели-

чение концентрации тБГП до 2,0 ммол/л изменило этот показатель 

незначительно. Напротив, окисление SH-групп при облучении вызыва-

лось только очень высокими дозами рентгеновского излучения; даже 

после воздействия 200 Гр сохранено около 80% SH-групп.  
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Подобным образом HOCl также снижала содержание 

сульфгидрильных групп в клетках линии В14. 1 мМ HOCl (что соот-

ветствует 1 мкмолю окислителя/10
6
 клеток) в течение 1 ч инкубации 

уменьшает общее содержание SH-групп в клетках на ~ 40% (таблица 

1). В то же время снижение числа жизнеспособных клеток на ~ 40% мы 

наблюдали при концентрации окислителя ~ 4 мкмоля HOCl/10
6
 клеток. 

Таким образом, можно сделать заключить, что истощение клеточных 

тиолов предшествует гибели клеток. 

Таблица 2 – Количество ТБКРС, образующихся после воздей-

ствия на фибробласты китайского хомячка тБГП или рентгеновского 

облучения 

тБГП, мМ ТБКРС нмоль/109 клеток Доза (Гр) ТБКРС нмоль/109 клеток 

0 23,0 ± 4,0 0 23,0 ± 1,8 

0,5 22,3 ± 5,0 10 20,4 ± 1,3 

1,0 24,1 ± 4,7 30 22,5 ± 1,4 

2,0 30,3 ± 6,0* 50 21,5 ± 2,3 

---- ---- 100 21,2 ± 1,4 

Примечание: * p < 0,05 относительно контроля 

Различными авторами показано, что выраженные повреждения 

фибробластов могут быть связаны как с прямым окислительным воз-

действием на клеточные компоненты, в первую очередь ядро и мем-

браны, так и активацией или модуляцией различных клеточных каска-

дов трансдукции сигнала окислительными агентами [8, 9].  

Нами была продемонстрирована быстрая потеря способности 

клеток линии В14 к пролиферации при окислительном стрессе, инду-

цируемом рентгеновским излучением или инкубацией с соответству-

ющими концентрациями тБГП и HOCl. Во всех случаях происходили 

окислительные повреждения клеток, но по различным механизмам и с 

весьма различными последствиями. При рентгеновском облучении 

основная клеточная мишень – ДНК, что отражалось в количестве 

двойных разрывов, коррелирующих с инактивацией клеток (рису-

нок 2), но при этом отсутствовали изменения мембраны: окисление 

SH-групп мембранных белков и пероксидация липидов (таблица 1). 

После обработки тБГП главные изменения в клетках происходи-

ли в мембране, что проявлялось в окислении SH-групп без увеличения 

образования перекисей липидов (рисунок 2, таблица 2). Подобным об-

разом HOCl эффективно окисляла SH-группы в фибробластах китай-

ского хомячка (таблица 1), уменьшая число жизнеспособных клеток.  

Заключение. Клеточная ДНК может быть повреждена прямым и 

косвенным воздействием ионизирующего излучения. Если облучение 

произведено pентгеновскими лучами на воздухе, то ~70% повреждений 
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является следствием косвенного эффекта [10]. Это означает следую-

щее: основную роль в повреждении ДНК играют ОН-радикалы, потому 

что гидратированные электроны и H-радикалы взаимодействуют с кис-

лородом. Так как сами молекулы ДНК содержат связанную воду, веро-

ятно,·ОН-радикалы также вовлечены в прямой эффект. Ситуация с 

химически индуцируемым окислительным эффектом тБГП очень от-

личается от того, что происходит при облучении. Клетки инкубируют-

ся в среде, содержащей окислительный агент в ≥ 1000 раз более высо-

кой концентрации, чем ОН-радикалы, генерируемые радиацией, и в 

течение намного более длительного времени. Высока вероятность того, 

что самая высокая концентрация оксиданта наблюдается в мембране и 

поэтому главной мишенью повреждения является именно она. После 

химически индуцированного окисления мы обнаружили уменьшение 

числа мембранных SH-групп, а рост пероксидации липидов – только 

при значительных концентрациях оксиданта. Первичной мишенью хи-

мического окислительного агента выступают белковые и небелковые 

SH-группы. Они защищают другие компоненты клетки при окисли-

тельном воздействии [9, 10]. 
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