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ВВЕДЕНИЕ

Радиобиология растений как раздел общей радиобиологии сфор­
мировалась сравнительно недавно, хотя радиобиологи исполь­
зовали растения в качестве объекта исследований с первых лет 
изучения действия ионизирующей радиации на живые организ­
мы. Можно считать убедительно доказанным значительное варь­
ирование радиоустойчивости различных видов растений. Если на 
молекулярном уровне радиационно-химических процессов у разных 
организмов трудно выявить различия радиобиологических эффек­
тов, то при переходе к более высоким уровням все рельефнее просту­
пают черты видовой специфичности лучевой реакции организма. 
Радиобиологическая реакция растений, как и иных организмов, 
многоэтапная: начавшись с радиационно-химических превращений, 
она проходит этапы развития в биохимических системах клетки, 
управления клеточными и тканевыми процессами и, в конечном 
счете, проявляется в разнообразных формах интегральных реакций 
всего организма. Поэтому говорить о радиоустойчивости растения 
можно лишь на основании учета таких интегральных реакций, как 
гибель меристем, резкое изменение эпигенетических реакций, 
морфогенез.

Наблюдения над облученными растениями показывают, что 
радиоустойчивость организма не определяется каким-либо одним 
свойством его клеток. Напротив, радиоустойчивость обусловлена 
комплексом свойств, формирующихся как результат множествен­
ных явлений. Поэтому для раскрытия природы радиоустойчивости 
растения необходимо внимательно прослеживать всю цепочку ра­
диобиологических элементарных реакций на разных уровнях их 
проявления. Такой ход исследований может оказаться весьма поучи­
тельным и полезным не только для дальнейшего развития радиобио­
логических представлений о радиоустойчивости, но и для выяснения 
некоторых вопросов, касающихся механизмов интеграции частных 
реакций клетки до уровня сложной физиологической функции. Дей­
ствительно, элементарное радиационное повреждениежакой-л ибо ун и- 
кальной структуры в клетке сопровождает(ЖЯдауда₽ВДШ41¥ИВДйЙ| 



непосредственно связанных с данной структурой. Постепенно в 
круг нарушенных систем вовлекаются все новые и новые функцио­
нальные единицы клетки, органа, всего организма. В процессе вре­
менного развития лучевого поражения не только увеличивается 
степень повреждения, но проявляется и противодействие расши­
рению вредных для организма дефектов функций. Такое про­
тиводействие осуществляется и спонтанно, и под влиянием спе­
циальных систем клетки и тканей. Очевидно, от эффективности функ­
ционирования этих систем во многом зависит уровень переносимых 
организмом доз радиации, его радиоустойчивость.

Природа радиоустойчивости, несомненно, находится сейчас в 
центре внимания радиобиологов, что объясняется важной ролью 
этой проблемы для ослабления поражающего действия радиации 
на организм. Конечно, до полного знания о природе радиоустойчи­
вости растений нужно совершить еще длинный путь. Однако достиг­
нутого уже достаточно для того, чтобы заключить, насколько раз­
нообразны механизмы, лежащие в основе радиоустойчивости клет­
ки и многоклеточных систем, и вместе с тем убедиться, что такие 
механизмы отличаются общностью проявления у самых разнооб­
разных видов растений.В настоящей книге отражены итоги работ Отдела биофизики и 
радиобиологии Института физиологии растений АН УССР, сделана 
попытка изложения основных представлений о путях формирова­
ния радиационного поражения растения и о тех процессах, благода­
ря которым растения могут освобождаться от нанесенных им радиа­
цией повреждений.



ГЛАВА I

РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ЯДРА
И ЕГО КОМПОНЕНТОВ В РАСТИТЕЛЬНОЙ КЛЕТКЕ

Ядро, как полностью сформированный органоид клетки, свойствен­
но эукариотическим организмам. У прокариотов обособленные 
ядерные структуры отсутствуют: наследственный материал пред­
ставлен у них одними нитями ДНК. Известны прокариотические 
организмы, переносящие дозы облучения в сотни миллионов рад. 
Аппарат наследственности эукариотов представляет собой струк­
турно организованное ядро с хромосомами нуклеопротеидной 
природы. И хотя к эукариотам относятся организмы различной 
сложности, от одноклеточных до человека, радиобиологи установи­
ли, что все эукариоты более радиочувствительны, чем прокариоты. 
Растения являются эукариотическими организмами.

Исследования уровня радиочувствительности ядра обоснованы 
концепцией «чувствительной» (уникальной) мишени [18, 80] и 
принципом множественности попадания, вследствие чего возникает 
дисперсное начальное повреждение клетки [33]. Однако самая важ­
ная предпосылка усиления радиобиологических исследований ядра 
заключена в его функциональном значении — хранении и передаче 
генетической информации. Кроме того, все более очевидным стано­
вится участие ядра в обеспечении функциональной интеграции таких 
сложных процессов в клетке, как дифференциация, развитие, регу­
ляция функций других компонентов клетки. Исследование радиа­
ционного нарушения структурной и биохимической организации 
ядра, несомненно, является важным этапом в изучении его радио­
чувствительности и радиочувствительности всей клетки.

СТРУКТУРНАЯ И БИОХИМИЧЕСКАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ 
ЯДЕР РАСТИТЕЛЬНОЙ КЛЕТКИ

Согласно данным электронной микроскопии, ядра окружены двой­
ной мембраной, сохраняющей более крупные компоненты ядра — 
хромосомы, ядрышки и др. В настоящее время принято считать, 
что ядро состоит из внешней двухслойной мембраны, хромосомного 
материала, ядрышек и ядерного сока (кариоплазмы). Все эти компо­
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ненты отличаются друг от друга структурной организацией и функ­
циональным значением, но образованная ими мозаика ядра явля­
ется довольно слаженной системой со сложной функциональной 
деятельностью. Ведущая роль в этой системе принадлежит хромо­
сомному материалу.

Биохимический состав ядра изучен довольно подробно благо­
даря появившейся возможности работать с изолированными ядра­
ми. Изолированные ядра были получены 100 лет назад, однако лишь 
в последнее время усовершенствование биохимических методов 
исследования и очистки ядер позволило пополнить знания об их 
биохимической организации. Тотальное изучение биохимического 
состава компонентов ядер эукариотов проведено И. Б. Збарским 
[13J. В его лаборатории разработан метод получения изолированных 
ядерных мембран, которые разделяются по плотности на две фрак­
ции — 1,19 и 1,16. Исследования показали, что мембрана с плот­
ностью 1,19 является внутренней, а с плотностью 1,16 — внешней.

Изучение биохимического состава мембран ядер показало, что 
в них, кроме белков и липидов, содержатся ДНК, РНК и некоторые 
ферменты (АТФ-азы, цитохромоксидазы, глутаматдегидрогеназы 
и др.) [11, 12]. В ядерной мембране были обнаружены поры, что отли­
чает ее от других мембран клетки. Внешняя мембрана у животных 
и растений не гладкая, а образует выпячивания, которые иногда 
глубоко проникают в цитоплазму и сливаются с эндоплазматиче­
ским ретикулумом [37]. Ядерная мембрана по своему химическому 
составу отличается от мембран других клеточных органоидов.

Другим компонентом ядра являются ядрышки. Все организмы, 
имеющие ядра, в том числе и растительные, содержат ядрышки. 
В настоящее время удалось получить фракцию очищенных ядрышек 
[10, 38]. Биохимический анализ показал, что эта фракция состоит 
из 87—90% белка, 8—12% РНК и 0,3—1% ДНК. В функцио­
нальном отношении ядрышко является местом образования рибосо­
мальных РНК и рибосом, как ядерных, так и цитоплазматических.

Согласно представлениям Франклина [60] ядрышки участвуют 
в синтезе цитоплазматических белков следующим образом: рибо­
сомная РНК, образованная на ядрышковой ДНК, комплексируясь с 
белком, собирается в рибонуклеопротеидные частицы — рибосомы. 
Рибосомы выходят из ядрышка в ядро или цитоплазму, где уча­
ствуют в биосинтезе белков. Более подробно структурная и био­
химическая организация ядрышка изложена в обзорах [12, 35].

Кариоплазма представлена глобулиновой фракцией белков, 
которая легко экстрагируется 0,14 M NaCl [12] и составляет около 
20% сухого вещества ядра. Однако основной субстанцией ядра 
является хромосомный материал, составляющий около 70% су­
хого вещества ядер. Хотя изучению молекулярной организации хро­
матина посвящено большое количество исследований, в настоящее 
время есть еще много вопросов, требующих разрешения. Наряду с 
необходимостью изучения элементарных единиц хроматина — дез­
оксирибонуклеопротеидов, исследование надмолекулярной орга­
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низации хроматина, обусловливающей его функционирование как 
органоида, является первостепенной задачей.

Согласно данным Боннера [1], хроматин зародышей гороха 
состоит из 36,5% ДНК общей массы хроматина, гистон —37,5%. 
РНК составляет 28% общей суммы нуклеиновых кислот в хроматине, 
а негистоновые белки — 20% общего белка хроматина. Имеются и 
другие данные, однако они довольно близки приведенным и отражают 
аналогичное соотношение компонентов в хроматине. В состав 
негистоновых белков входят ДНК, РНК-полимеразы и другие 
ферменты генетического материала. ДНК хроматина эукари­
отов представлена двунитчатой спиральной молекулой. Изуче­
ние ДНК хроматина растений гороха [40] показало, что молеку­
лярный вес его хромосомы 250 • 108. Это свидетельствует о том, 
что длина хромосомной ДНК гороха более чем в 100 раз превышает 
длину ДНК Е. coll. До сих пор нет единого мнения о том, состоит ли 
эта ДНК из одной или нескольких, соединенных между собой 
молекул.

Большинство исследователей считают, что ДНК хроматина эу­
кариотов отличается от циклической ДНК прокариотов линейной 
формой. Однако в проростках пшеницы была обнаружена цикли­
ческая ДНК [67]. Упаковка длинных молекул ДНК в хроматино­
вую нить должна быть очень плотной, и многие исследователи 
пришли к единому мнению, что в спирализации ДНК в спирали 
высшего порядка принимают участие белки, входящие в состав хро­
матина.

Гистоновые и негистоновые белки являются предметом исследо­
вания большой группы ученых. Свойства и классификация этих 
белков представлены в обзорах [1, 2, 3, 4]. В настоящее время более 
полно изучены основные белки хроматина — гистоны. Они богаты 
аминокислотами аргинином и лизином, определяющими их основ­
ность, бедны тирозином и фенилаланином; в них не обнаружены 
цистин, цистеин и триптофан. Гистоны растительных и животных 
клеток состоят из нескольких фракций, отличающихся аминокис­
лотным составом: F3 (богатая лизином); F2a, состоящая из двух 
подфракций, и F2b (фракции промежуточного типа); F3 (богатая ар­
гинином).

Негистоновые (кислые) белки изучены недостаточно, хотя в 
последнее время им уделяется все больше внимания. Показана роль 
негистоновых белков в реконструкции хроматина и обнажении спе­
цифических последовательностей ДНК [75]. В составе негистоно­
вых белков выявлены и выделены ДНК-полимеразы [68], обнаружена 
полинуклеотидлигазная [7] и РНК-полимеразная активности [79].

В составе хромосом всегда присутствует РНК- В животных клет­
ках была обнаружена РНК, которая быстро метилась мечеными 
предшественниками и получила название «быстрометящейся» [62, 
70]. РНК, выделенная из хромосом типа ламповых щеток, имеет 
информационный характер: нуклеотидный состав ее адекватен 
составу оснований у геномной ДНК [56]. Есть предположение об
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участии белка в комплексировании данной РНК с ДНК в хрома­
тине [71]. Однако биохимический состав хроматина непостоянен. 
Он зависит от фазы клеточного цикла, от функционирования хрома­
тина. Нами был исследован биохимический состав общего хрома­
тина в клетках меристем корешков гороха в Gj фазе митотического 
цикла, который приведен ниже:

Вещество

Хроматин 
ДНК
РНК
Г ИСТОН

Содержание компонентов, 
лкг/100 г меристем

Негистоновый белок
Отношение гистон: ДНК

» н/г: ДНК
» ДНК: РНК

3 000 — 5 000
1 080 — 1 900

186 — 320
1 218 — 2 100

224 — 380
1,12 — 1,50 
0,20 — 0,30
3,00 — 5,82

Хроматин в ядре находится, по крайней мере, в двух структур­
ных состояниях, отличающихся соотношением компонентов [16, 
61]. Это гетеро- и эухроматин. ДНК эухроматина не насыщена ги­
стонами, имеет много свободных фосфатных групп; эухроматин 
богат негистоновыми белками и вновь образованной РНК. Гетеро­
хроматин беден негистоновыми белками и РНК, содержит относи­
тельно большое количество гистонов. ДНК в составе гетерохрома­
тина имеет гораздо меньше, чем эухроматиновая, свободных фос­фатных групп.

РАДИАЦИОННО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
В ЯДРАХ ОБЛУЧЕННЫХ РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК

В последнее время интенсивно исследуются молекулярные механиз­
мы радиационного поражения ядра. Это обусловлено важнейшими 
функциями ядра и методической возможностью перехода от мор­
фологического уровня исследований к молекулярному. В ядре со­
держится не только важнейшая генетическая информация, но и 
программа развития клетки в процессе онтогенеза. Слаженность 
процессов дифференциации контролируется ядром.

Проводились исследования нарушений развития организма в 
онтогенезе под действием ионизирующей радиации. Именно на рас­
тениях были обнаружены задержки фаз развития, задержки цвете­
ния, плодоношения и т. д. Молекулярные механизмы этих наруше­
ний до сих пор не выяснены. Дифференциация на молекулярном 
уровне определяется изменением популяции белковых молекул в 
дифференцирующихся клетках [65]. К сожалению, природа этих 
белков, их ферментативные свойства, а также динамика чередова­
ния белковых фракций в процессе клеточной дифференциации до 
сих пор не изучены. Начало морфогенетических процессов опреде­
ляется биосинтезом белков [17]. Исследования подобного рода в 
радиобиологическом аспекте представляют интерес в связи с уста­
новлением факта возникновения блоков при прохождениях фаз кле­
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точного цикла [32, 69]. Природа радиочувствительности ядра в 
целом определяется радиочувствительностью его компонентов. Ра­
диационная повреждаемость ядерной мембраны, хроматина, сфор­
мированных хромосом и других компонентов ядра отражена во 
многих исследованиях, обзор которых представлен А. М. Кузиным 
[14]. Судьбу радиационного поражения или возможного восстанов­
ления определяют ферменты репарации, которые также могут 
инактивироваться радиацией [14, 53]. Поэтому, чтобы характеризо­
вать радиочувствительность ядра, нужно определить биохимическую 
ситуацию в ядре в момент облучения. Возможность восстановитель­
ных процессов в облученном ядре зависит от кинетики биохимиче­
ских изменений в пострадиационный период, затрагивающих все 
компоненты целостного ядра.

Нами проведено определение количества и интенсивности син­
теза ядерных белков клеток меристем корешков гороха, облученных 
в предсинтетической фазе митотического цикла. Исследование про­
водили через 2 ч после облучения (табл. 1).

Таблица 1
Влияние гамма-облучения на накопление и интенсивность синтеза белков ядер 
в клетках меристем корешков гороха

Белки ядер
Содержание белка, мкг 

на 100 мкг ядер % К 
конт­
ролю

Удельная активность, 
имп/мин на 1 мг 

белка % к 
конт­
ролю

контроль 5 крад контроль 5 крад

Белки ядерного сока 22±3 11 ±0,1 50 388± 12 181 ±9 47
Гистоны 37,3± 1,1 24,1 ±1,5 64 79±9 41 ± 15 52
Негистоновые белки 7,8±0,2 5,3 ±0,6 68 161 ±7 211± 17 131
Остаточные белки 3,5±0,5 12,7 ±0,9 362 190± 11 240 ±5 126

Как видно из приведенных данных, в первые часы после облу­
чения в меристемных клетках корешков гороха наблюдалось умень­
шение количества белков ядерного сока, гистонов и негистоновых 
белков. В то же время сильно возрастало количество остаточных 
белков ядер. Последнее может быть связано не только с усилением 
синтеза указанных белков, но и, возможно, с изменением после 
облучения свойств белков, ассоциированных с мембраной. В част­
ности, освобождение гистонов из хроматина может привести к деспи- 
рализации ДНК. Деспирализованные участки ДНК могут неспеци­
фически связываться с белками [27]. В данном случае возможна не­
специфическая ассоциация остаточных белков с ДНК-мембранным 
комплексом.

Данные по изучению интенсивности включения метки из 
2-мС-лейцина в эти же белки как бы подтверждают, что уменьшение 
количества белков обусловлено ослаблением их синтеза. Однако для 
негистоновых белков наряду с уменьшением количества наблюдал­
ся интенсивный их синтез. Учитывая, что в состав негистоновых бел­
ков входят, как уже упоминалось, ферменты репарации, ДНК- и 

&



РНК-полимеразы, можно предполагать, что указанное явление вы­
звано усилением синтеза этих ферментов в связи с репарационными 
процессами.

Нарушение синтеза ядерных белков в пострадиационный период 
зависит от функционального состояния клетки в момент облучения. 
Мы исследовали интенсивность включаемости метки из 14С-лизина в 
ядерные белки клеток меристем и зоны растяжения, отличающихся 
набором белков, характеризующих исследуемые клетки, и в целых 
проростках, облученных после 24-часового намачивания семян. 
Результаты исследований представлены в табл. 2.

Таблица 2
Интенсивность включения 14С-лизина в гистоны и негистоновые 
белки ядер облученных клеток корешков гороха, имп/мин 

на 1 мг белка

Г истоны

Зона корешка 
гороха

Доза, крад

0 | 0,5 | 1,0 | 10

Меристема I 424±18| 258±21 I 564±11 I 715±20
Зона растяжения | 1749±27 | 979± 11 | 1847±23| 1700± 10

Негистоновые белки
Меристема 208± 11 123 + 9 405 ± 21 972±17
Зона растяжения 4069±41 2315±22 1879±29 4234±37

Следует отметить два фактора, которые ответственны за биосинтез 
белков и повреждаются при действии разных доз облучения. Один 
из них очень радиочувствителен, повреждение его приводит к 
существенному снижению включаемости метки в белки уже при 
дозах облучения 0,5—1,0 крад. При дозе облучения 10 крад вклю­
чается какой-то механизм, индуцирующий усиление включаемости 
метки в изучаемые белки. По-видимому, в этом и заключается одно 
из различий радиочувствительности белкового синтеза в ядрах кле­
ток меристем и зоны растяжения. Однако большой интерес представ­
ляют белки, ассоциированные с ДНК и образующие хроматин. Вли­
яние облучения на синтез белков хроматина будет рассмотрено в 
соответствующем разделе настоящей главы.

Изучая радиационно-биохимические процессы, всегда следует 
учитывать сложность организации клеточного ядра и его компонен­
тов. Ядерная мембрана не только поддерживает контакт с осталь­
ной частью клетки, но и принимает активное участие в функциони­
ровании генетического аппарата, что подтверждается наличием в 
ядрах ДНК-мембрэнного комплекса, интенсивно изучаемого в 
последнее время. Радиационные изменения мембран почти не изу­
чены, хотя возможность получения их в изолированном состоянии 
позволяет расширить эти исследования. На роль радиационного 
повреждения мембран ядер в стационарном состоянии клетки ука­
зывал А. Г. Пасынский [23]. К сожалению, большинство радиаци­
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онных изменений ядерных мембран показано косвенно, главным об­
разом по выходу веществ из ядер. Заслуживают внимания данные, 
полученные А. М. Кузиным. Основываясь на том, что цитохромы 
входят в состав внутренней мембраны ядер, А. М. Кузин [14] изу­
чал уровень цитохромов в ядрах тимуса крыс, облученных in vivo 
и in vitro гамма-радиацией, и обнаружил интенсивное уменьшение 
содержания цитохромов после облучения (более 60%). Указанные 
потери цитохромов наблюдались как при облучении изолирован­
ных ядер, так и при облучении животных.

Была показана высокая радиочувствительность ядерной мем­
браны, с которой соединено большое количество конденсированного 
хроматина [52]. Радиочувствительность ДНК-мембранного комп­
лекса из E. coli в присутствии кислорода возрастала в 7—8 раз [49]. 
Поскольку на ядерной мембране локализованы репликативные цент­
ры и она тесно связана с гетерохроматином [22], ее повышенную 
радиочувствительность можно объяснить именно высокой степенью 
конденсации системы. Кроме того, значительную роль в радио­
чувствительности ядерной мембраны могут играть изменения, 
возникающие в ее липидной фракции [81].

Ядерная мембрана является барьером, определяющим ядерно- 
цитоплазматические отношения. Показано участие ее в активном 
транспорте таких макромолекул, как иРНК, тРНК-[51,-гистонов 
[66], негистоновых белков [63], рибонуклеаз [44], а также уже со­
бранных РНП-частиц (субъединиц рибосом) [5]. Ограничивая сво­
бодный транспорт, ядерная мембрана избирательно непроницаема, 
определяя тем самым компартментализацию таких веществ, как 
трикарбоновые кислоты, аминокислоты, нуклеотиды и др. [76]. 
Приведенный далеко не полный перечень функций ядерной мембраны 
показывает, насколько важно сохранение ее неприкосновенности 
для обеспечения нормального функционирования ядра и целостной 
клетки и каких сложных последствий можно ожидать при радиа­
ционном ее повреждении.

ДЕЙСТВИЕ ИОНИЗИРУЮЩЕЙ РАДИАЦИИ
НА НАДМОЛЕКУЛЯРНУЮ ОРГАНИЗАЦИЮ ХРОМАТИНА 
ИНТЕРФАЗНОГО ЯДРА

Первые исследования надмолекулярной организации хроматина 
интерфазного ядра растительных клеток с помощью микроскопа бы­
ли проведены Ридом [76], который обнаружил нити хроматина тол­
щиной 100—200 А. Исследуя препараты ДНП, он [76] обнаружил 
болеее высокую спирализацию нитей ДНП толщиной 200—250 Ä. 
Хроматиновые нити толщиной 250А в растениях также были обна­
ружены Вольфе [82]. Спирализация хроматиновых нитей в спирали 
высшего порядка с очень плотной упаковкой (10 : 1 —56 : 1) бы­
ла детально исследована в работах Дю Про [50]. Было показано, 
что кроме нитей толщиной около 200 А имеются также тонкие 

И



фибриллы 35—65 А, которые, по его мнению, являются исходными 
при формировании нитей толщиной 200 А. В состав гетерохроматина 
входят лишь нити толщиной 200 А. Боннер и Гриффит [42] счи­
тают, что тонкие нити хроматина могут относиться к фибриллам 
ДНП эухроматина. В дальнейшем были получены данные, показы­
вающие переход конденсированного хроматина в деспирализован- 
ную форму [35]. Ситуации в ядре, при которых возможен переход 
нитей хроматина разной спирализации, включая различные фа­
зы митотического цикла, достаточно полно представлены в исчер­
пывающем обзоре Ю. С. Ченцова и В. Ю. Полякова [35].

Если принять модель структурно-функциональной организации 
хромосом многоклеточных организмов, предложенную М. И. Шаль­
ковым [34], согласно которой при формировании хромосомы имеет 
место прогрессивная спирализация двойной спирали ДНК второго,- 
третьего и даже четвертого порядка, то в основе соотношения между 
гетеро- и эухроматином лежит разная степень спирализации.

Две формы существования хроматина — конденсированную . и 
диспергированную — многие исследователи склонны считать вза- 
имообратимыми [6, 20]. Молекулярные механизмы, лежащие в ос­
нове гетерохроматинизации, несомненно, связаны с участием бел­
ков хроматина, состав которых в обеих фракциях различен [6, 
73, 66]. Согласно данным Мирфи и соавт. [73], быстроседиментирую- 
щая фракция гетерохроматина содержит два высокомолекулярных 
негистоновых белка, которые отсутствуют в эухроматине. В эухро- 
матине имеется 4—5 белков, не обнаруживаемых в гетерохро­
матине.

Облучая 24-часовые проростки гороха и выделяя из их мери­
стематических клеток спустя 2 ч после облучения гетеро- и эухрома- 
тиновые фракции, мы обнаружили увеличение выхода эухромати- 
новой фракции, по сравнению с контролем (табл. 3).

Таблица 3
Содержание фракций хроматина в меристемах облученных проростков, 
% к сумме обеих фракций

Фракции хроматина
Доза, крад

0 0,5 5 20

Гетерохроматин 68 73 51 42
Эухроматин 32 27 49 58

Однако при облучении 18—20-часовых проростков нами замече­
но даже некоторое увеличение выхода гетерохроматиновой фракции. 
Если в норме в исследуемый период, т. е. через 2 ч после облучения 
(возраст проростков достиг уже 20—22 ч), отношение гетеро- 
к эухроматину составляло 3 : 1, то при облучении в дозе 5 крад—■ 
3,9:1. • !

Увеличение выхода эухроматина за счет уменьшения гетеро­
хроматиновой фракции в облученных ядрах клеток тимуса наблюда­
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ли в своих исследованиях Н. Б. Стражевская и В. Н. Стручков 
[24J. Авторы склонны считать причиной этих изменений отщепле­
ние белкового компонента от ДНК. Наши экспериментальные дан­
ные, приведенные выше, показывают, что в зависимости от функ­
ционального состояния хроматина в момент облучения можно по­
лучить радиационный эффект обратного значения. При облучении 
проростков в возрасте 18—20 ч меристематические клетки их нахо­
дились в G, фазе митотического цикла, в то время как при облуче­
нии в возрасте 24 ч клетки исследуемого материала находились в 
конце G, фазы. И, как оказалось, возможность деконденсации 
хроматина в исследуемые сроки была разной.

Нами проведено исследование кинетики содержания суммы бел­
ков в общем хроматине после облучения 24-часовых проростков 
(табл. 4).

Таблица 4
Кинетика содержания суммарных белков общего хроматина меристематических 
клеток проростков гороха, мкг на 100 мкг ДНК

Доза, 
крад

Время после облучения, ч

40 мин % 3 % 5 %

0 222 + 0 100,0 140± 1 100,0 124J-0 100,0
0,5 230 ±3 3,6 152 ±1 8,5 158±2 27,4
1,0 252 Ч- 5 13,5 178±2 2,7 168 ±1 35,4
5,0 172± 1 —22,6 160±0 14,0 164±0 30,2

Потерю суммарного белка, достигающую 22%, наблюдали лишь 
через 40 мин после облучения, а в дальнейшем происходило даже 
увеличение содержания белков в хроматине. Можно допустить, 
что для деконденсации гетерохроматина достаточно непродолжи­
тельное обеднение белком. Деспирализованные участки гетеро­
хроматина в дальнейшем претерпевают изменения, которые харак­
теризуются наблюдающейся перегруппировкой фракционного со­
става белков. Распределение белков между фракциями хроматина 
через 2 ч после облучения показано в табл. 5.

Таблица 5
Содержание белков хроматина через 2 ч после облучения корешков гороха, 
мкг на 100 мкг ДНК

Фракции 
хроматина

Гистоны Негистоновые белки Остаточные белки

контроль 5 крад % контроль 5 крад % контроль^ крад %

Гетерохроматин 
Эухроматин

122 ±3
111 ± 1

122 ±1
99±0

100
89

91 ±3 
68±0

82±1 
68±1

90
100

26±3 
37±1

28±1 
43±3

107
116

Как видно из приведенных данных, содержание отдельных групп 
белков после облучения изменяется более существенно в эухрома- 
тиновой фракции. В гетерохроматине обнаружено небольшое умень­
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шение негистоновых белков, содержание гистонов и остаточных бел­
ков постоянно. В эухроматине после облучения снижалось количест­
во гистонов и увеличивалось содержание остаточного белка, количест­
во негистоновых белков в исследуемый период было неизменным.

Ядерные белки, входящие в состав хроматина, являются теми 
компонентами, которые играют основную роль в структурной орга­

Кинетика включения метки из 14С-ар- 
(а) и 14С-лизина (б) в гистоны хрома-

Рис. 1. 
гинина
тина, выделенного из меристем корешков об­
лученных проростков:
I — контроль, 2,3 — соответственно облучение 
в дозе 1 и 10 крад.

низации дезоксирибонукле­
опротеидов (ДНП), хрома­
тина. При присоединении 
минорных количеств белка 
к ДНК вязкость ее сущест­
венно уменьшается, следо­
вательно, форма становится 
более компактной, чем в 
свободном виде. В составе 
ДНП каждый из белков вы­
полняет определенную фун­
кцию. Уже незначительное 
количество остаточного бел­
ка существенно меняет кон­
формацию ДНК, прибли­
жая ее к ДНП. В образо­
вании спиралей высшего 
порядка принимает участие 
богатая лизином фракция 
гистона F, [72]. Фракция F3, 
богатая аргинином, ответст-
венна за более тонкую спи- рализацию нитей ДНП. Аргининбогатый гистон снижает раствори­

мость комплекса и увеличивает упорядоченность ДНП-нитей. Добав­
ление же фракции лизинбогатого гистона еще более структурирует 
ДНП, увеличивая его нерастворимость и одновременно повышая элас­
тичность фибрилл ДНП. Различные гистоны занимают на молекуле 
ДНК разное количество связывающих мест с разной протяжен­
ностью. Полом и Гилиором [75] было показано, что специфическую 
реконструкцию хроматина нельзя получить с особо очищенной ДНК 
без добавления остаточного белка негистонового типа. Совершенно 
очевидно, что радиационные нарушения в составе белкового компо­
нента хроматина отражаются на способности ДНП-фибрилл к 
образованию надмолекулярных структур.

Нами исследовалась кинетика включения аминокислот аргини­
на и лизина в гистоны хроматина облученных меристематических 
клеток корешков гороха (облучали целые проростки). Поскольку 
указанные аминокислоты локализованы в соответствующих фрак­
циях гистонов, нарушение координации включаемости их в гистоны 
может свидетельствовать о нарушении их синтеза после облучения, 
что отражается на надмолекулярной организации хроматина. 
Как показано на рис. 1, в более ранние сроки после облучения нару­
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шается синтез лизинбогатой фракции гистона, и лишь спустя 5 ч на­
ступает снижение включения аргинина в гистоны хроматина. Оче­
видно, после облучения имеет место более раннее нарушение супер- 
спирализации, что и наблюдалось нами как результат увеличения 
эухроматина, и лишь спустя некоторое время нарушается тонкая 
структура нитей ДНП. Это находится в соответствии с наблюдае­
мой нами в пострадиационный период деконденсацией хроматина.

Надмолекулярная организация хроматина зависит также от 
прямой деструкции, происходящей вследствие облучения его ком­
понентов. Радиационные нарушения ДНК будут рассмотрены в 
третьей главе монографии. Радиационно-химические поражения 
белкового компонента, и особенно первичный радиолиз гистонов, 
наблюдаются лишь в диапазоне больших доз облучения, лежащих 
далеко за пределами «биологических» доз. Тем не менее радио­
чувствительность ДНП и хромосом очень высокая, о чем свидетель­
ствует возникновение хромосомных аберраций и других дефектов. 
Особенности надмолекулярной организации структур ДНП, опре­
деляющие их радиочувствительность, нашли отражение в исследо­
ваниях многих авторов [27, 28, 31].

Молекулярная организация хроматина создается многими ком­
понентами: ДНК, гистонами, негистоновыми белками, РНК. Вза­
имодействие между ними полностью не изучено. Типы связей гисто­
нов с ДНК большинство исследователей считает электростатически­
ми, а между негистоновыми белками и ДНК — гидрофобными. 
Кроме связей гистон — ДНК, ДНК — негистоновый белок могут 
существовать связи между гистонами и негистоновыми белками, 
а также белками и РНК, образуя тройные комплексы с ДНК.

Нарушение комплексообразующей способности белков хромати­
на при облучении растворов (1 мг/мл) суммарных гистонов и их 
фракций в дозах 50 и 100 крад изучали В. И. Токарская и соавт. 
[31]. Облученные гистоны использовали для реконструкции нук- 
леогистонов. Несмотря на высокие дозы облучения, комплексооб­
разующая способность гистонов не изменялась. Однако гамма-об- 
лученная ДНК [31] связывала меньшее количество гистонов всех 
фракций, чем нативная, но большее, чем денатурированная ДНК, и 
гораздо большее, чем обычное количество гистонов в хроматине 
эукариотических клеток. Упрочение связи ДНК — белок (гистон) 
при облучении обоих компонентов нуклеогистона наблюдал 
Н. И. Рябченко [29], который показал, что лишь 2—5% белка, вхо­
дящего в состав нуклеопротеидного комплекса, способно включать­
ся в упрочненную связь. Упрочение связи ДНК — гистон автор 
наблюдал как в случае облучения целого комплекса, так и его ком­
понентов до образования комплекса. Однако в упрочении связи 
большую роль он отводит ДНК, в которой вследствие облучения 
возникают денатурированные участки. По месту этих денатури­
рованных участков и происходит упрочение связи ДНК — белок. 
In vivo такие денатурированные участки не были обнаружены 
[30].

15



При действии радиации на ДНП происходит лабилизация свя­
зи ДНК — белок и, вместе с тем, упрочение ее с небольшой 
частью его (10—12 молекул гистона на ДНК с мол. весом 6 х 10е). 
На способность комплексообразования гистонов с ДНК могут влиять 
радиационные нарушения вторичной структуры белков, которые 
наблюдаются при относительно низких дозах облучения. Нару­
шение вторичной структуры и более высоких уровней структу­
рированности белков может явиться причиной неспецифической 
модификации белков, в частности гистонов, вследствие обнаженнос­
ти функциональных групп полипептидной цепи. О возможности та­
ких изменений свидетельствует структурная организация и кон­
формация молекул гистонов [27, 30]. Показано наличие такой 
модификации гистонов in vivo, играющей роль не только при взаимо­
действии гистонов с ДНК, но также и в реализации функциональ­
ных возможностей хроматина [4, 6]. В ядре модификация структуры 
гистонов возможна в результате реакций ацетилирования, фосфо­
рилирования и метилирования [4, 6]. Механизмы реакций, модифи­
цирующих структуру гистонов, окончательно не выяснены. Извест­
но, что модификация гистонов происходит уже после завершения 
синтеза полипептидной цепи [4, 6]. Показана роль уровня мо­
дификации гистонов в регуляции генетической активности и струк­
турированности [4, 6] хроматина.

Модификация гистонов при ацетилировании их лизиновых 
остатков приводит к уменьшению положительного заряда белка, 
вследствие чего ослабляется связь между гистонами и отрицательно 
заряженной ДНК. Изменение уровня ацетилирования гистонов при 
облучении может произойти как вследствие прямого радиационно­
го нарушения вторичной структуры гистонов, так и вследствие 
нарушения этого процесса, если в ацетилировании принимают 
участие ферменты. В обоих случаях результатом является наруше­
ние тонкой структуры хроматина или изменений взаимоотношений 
днк — белок, неоднократно наблюдавшееся в радиобиологических 
экспериментах.

Таблица 6 Таблица 7

Как показали проведенные

Интенсивность включения 14С-ацетата Интенсивность включения 214-С-ацетата
в гистоны ядер, изолированных из ко­
решков гороха, имп/мин на 1 мг белка

в гистоны гетеро- и эухроматина
изолированных ядер из облученных

% к 
контролю

lipupuv i И İUpUAd.

опыта Контроль 5 крад
Гистоны фракций

Удельная активность, 
имп/мин на 1 мг белка

хроматина
1 155±2

280 ±12
172±3.
318± 15

111
113

контроль 5 крад
2
3 140

137
213
193

152 Гетерохроматин 517±23 771 ±27
4 Эухроматин 976 ±15 1003± 17

вень ацетилирования гистонов
нами исследования (табл. 6), уро- 
в пострадиационный период в сум-
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марных гистонах общего хроматина увеличивался в пределах 15-50%.
Степень ацетилирования гистонов гетеро- и эухроматина различна 

как в норме, так и при облучении (табл. 7).
Ацетилирование гистонов хроматина йосле облучения повыша­

лось в эу- и гетерохроматиновых фракциях, однако гистоны гетеро­
хроматина облученных пророст­
ков ацетилировались намного 
интенсивнее. Незначительное 
повышение уровня ацетилирова­
ния обнаружено и для гистонов 
эухроматиновой фракции.

При модификации гистонов 
фосфорилированием их в системе 
изолированных ядер аналогич­
ной лабильности этого процесса 
нами не выявлено. Изучение ин­
тенсивности фосфорилирования, 
проведенное с помощью метода 
инкубации гамма-облученных ко­
решков, а также изолированных 
из них ядер с меченным по фос­
фору неорганическим фосфатом, 

Таблица 8
Влияние гамма-облучения на 
интенсивность включения 32Р в 
гистоны хроматина у проростков 
гороха

Фракции 
хроматина

Удельная активность, 
имп/мин на 1 мг белка

контроль 5 крад

Общий хроматин ■ 286 388
310 380
491 530

Гетерохроматин 127 203

Эухроматин 311 325

показало повышенную способность к фосфорилированию гистонов 
из облученных проростков (табл. 8).

Весьма вероятно, что закономерности, обнаруженные нами при 
изучении уровня модификации гистонов после облучения, могут 
вносить вклад в радиационное нарушение надмолекулярной органи­
зации хроматина, независимо от того, в результате чего возникли 
нарушения модификации •— вследствие первичной денатурации бел­
ков или в результате нарушения ферментов, принимающих участие 
в процессах фосфорилирования и ацетилирования.

По данным Н. Б. Стражевской £27], большую роль в нарушении 
надмолекулярной организации хроматина играют белки негистоно­
вой природы. Автор обнаружила упрочение связи ДНК — белок 
при облучении растворов ДНП. При облучении крыс в дозах 1 — 
5 крад наблюдалась аналогичная картина, только проявление радиа­
ционного эффекта было значительно меньшим. Н. Б. Стражевская 
предлагает три этапа действия ионизирующей радиации на ДНП — 
структуры:

1) первичные физико-химические нарушения ДНП при прямом 
действии радиации; 2) компенсаторный этап, связанный с дея­
тельностью репарирующих систем; 3) вторичный ферментативный 
этап, вследствие чего активируются нуклеазы и протеазы, ла- 
билизируется связь ДНК — белок. Упрочение же неспецифической 
связи ДНК — белок обусловлено повреждением структуры ДНК, 
так как структурных повреждений-гиетонрв при облученда в дозе 
5 крад не ^выя-вленст
2 5-2546 17



В неспецифическую связь с поврежденной ДНК вступают неги­
стоновые белки хроматина. Такое комплексирование негистоновых 
белков с ДНК наблюдали in vivo. По мнению Н. Б. Стражевской, 
белок, прочно связанный с ДНК, представляет собой функциональ­
ный белок, предположительно ДНК- и РНК-полимеразы, лигазы, 
которые могут иметь значение в репарационных процессах. Под­
тверждением этого предположения служат полученные автором 
данные о репарации одно- и двунитевых разрывов в эу- и гетеро­
хроматиновой ДНК [27]. В гетерохроматине они быстро ликвиди­
руются, а в эухроматине не выявлены.

Участие белкового компонента хроматина в радиационном по­
ражении надмолекулярных структур изучалось нами с помощью 
применения ингибиторов биосинтеза белков. Сразу после облуче­
ния проростков гороха в корешки вводили хлорамфениколл и 
сравнивали заселенность хроматина белками с хроматином необ- 
лученных проростков. Полученные данные позволяют предполагать, 
что в упрочении связи ДНК — белок после облучения участвуют 
белки, не синтезированные de novo, а имевшиеся в ядре до облуче­
ния. К такому заключению мы пришли, оценивая выделенный после 
облучения и инкубации с хлорамфениколлом хроматин по коли­
честву свободных фосфатных групп ДНК в хроматине (табл. 9).

Таблица 9
Влияние хлорамфениколла на интенсивность связывания 
толуидинового синего хроматином после облучения 
проростков гороха

Схема опыта
Краска, связанная с 

аликвотой хроматина, % % к 
конт­
ролю

контроль 5 крад

Без хлорамфениколла 59,3 ±1,8 43,2 ±1,5 72
С хлорамфениколлом 52,3 ±1,6 27,0 ±0 52

Как видно из приведенных данных, при добавлении хлорамфе­
николла количество связывающих мест на ДНК хроматина при 
облучении не только не увеличивалось, но, наоборот, количество 
краски, связанной хроматином, уменьшалось. Полученные данные 
могут свидетельствовать также о возможности перераспределения 
белков в хроматине после облучения. Однако не исключена возмож­
ность присоединения свободных белков ядер к хроматину после 
облучения. Необходимы доказательства, является ли обнаруженный 
факт следствием денатурационного действия радиации или функ­
циональной мобилизацией белков к пострадиационному восстанов­
лению.

Более позднее нарушение комплексообразовательной способ­
ности компонентов хроматина обнаружено В. С. Лиходедом и соавт. 
[19], которые исследовали комплексообразующую способность гис­
тонов, кислых белков ядер и РНК печени крыс через 24 ч после
18



облучения в дозе 800 р. По мнению авторов, все перечисленные 
компоненты хроматина характеризовались изменениями, возник­
шими не только при первичном действии радиации, нои обусловлен­
ными вторичными эффектами, неравномерностью синтетических 
процессов тех или иных белков. Была обнаружена повышенная 
способность к комплексообразованию лизинбогатой фракции гисто­
нов с РНК; способность к образованию комплексов кислых белков 
при этом не менялась. Гистоны из облученных органов связывались 
более сильно не только с РНК, но и с кислыми белками.

Согласно данным Бауэра и Олифант [43], ДНК, остающаяся в 
ядре, а также переходящая в растворимое состояние спустя не­
сколько часов после облучения животных, обладала пониженным 
сродством к гистонам. Каковы причины столь отдаленных послед­
ствий действия радиации на свойства макромолекул, составляющих 
хроматин, определят дальнейшие исследования.

РАДИАЦИОННЫЕ НАРУШЕНИЯ БИОСИНТЕЗА 
БЕЛКОВ ХРОМАТИНА, ИХ РОЛЬ В РАЗВИТИИ 
РАДИАЦИОННОГО ПОРАЖЕНИЯ ЯДРА
И ПРОЦЕССАХ ПОСТРАДИАЦИОННОГО ВОССТАНОВЛЕНИЯ

Модификация лучевого повреждения ДНК в клетках эукариот 
до сих пор не известна. Постоянное соотношение белка и ДНК в 
хромосомах должно играть существенную роль в реализации радиа­
ционных повреждений и процессах восстановления. Еще в ранних 
радиобиологических исследованиях [28, 55] было показано, что 
белки, ассоциированные с ДНК, в 10 раз снижают ее радиочувст­
вительность, оцениваемую химическими повреждениями структуры. 
Применение ингибиторов белкового синтеза убедило в необходи­
мости для восстановления деградированной радиацией ДНК синтеза белков de novo [51, 59].

В радиобиологии, и в частности в радиационной биохимии, 
исследование нарушения синтеза белкового компонента хроматина 
является важным этапом в изучении проявления и развития как 
радиационного поражения клеток, так и восстановительных про­
цессов в ней. В первых исследованиях белкового компонента хро­
матина было установлено освобождение гистонов из ядер облучен­
ных организмов, а также изолированных ядер [53]. В дальнейшем 
было обнаружено обеднение хроматина после рентгеновского облу­
чения гистонами и, в первую очередь, их высокомолекулярными 
фракциями [78]. Затем было показано [43], что потери ДНК и гисто­
нов происходят в равной степени в течение первых 24 ч после об­
лучения. Отношение ДНК/гистон в этот период постоянно. Все 
фракции гистонов отделяются в равном количестве и с одинаковой 
скоростью. Удалось обнаружить деградацию гистонов, которая 
оказывает влияние на степень повреждения клеток.

Изучение радиочувствительности биосинтеза белков хроматина 
представляет интерес не только в связи с радиочувствительностью 
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ядра и клетки в целом, но и в чисто биологическом аспекте, по­
скольку показано наличие внутриядерного синтеза белков, отли­
чающегося некоторыми особенностями [57]. Так, в исследованиях на 
экспоненциально размножающихся клетках табака и проростках 
гороха было показано, что механизм синтеза гистонов отличается 
от механизма синтеза других белков [58], и установлено, что местом 
активного синтеза гистонов является ядрышко [1]. Синтез гистонов 
протекает параллельно синтезу ДНК, однако он не ингибируется 
5-фтордезоксиур идином.

Особенности биосинтеза негистоновых белков хроматина и бо­
лее высокая, по сравнению с гистонами, скорость их синтеза пока­
заны в работах Буша [2]. Обобщение достижений последнего вре­
мени в изучении негистоновых белков представлено в трудах 
лаборатории Боннера [54]. Согласно этим представлениям, негисто­
новые белки хроматина представлены множеством ферментов, та­
ких как НАД-синтетазы, РНК- и ДНК-полимеразы, окислитель­
ные и гидролитические ферменты, ферменты белкового синтеза и 
ДНК-лигазы. Показано, что ДНК-лигазы, входящие в состав бел­
ков хроматина млекопитающих, легко репарируют однонитевые 
разрывы в системе ДНК — гистон. Однако свободные гистоны 
ингибируют лигазную репарацию ДНК в составе нуклеопротеида 
[8]. Негистоновые белки вызывают разворачивание хроматина, 
способствующее связыванию РНК-полимеразы [75].

Фракция остаточного белка содержит цистеин, который спосо­
бен образовывать межмолекулярные связи [77]. По мнению 
Д. М. Спитковского и сотр. [28], эта фракция может играть суще­
ственную роль в образовании надмолекулярных структур ДНП.

Обзор работ по изучению действия ионизирующей радиации на 
биосинтез ядерных белков приведен в монографии А. М. Кузина 
[14]. Опубликованные данные не позволяют пока оценить роль сте­
пени нарушения синтеза белков хроматина в ранний пострадиа­
ционный период, определяющий судьбу пораженного ядра. Тем не 
менее именно раннее развитие радиационного поражения в синтезе 
белков хроматина наиболее существенно отражается на его нормаль­
ном функционировании. Эксперимент для выяснения ранних пост­
радиационных нарушений скорости синтеза белкового компонента 
хроматина состоял в следующем. Синхронизированные с помощью 
оксимочевины клетки меристем корешков гороха метили 14С-гидро- 
лизатом белков. Через 3 ч после снятия блока оксимочевины про­
ростки облучали. Через 1, 3, 5, 6 и 8 ч после облучения корешки 
фиксировали жидким азотом, изолировали из них меристемы, из 
которых выделяли хроматин и его фракции по методу Френстера 
[61]. Контроль выделенных фракций хроматина проводили с по­
мощью электронного микроскопа. Таким образом, мы получали хро­
матин через 5, 7, 8, 9 и 11 ч после снятия блока оксимочевины, что 
соответствовало концу фазы G3 и всей фазы Sx митотического цикла. 
Облучение проводили через 2,5 ч после снятия блока оксимочевины, 
что соответствовало фазе Gx. В изучаемый период мы следили за
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Рис. 2. Кинетика содержания (7) и радиоактивности (2) гистононэу- 
и гетерохроматина, меченных до облучения 14С-гидролизатом белков: 
а — контроль, б — облучение.

изменением как содержания белков, так и их радиоактивности. Из 
приведенных на рис. 2, 3 и 4 данных видно, что изменения в хрома­
тине прежде всего затрагивают эухроматиновую фракцию. Содержа­
ние гистонов в эухроматине облученных и необлученных тканей оди­
наково. От начала наблюдения идет постепенное накопление ги­
стонов, которое увеличивается в контроле в два раза к 9 ч 30 мин 
после снятия блока оксимочевины, а затем начинает уменьшаться, 
достигая исходного уровня. Кривая удельной активности указан­
ных белков параллельна кривой накопления. Кинетика содержа­
ния гистонов в эухроматине клеток меристем корешков гороха, 
облученных в фазе G1; имеет аналогичный характер. Однако мак­
симальное увеличение количества гистонов наступает на 1 ч раньше, 
чем в норме. Изменение радиоактивности гистонов в течение исследу­
емого времени показывает, что сразу после облучения из эухромати- 
новой фракции отделялись ассоциированные с ней гистоны, кото­
рые сразу же пополнялись как синтезированными de novo, так и 
находившимися в ядре в свободном состоянии. Несмотря на колеба­
ния в скорости синтеза указанных белков, обеспеченность хроматина
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Рис. 3. Кинетика содержания (/) и радиоактивности (2) негистоновых 
белков эу- и гетерохроматина, меченных до облучения ^-гидролиза­
том белков:
а\— контроль, б — облучение-

гистонами достигается, очевидно, перераспределением белков. Ха­
рактер изменений содержания и активности гистонов в гетерохро­
матине облученных клеток аналогичен таковому в норме. Однако 
при облучении увеличение удельной активности гистонов наступает 
на 1 ч раньше. Возможно, при облучении наступает разобщение син­
теза ДНК и гистонов, неоднократно наблюдавшееся при действии 
5-фторурацила на опухолевых клетках [78] и 5-фтордезоксиуридина 
на клетках табака [58].

Более сильные нарушения в пострадиационный период мы обна­
ружили у негистоновых белков. В течение исследуемого периода у 
интерфазного хроматина удельная активность негистоновых белков 
эухроматина сначала снижалась, что может быть истолковано уси­
лением синтеза белков de novo с меньшей удельной активностью,
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Рис. 4. Кинетика содержания (/) и радиоактивности (2) остаточных белков 
эу- и гетерохроматина, меченных до облучения 14С-гидролизатом белков: 
а — контроль, б — облучение.

поскольку фонд свободных меченых аминокислот с течением вре­
мени иссякает. Однако можно допустить наличие в ядре некого фон­
да не обменивающихся быстро белков, которые после облучения ком- 
плексируются с эухроматином. Через 3 ч после облучения наступает 
отсоединение указанных белков и с эухроматином остаются синте­
зированные в предсинтетической фазе белки с высокой удельной 
активностью. В дальнейшем наиболее вероятно обновление хрома­
тина вновь синтезированными белками с меньшей удельной актив­
ностью.

Аналогична закономерность кинетики содержания и активно­
сти негистоновых белков в гетерохроматине, что, согласно получен­
ным нами ранее данным, показывающим деспирализацию гетерох­
роматина, может быть истолковано как обеспечение негистоновыми 
белками тех участков гетерохроматина, которые необходимы для 
активации.

Изменения, наблюдающиеся в остаточных белках хроматина пос­
ле облучения, были обнаружены в обеих фракциях хроматина. Эти 
белки в исследуемый период оказались наиболее быстро обмениваю­
щимися, о чем свидетельствует более высокий, по сравнению с 
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другими белками хроматина, уровень радиоактивности. В указан­
ную фракцию белков, особенно гетерохроматиновую, очевидно, 
включена часть белков ДНК-мембранного комплекса. Обнаружен­
ные нами изменения в остаточных белках как в контроле, так и 
при облучении свидетельствуют о их высокой функциональной 
активности и довольно большой роли в пострадиационных процес­
сах в хроматине. Характер кривых кинетики изменения белков хро­
матина в пострадиационный период также может служить косвен­
ным доказательством возможности сдвига в фазах клеточного цик­
ла, о чем свидетельствует синхронность изменений при облучении 
во всех белках гетерохроматина.

Обнаруженная лабильность негистоновых белков после облуче­
ния, а также их ферментативные свойства обосновывают целесооб­
разность исследования радиационного воздействия на биосинтез 
одной из групп негистоновых белков — РНК-полимераз. Хаген 
[84] установил, что облученная ДНК связывает в 1,6 раза больше 
РНК-полимеразы, чем необлученная. РНК-полимераза присоединя­
лась по местам одиночных разрывов в ДНК, что могло тормозить 
ее транскрибирующую функцию. Данные об активности РНК-по­
лимераз после облучения довольно противоречивы. Не обнаружено 
изменения активности РНК-полимеразы печени после облучения in 
vitro, а также в облученных тканях [48]. Наряду с этим имеются дан­
ные, свидетельствующие об активации РНК-полимераз облученных 
мышей [64]. Причиной этого могут быть не только изменения специ­
фической активности РНК-полимераз, но и уровень их содержания.

Учитывая приведенные выше данные, мы исследовали интенсив­
ность синтеза РНК-полимераз после облучения проростков кореш­
ков гороха. РНК-полимеразы выделяли по методу [36], разработан­
ному для высших растений, и хроматографировали на колонках 
с ДЭАЭ-сефадексом А-25 согласно прописи [36]. Интенсивность син­
теза отдельных фракций РНК-полимераз определяли по их удель­
ной активности после инкубации корешков гороха в среде, содер­
жащей 2-14С-лейцин с аликвотой смеси немеченых аминокислот. 
Через 2 ч после облучения при импульсном введении метки из 
меристематических тканей корешков гороха получали меченые 
РНК-полимеразы. Из облученных тканей нами выделено на 30% 
меньше белка, чем в контроле. Удельная активность суммарного 
препарата составляла в контроле 471 ± 18 имп/мин на 1 мг белка, 
а при облучении — 679 ± 21. При разделении белков на колонках 
с сефадексом А-25 мы обнаружили, главным образом, две фракции 
РНК-полимераз — 1в и II; 1а и III были представлены значительно 
меньшим количеством (рис. 5). При облучении фракция III нами не 
была обнаружена. Импульсное введение метки позволило сделать 
вывод об усилении после облучения синтеза РНК-полимераз.

Для выяснения причины уменьшенного выхода белка повтор­
но экстрагировали осадок согласно приведенной выше методике, но 
увеличив pH экстрагируемой смеси до 8,8—9. Из осадка хромати­
на облученного материала мы получили дополнительно 15% белка 
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общего выхода, что почти соответ­
ствует уровню содержания белка в 
норме. Удельная активность повторно 
экстрагированных белков была в 10 
раз ниже удельной активности полу­
ченных при первом извлечении в об­
лученном варианте (71+8 имп/мин на 
1 мг) и в два раза ниже, чем в конт­
роле. Из контрольного варианта до­
полнительно получено 3—5% белка.

Полученные нами данные позволя­
ют констатировать усиление после об­
лучения синтеза РНК-полимераз. Оче­
видно, часть РНК-полимераз, содер­
жавшихся в хроматине до облучения, 
в пострадиационный период более 
прочно связывается с хроматином. Об 
этом свидетельствует более низкий 
уровень радиоактивности выделен­
ных дополнительной экстракцией 
РНК-полимераз.

Выявленные закономерности пост­
радиационных изменений белков хро- 

Рис. 5. Хроматографический 
профиль на колонке с сефадек­
сом А-25 меченных in vivo РНК- 
полимераз:
а — контроль, б—облучение в дозе 
5 крад: п. б.— посадочный буфер-

матана позволяют определять ранние
нарушения как состава белкового компонента хроматина, так и 
интенсивности его синтеза. Интенсивное изменение состава негисто­
новых белков после облучения, особенно эухроматиновой фракции, 
свидетельствует об активном участии указанных белков в восста­
новительных процессах.

ДЕЙСТВИЕ ИОНИЗИРУЮЩЕЙ РАДИАЦИИ 
НА ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ ХРОМАТИНА

Главная функциональная роль хроматина состоит в хранении, 
воспроизведении и передаче генетической информации в морфогене­
тические системы. Несмотря на наличие генетических систем в других 
органеллах — пластидах, митохондриях —основные процессы, про­
исходящие в них, контролируются хроматином ядер. Поэтому иссле­
дование радиационного воздействия на хроматин и проявление его 
функций является одним из важнейших этапов изучения радио­
чувствительности ядра. От степени и характера нарушений функций 
хроматина зависит развитие радиационного поражения всей клетки, 
а также предопределяется возможность репарационных и восстано­
вительных процессов в клетке. В практическом аспекте указанные ис­
следования представляют ценность для выяснения механизма радиа­
ционного мутагенеза, возможности управления мутациями и установ­
ления контроля за направленностью метаболических и структуро­
образовательных процессов, составляющих сущность морфогенеза.
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Функциональная активность хроматина тесно связана с дина­
мичностью его состояния. Деконденсация является проявлением 
активации, а спирализация — уменьшением функциональной ак­
тивности. Поэтому состояние хроматина в интерфазе, в частно­
сти соотношение между гетеро- и эухроматином, определяет его 
функциональную активность. Ее можно оценивать также по ско­
рости репликации ДНК и транскрибирования информационных 
РНК, по включению меченых предшественников — тимидина, ури­
диловой кислоты и фосфора. Функциональную активность хрома­
тина можно определить, установив количество свободных фосфат­
ных групп ДНК, по интенсивности связывания хроматина с такими 
красителями, как акридиновый оранжевый,толуидиновый синий, что 
характеризует степень доступности матрицы. Активность хромати­
на может быть определена уровнем специфической активности 
ядерных РНК-полимераз, а также повышением их содержания.

Для оценки радиационного воздействия на активность хромати­
на мы использовали некоторые из приведенных выше критериев. 
Как уже указывалось (см. табл. 3), через 2 ч после облучения про­
ростков гороха количество эухроматиновой фракции увеличи­
валось, одновременно уменьшалось количество гетерохроматина. 
С увеличением дозы облучения наблюдалось усиление эффекта.

Согласно некоторым литературным данным [12, 15], негистоновые 
белки сосредоточены во фракции эухроматина, где локализована 
генетически активная ДНК. Учитывая, что в составе негистоновых 
белков хроматина содержатся нуклеазы, полимеразы нуклеиновых 
кислот и ферменты репарации, количество указанных белков в 
хроматине играет немаловажную роль в развитии радиационного 
поражения или восстановления хроматина. Гистоны неспецифиче­
ски инактивируют ДНК и принимают участие в суперспирализации 
ее, уменьшая тем самым доступность матрицы. В связи с этим соот­
ношение указанных фракций белков, динамика их содержания и 
интенсивность синтеза сразу после облучения также могут служить 
критерием его функциональной активности.
Мы провели исследование влияния гамма-облучения меристе­

матических клеток в составе целых проростков, находящихся в 
предсинтетической фазе, на кинетику содержания гистонов и не­
гистоновых белков хроматина через 1, 3 и 5 ч после облучения. 
В эти же сроки определялась интенсивность связывания хромати­
ном толуидинового синего. Этот метод, предложенный Миурой и 
Охбой [74], позволяет определить количество свободных фосфатных 
групп в ДНК хроматина.

На рис. 6 показана кинетика содержания суммарных гистонов 
и негистоновых белков хроматина при дозах облучения 0,5 и 5 крад. 
Сравнение полученных данных с интенсивностью связывания 
толуидинового синего показывает, что количество связанной крас­
ки со свободными фосфатными группами ДНК хроматина находится 
в прямой зависимости от содержания негистоновых белков и в об­
ратной — от содержания гистонов. Следовательно, количество 
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гистонов в хроматине конкурирует за места связывания хроматина 
с краской. Особенно четко это наблюдается при дозе облучения 
5 крад, когда кривая изменения содержания гистонов является зер­
кальным отображением кривой связывания толуидинового синего. 
Эти данные хорошо согласуются с приведенными данными об изме­
нении фракционного состава хроматина.

ти связывания толуидинового синего (а), содержа­
ния гистонов (б) и негистоновых белков (в) в об­
щем хроматине меристем корешков облученных 
проростков гороха:
/ — контроль, 2, 3 — соответственно дозы облучения 
0,5 и 5 крад.

Кроме того, из полученных данных явствует, что зависимость 
активности хроматина от дозы облучения, определяемая коли­
чеством свободных фосфатных групп ДНК, меняется в различные 
периоды после облучения, что свидетельствует о перестройке мо­
лекулярной организации хроматина, а следовательно, и его актив» 
ности. Некоторые различия в характере полученных зависимостей 
в норме и при облучении могут свидетельствовать о неспецифической 
дерепрессии хроматина, которая больше всего проявляется при дозе 
5 крад. Оценку активности хроматина и его фракций проводили 
через 2 ч после облучения по интенсивности включения меченого 
урацила. Приведенные в табл. 10 данные показывают, что метка 
была обнаружена не только в составе РНК, но и в ДНК.
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Согласно литературным данным [21], РНК, выделяемая вместе с 
хроматином, является гетерогенной: она представлена не только 
«хроматиновой» РНК [17, 21], но значительная часть ее состоит из 
«быстрометящейся» и вновь образованной РНК. Исследования не­
которых авторов показали целесообразность использования ком­
плексно связанной с хроматином РНК для оценки транскрибирую­
щей активности генома [17, 21]. Исходя из сказанного выше, пред­
ставленные в табл. 10 данные могут характеризовать транскри­
бирующую активность хроматина. Увеличенное количество метки в 
гетерохроматине необлученного материала можно объяснить со­
стоянием хроматина в конце Gj фазы.

Таблица 10
Интенсивность включения 14С-урацила во фракции хроматина, 
выделенного из меристем корешков гороха, облученных в Gı фазе, 
имп/мин на 1 мг РНК, ДНК

Фракции хроматина
РНК ДНК

контроль 5 крад % контроль 5 крад %

Гетерохроматин 4545 ±18 3327 + 31 73 86± 11 Ю6±5 123
Эухроматин 2420 ±37 4354 ±49 179 174± 15 216± 17 124

В предсинтетической фазе клеточного цикла может наблюдаться 
включение метки из тимидина (урацила) в связи с неконсерватив­
ным репаративным синтезом одиночных цепей ДНК, деполимери­
зованных в местах синтеза иРНК- По интенсивности этого включе­
ния можно судить о матричной активности ДНК в предсинтетической 
фазе. Особенно возрастает матричная активность ДНК к концу 
Gx фазы [46]. В недавно опубликованной работе [83] показано, что 
при УФ-облучении клеток млекопитающих в Gx фазе наблюдались 
структурные изменения хроматина, подобные его состоянию в 
синтетической фазе. Авторы обнаружили внеплановый синтез 
ДНК, индуцированный УФ-облучением. При рентгеновском облу­
чении указанные изменения в хроматине не были обнаружены, 
но были выявлены разрывы хроматиновых нитей, которые воссоеди­
нялись без дополнительного синтеза ДНК- Полученное нами увели­
чение включения метки из урацила в ДНК при облучении может 
быть истолковано исходя из приведенных выше соображений или 
вследствие повышенной прочности гибридов ДНК-РНК-

Через 12 и 18 ч после общего рентгеновского облучения в до­
зе 1 крад в печени крыс обнаружены изменения уровня транскрип­
ции, показано повышение матричной активности хроматина, об­
условленное изменениями связи белок — ДНК, соответственно на 
26 и 63%. Матричная активность исследовалась в РНК-полимераз­ной системе [77].

Результаты проведенных нами определений активности хрома­
тина по интенсивности включения метки из тимидина в ДНК раз­
ных фракций хроматина меристематических клеток корешков го-
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роха, облученных в фазе митотического цикла, приведены в 
табл. 11. Полученные данные свидетельствуют о повышении вклю­
чаемое™ метки из меченого по углероду тимидина в гетерохромати­
новую фракцию облученных клеток. Возможно, наблюдаемая ак­
тивация включения метки является результатом интенсификации 
репарационных процессов или неспецифической деспирализацией 
гетерохроматина после облучения и переход его в активное со­
стояние.

Таблица 11
Включение В * * * * * 14С-тимидина в ДНК разных фракций хроматина 
меристем корешков гороха

В настоящее время считается установленным, что радиационное
повреждение ядра более существенно для развития лучевого пора­
жения всей клетки, чем повреждение других цитоплазматических 
структур. Уровень радиочувствительности ядра определяется сте­
пенью повреждаемости его компонентов (хроматин, ядрышко,
мембраны, кариоплазма и другие образования ядра) в момент об­
лучения. Еще в ранние годы развития радиобиологии утвердилось 
представление, что хромосома — основной компонент ядра — яв­
ляется главной мишенью, при повреждении которой возникают 
летальные и генетические последствия в живых организмах.

Первым этапом радиационного поражения ядра является пря­
мая инактивация макромолекул ядра, а также возникновение пер­
вичных продуктов радиационно-химических реакций, происходя­
щих в результате поглощения энергии. Эти первичные продукты

Фракции 
хроматина

Опыт № 1 Опыт № 2

контроль 5 край
% к 
конт­
ролю

контроль 5 крад
% к 

конт­
ролю

Общий хроматин _ _ _ » _ 212± 19 427 ±21 200
Гетерохроматин 144± 18 280± 11 194 74± 11 141 ±18 190
Эу хроматин 733 ±51 189 ±21 25 425 ±20 116±3 27

Приведенные данные свидетельствуют о глубоких пострадиа­
ционных нарушениях в хроматине, несомненно, искажающих его 
функционирование. Возможность нормализации структуры хро­
матина в пострадиационный период соответственно определяет вос­
становительную реакцию. Вся совокупность данных свидетель­
ствует о потере в ранний пострадиационный период контроля над 
биосинтезом белков, что является причиной многих нарушений как 
в ядре, так и в целостной клетке, выражающихся в нарушении фаз 
митотического цикла, дифференциации, морфогенеза и ряда дру­
гих процессов организма.

ОБЩИЕ ПРИЧИНЫ РАДИАЦИОННОГО ПОВРЕЖДЕНИЯ 
ЯДРА, ОПРЕДЕЛЯЮЩИЕ ЕГО РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 
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в виде свободных радикалов, перекисей, гидроперекисей и др., об­
ладающие различной продолжительностью жизни, могут реагиро­
вать с макромолекулами хроматина, ядерных мембран, а также с 
ферментами, входящими в их состав. Возможна модификация эти­
ми продуктами молекул ДНК и белков на различных уровнях их 
структурной организации. Прямая инактивация макромолекул, 
разрывы цепи ДНК, белков, изменения их вторичной структуры и 
высших уровней организации, конформационные изменения, мо­
дификация макромолекул с помощью первичных продуктов радиа­
ционно-химических реакций, потеря способности молекул к узна­
ванию являются факторами, искажающими функциональные про­
явления хроматина, ядерной мембраны, ДНК-мембранного комп­
лекса и ядра в целом. В результате указанных изменений могут 
возникнуть: неспецифическая репрессия или дерепрессия хромати­
на, нарушение кардинальных процессов в ядре — биосинтеза ДНК, 
РНК, белков, самосборки хроматина и его строительного материа­
ла, дезоксирибонуклеопротеидов, ядерных мембран.

Молекулярные механизмы радиационного поражения компонен­
тов ядра, определяющих уровень его радиочувствительности, до 
сих пор полностью не изучены, хотя в последнее время поток 
информации в данном направлении увеличился. Большинство иссле­
дований проводится на клетках животных организмов. Радиацион­
но-биохимические процессы в ядре растительного организма изу­
чали лишь некоторые авторы. Хотя основные функции ядра расти­
тельной и животной клетки аналогичны, исследования на расте­
ниях актуальны в связи с радиационным мутагенезом; кроме того, 
растительная клетка является доступной моделью для исследования 
эукариотических организмов.

Полученные нами экспериментальные данные позволяют ха­
рактеризовать некоторые стороны описанных выше радиационных 
эффектов на уровне компонентов ядра, а также функциональной 
интеграции их в целостном ядре. Мы обнаружили, что проявление 
радиационного эффекта на надмолекулярном уровне хроматина 
выражается в изменении соотношения между гетеро- и эухромати- 
ном. В зависимости от состояния хроматина в момент облучения 
этот эффект проявляется либо в деспирализации хроматина, либо 
в усилении его конденсации.

Существенный вклад в радиационное поражение хроматина вно­
сит изменение его белкового компонента, которое в условиях на­
ших экспериментов проявлялось в перераспределении белков 
между фракциями хроматина, а также между хроматином и сво­
бодными белками ядра, в нарушении скорости их биосинтеза, в 
пострансляционной модификации гистонов, определяющейся уров­
нем ацетилирования и фосфорилирования, в нарушении взаимо­
действия ДНК с РНК-полимеразой и скорости синтеза последней. 
В комплексе указанных эффектов особое место занимает радиаци­
онное повреждение ферментов, ассоциированных с хроматином и 
ядерной мембраной. Сюда относится как первичное повреждение 
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белковой молекулы, так и нарушение высших уровней струк­
турированности фермента, вплоть до способности белковой моле­
кулы к образованию четвертичной структуры — сборки субъеди­
ниц фермента, вследствие конформационных изменений. Все отме­
ченные изменения приводят к нарушению молекулярного узнава­
ния между компонентами хроматина, а в результате этого — к 
искажению его функций. В наших экспериментах функциональные 
нарушения хроматина проявлялись в изменении включаемости в 
компоненты хроматина меченых предшественников 14С-тимидина 
и мС-урацила, в степени обнаженности свободных фосфатных 
групп ДНК и степенью конденсации хроматина.

Наименее изучены радиационные эффекты в ядрышке. Учиты­
вая, что в ядрышках происходит процесс образования рибонуклео­
протеидов (предположительно, синтез белков основного характе­
ра), а возможно, и сборка моносом, можно представить послед­
ствия радиационного поражения данного компонента ядра. Не ме­
нее существенным фактором, определяющим радиочувствитель­
ность ядра, является ядерная мембрана. Поражение субъединиц 
мембранных структур приводит к нарушению ядерно-цитоплазма- 
тических отношений, к нарушению транспорта и компартментали- 
зации веществ, вследствие изменения проницаемости. Эти измене­
ния играют существенную роль в усилении радиационно-химических 
эффектов. Кзриоплазма является средой, в которой функционируют 
основные компоненты ядра. Сохранение постоянства ее состава — 
необходимое условие сохранения радиоустойчивости ядра. И на­
конец, радиочувствительность ядра определяется уровнем репара­
ционных и восстановительных процессов, что, в свою очередь, 
зависит от степени повреждения ферментативных систем, участвую­
щих в этих процессах.

Степень радиационного поражения ядра и его компонентов 
определяет судьбу прохождения клетки по митотическому циклу, 
нормальный морфогенез и способность к восстановлению всех си­
стем клетки как путем репарации, так и интенсификации функций 
регуляторных систем клетки. Значение радиочувствительности яд­
ра в общем лучевом патогенезе клетки еще более увеличивается в 
связи с утверждением представлений, что кардинальные процессы 
в клетке и ее субструктурах контролируются ядром. Наличие же 
белоксинтезирующих систем в других органеллах предназначено 
главным образом для воссоздания их структурной организации.
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ГЛАВА II

РАДИОСЕНСИБИЛИЗАЦИЯ КЛЕТОК 
К ИОНИЗИРУЮЩЕЙ радиации

Многие химические и физические факторы способны изменять лу­
чевую реакцию организма. Модификация радиационного эффекта 
может быть обусловлена изменением характера первичных реакций 
или же условий функционирования репарирующих систем клетки. 
Перед радиобиологами стоят две основные задачи — защита клеток 
от повреждающего действия излучения и направленное повышение 
их радиочувствительности. Вопросы защиты биологических объек­
тов от ионизирующей радиации широко исследуются как в теоре­
тическом, так и в практическом плане. Результаты этих исследова­
ний обобщены в ряде монографий [1,9, 16].

Сенсибилизация клеток к радиационному воздействию приобре­
тает большое значение, открывая пути для изучения уникальных 
структур, повреждение которых приводит к гибели клетки, и в 
связи с проблемой повышения эффективности лучевой терапии опу­
холей. Известны химические соединения, обладающие способностью 
усиливать лучевую реакцию клеток при различных воздействиях во 
время и после облучения микроорганизмов [28, 52, 44] и клеток 
млекопитающих [8, 10, 33], но лишь единичные работы проведены 
на растениях.

Среди растений одной из старейших филогенетических групп яв­
ляются синезеленые водоросли — Cyanophyta, занимающие ключе­
вые позиции на границе перехода от прокариотов к эукариотам. 
Они обладают биохимической автономностью, свойственной облигат­
но фотосинтезирующим организмам, исключительной резистент­
ностью к ионизирующей радиации [47, 48] и эффективными системами 
репарации радиационных повреждений [15, 19, 60]. При выяснении 
причин исключительной резистентности этих организмов важным 
вопросом, по нашему мнению, является изучение возможностей и 
способов сенсибилизации их к радиации, так как благодаря воз­
можности модифицировать радиочувствительность биологической 
системы можно выявлять и исследовать внутриклеточные механиз­
мы, лежащие в ее основе.

В настоящей главе приведены результаты исследований сенси­
билизации клеток синезеленой водоросли Anacystis nidulans к гам-
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ма-облучению химическими соединениями с разным механизмом 
действия. Были использованы различные экспериментальные под­
ходы (фракционированное облучение, изучение пострадиационной 
деградации ДНК, седиментационный анализ ДНК) для исследова­
ния связи эффектов радиосенсибилизации с увеличением первичной 
повреждаемости клеток при облучении и нарушениями в процессах 
репарации радиационных повреждений.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследования выполнялись на одноклеточной синезеленой водо­
росли Anacystis nidulans (№ 6301), полученной из коллекции ЛГУ. 
Культуру водорослей выращивали на модифицированной среде 
Хьюджа [5] в люменотермостате при температуре * 30—32° и осве­
щенности 1000 лк. Длительность светового и темнового периодов 
составляла соответственно 16 и 8 ч. В экспериментах использова­
ли культуру 4—5-дневного возраста.

Здесь и далее температура в градусах С.

При изучении радиосенсибилйзации клеток A. nidulans к гамма- 
облучению применяли следующие конечные концентрации сенси­
билизаторов: моноиодацетат (0,5—3,0 X 10-4 М), парахлормерку- 
рибензоат (0,5 — 1,0 X 10~5 М), лгиодбензойная кислота (2 X 
X 10~4 М), метилгидразин (1 X 10-4 М), нингидрин (0,5 — 1,0 X 
X 10~4 М). Вещества растворяли в стерильной питательной среде 
и добавляли к суспензии клеток в разное время до или сразу после 
облучения. Концентрация клеток в облучаемых суспензиях со­
ставляла 2 X 106 в 1 мл.

Облучение проводили в пробирках при комнатной температуре 
в аэробных и аноксических условиях у-лучами 60Со в дозах 
10—120 крад на установке УК-120000 при мощности дозы 
100 рад/сек. Аноксия достигалась барботированием особо чистого 
азота (содержание кислорода < 0,003%) через суспензию клеток 
в течение 18 мин до и во время облучения. Облученные клеточные 
суспензии разводили стерильной питательной средой до соответ­
ствующих концентраций и производили посев на плотную среду в 
чашки Петри для количественного учета выживаемости по числу 
образовавшихся колоний.

При исследовании фракционированного облучения клеток 
A. nidulans облученные суспензии выдерживали различное время 
(1—6 ч) при 30°, а затем подвергали действию второй фракции до­
зы. Для изучения влияния радиосенсибилизатора на судьбу суб­
летальных повреждений монойодацетат (конечная концентрация 
1 X 10~4 М) добавляли к клеткам непосредственно до облучения, 
после облучения на период между фракциями дозы или непосред­
ственно перед второй фракцией дозы.

При исследовании пострадиационной деградации ДНК культуру 
A. nidulans выращивали в течение трех суток на среде с 2-14С-ура- 
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цилом, 10 мккюри/мл. Следует отметить, что в наших предваритель­
ных экспериментах было обнаружено очень слабое включение 
2-14С-тимидина в ДНК растущих клеток A. nidulans. В дальнейшем 
это подтвердилось [14], и в качестве меченого предшественника 
ДНК мы использовали 2-мС-урацил. Ту часть метки, которая вклю­
чалась в РНК, отделяли с помощью щелочного гидролиза РНК. 
Клетки собирали на мембранных ультрафильтрах Synpor (0,45 мк) 
и суспендировали в питательную среду в концентрации 6—8 X 
X 10’ клеток в 1 мл. Сенсибилизаторы добавляли за 10 мин до облу­
чения и тщательно отмывали после облучения перед пострадиа­
ционной инкубацией. Облученные клетки собирали фильтрованием, 
ресуспендировали в 15—20 мл подогретой до 32° питательной среды 
и инкубировали в колбах в люменостате. Через определенные от­
резки времени отбирали аликвоты в пробирки с равным объемом 
NaOH и выдерживали 18 ч при 37° для гидролиза РНК, после чего 
пробы нейтрализовали и подкисляли 50 %-ной трихлоруксусной 
кислотой до ее конечной концентрации 5%. Осадок ДНК собирали и промывали на ультрафильтрах. Радиоактивность в пробах опреде­
ляли под сцинтилляционной жидкостью ЖС-7А на автоматическом 
счетчике SL-40. О степени деградации ДНК в клетках судили по 
величине остаточной радиоактивности метки (имп/мин) в кисло­
тонерастворимой фракции после щелочного гидролиза, выражая ее 
в процентах от значения в соответствующих нулевых контрольных 
или облученных пробах.

Для выяснения влияния радиосенсибилизаторов на выход и 
восстановление однонитевых разрывов ДНК использовали модифи­
цированный метод ультрацентрифугирования в щелочном градиен­
те сахарозы [51]. Клетки A. nidulans предварительно метили 
2-14С-урацилом, затем отмывали от метки и облучали при 0° в при­
сутствии сенсибилизаторов. При определении числа однонитевых 
разрывов, возникающих в ДНК после облучения, с целью предот­
вращения возможного воссоединения разрывов ДНК, культуру пос­
ле облучения немедленно замораживали. Для оценки эффективнос­
ти воссоединения однонитевых разрывов ДНК облученные культу­
ры перед замораживанием инкубировали в питательной среде при 
32° на протяжении 1 ч.

Лизис клеток проводили по методу Дулиттла [32] в маннит-фос­
фатном буфере (pH 6,8) обработкой лизоцимом (Serva) 15 мг!мл и 
0,001 МЭДТА на протяжении 1,5 ч с последующим добавлением 
додецилсульфата натрия до 1%. В отдельных экспериментах для 
разрушения комплекса ДНК-липиды клетки во время лизиса об­
рабатывали фосфолипазой (50 мкг!мл). После окончания лизиса соот­
ветствующие пробы (0,05 мл, где было 6—7 X 10’ клеток) наслаива­
ли на поверхность 0,2 мл раствора 0,5 M NaOH, нанесенного на 
щелочной градиент сахарозы, и центрифугировали.

Ультрацентрифугирование ДНК проводили в щелочном гра­
диенте при концентрации сахарозы 15—30% в роторе 3x5 
центрифуги VAC-601. ДНК клеток A. nidulans центрифугировали 
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3,5 ч при 37 000 об/мин в полиалломерных пробирках объемом 5 мл 
при температуре +16°. На специальном приборе проводили фрак­
ционирование градиента на 40 фракций в пробирки, содержащие по 
1 мл 0,5 M NaOH и ДНК-носитель (1—2 капли раствора 2 мг/мл 
стандартной ДНК), и выдерживали 18 ч при 37° для щелочного 
гидролиза РНК- Затем при 0° пробы подкисляли 50%-ной ТХУ, 
осаждали на ультрафильтрах Synpor (0,45 мк), трижды промывали 
5%-ной ТХУ и подсчитывали радиоактивность.

При исследовании радиосенсибилизирующего действия активно­
го ингибитора РНК-зависимой ДНК полимеразы —диметилбензил- 
рифампицина (ДМБ) и актиномицина Д эти антибиотики добавля­
ли к суспензиям клеток за 10 мин до облучения или сразу же после 
облучения в следующих конечных концентрациях: ДМБ — 
20 мкг[мл, актиномицин Д — 10 мкг/мл.

РАДИОСЕНСИБИЛИЗАЦИЯ КЛЕТОК A. NIDULANS 
К ГАММА-ОБЛУЧЕНИЮ

Поскольку многие радиосенсибилизаторы токсичны для клеток, 
для получения достоверного эффекта сенсибилизации следует ис­
пользовать довольно узкий диапазон концентраций, а именно —- 
ниже токсического уровня. На основании изучения влияния 
разных концентраций радиосенсибилизаторов на жизнеспособность 
клеток (табл. 12) были выбраны оптимальные концентрации ве­
ществ, которые приводят к незначительному уменьшению репро­
дуктивной способности клеток.

Таблица 12
Зависимость выживаемости клеток A. nidulans от концентрации 
использованных сенсибилизаторов

Радиосенси­
билизатор

Концент­
рация,! М

Выжившая 
фракция 

клеток
Радиосенси­
билизатор

Концент­
рация, М

Выжившая 
фракция 
клеток

МИА 0,5x10“ 4 0,96 ±0,04 Нингидрин 0,5X10-4 1,0 ±0,02
1,0хЮ“4 0,85 ±0,06 1,0х Ю“4 1,0 ±0,02

ЗХ1О“4 0,79 ±0,06 ЗхЮ-4 0,70 ±0,04
5X10-4 0,53 ±0,03 5Х10-4 0,23 ±0,09

ПХМБ 0,5X10-5 1,0 ±0,03 Метилгидразин 1X10—4 0,95 ±0,03
1X ю~5 1,0 ±0,03 2Х1О~4 0,80 ±0,07
Зх 10“5 0,65 ±0,05 5Х10~4 0,19 ±0,04
5ХЮ~5 0,07 ±0,08 8X10“4 0,07 ±0,10

При облучении клеток в присутствии моноиодацетата (МИА) 
происходит существенная сенсибилизация как в аноксических, 
так и в аэробных условиях (рис. 7). Изменение наклона дозовой кри­
вой выживаемости указывает на то, что МИА в этих условиях зна­
чительно повышает радиочувствительность клеточной популяции,
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Рис. 7. Кривые выживаемости гам- 
ма-облученных культур A. nidu- 
'lans, обработанных МЙА:
1 — облучение в аэробных условиях, 
2 — действие МИ А (ЗХ 10“"4М) и по­
следующее облучение в аэробных и 
аноксических условиях, 3 — облуче­
ние в аноксических условиях, 4 — 
Действие МИ А (0,5 X 10“4 М) и облу­
чение в аноксических условиях, 5 — 
действие МИ А (1 X 10~4 М) и облуче­
ние в аноксических условиях.

Доза , крад
Рис. 8. Кривые выживаемости гам­
ма-обл ученных культур A. nidulans, 
обработанных ПХМБ:
/ — облучение в аэробных условиях, 
2 — действие ПХМБ (1 X 10 $ М) и 
последующее облучение в аэробных и 
аноксических условиях, 3 — облуче­
ние в аноксических условиях, 4—дей­
ствие ПХМБ (0,5 X 10“5 М) и облуче­
ние в аноксических условиях.

Доза}крад
Рис. 9. Кривые выживаемости гам- 
ма-облученных культур A.nidulans, 
обработанных нингидрином:
/ — облучение в аэробных условиях в 
присутствии и без нингидрина (1 X 10 4 
М), 2 — действие нингидрина в раз­
личных концентрациях (0,5 X 10“4 
и 1 X 10 4 М) и облучение в анокси­
ческих условиях, 3 — облучение в ано­
ксических условиях.

Доза, крад
Рис. 10. Кривые выживаемости гамма-об- 
лученных культур A. nidulans, обрабо­
танных метил гидразином:
/ — облучение в аэробных условиях, 2 — 
облучение в аноксических условиях, 3— дей­
ствие метилгидразина (1 X 10“4 М) и облу­
чение в аэробных условиях, 4 — действие 
метилгидразина (1 X 10*~4 М) и облучение 
в аноксических условиях.



причем в аноксических условиях облучения радиосенсибилизирую­
щий эффект МИА выше, чем у кислорода. Фактор изменения дозы 
(ФИД) достигает максимального значения —5,6 в аноксических 
условиях облучения и 2,5 в аэробных.

При облучении клеток в присутствии парахлормеркурибензоата 
(ПХМБ) наблюдался ярко выраженный эффект сенсибилизации в 

Доза, к рад
Рис. И. Кривые выживаемости гам- 
ма-облученных культур A. nidulans, 
обработанных ИБК:
1 — облучение в аэробных условиях в 
присутствии и без ИБК (2 X 10~~4 М), 
2 — облучение в аноксических услови­
ях, 3 — действие ИБК (2 X 10“4 М) 
и облучение в аноксических условиях.

аэрооных и аноксических усло­
виях при концентрации ПХМБ 
1 X 10-5 М (рис. 8). ФИД для дан­
ной концентрации вещества в ано­
ксических условиях облучения со­
ставляет 15,6, в аэробных — 6,9.

Нингидрин в условиях наших 
опытов не вызывал значительной 
сенсибилизации клеток. При облу­
чении в аэробных условиях при­
сутствие нингидрина не влияло на 
радиочувствительность клеточной 
популяции (рис. 9). В аноксичес­
ких условиях происходила незна­
чительная сенсибилизация, причем 
разные концентрации нингидрина 
(0,5 X Ю-4 и 1 X 10~4 М) по сво­
ему действию достоверно не разли­
чаются и имеют ФИД, равный 1,2.

Предварительная обработка ме- 
тилгидразином повышала чувстви­
тельность клеток A. nidulans как 
в аноксических, так и в аэробных 
условиях (рис. 10). Изменение на­
клона дозовой кривой указывает 

на то, что метилгидразин сенсибилизирует данную клеточную по­
пуляцию в присутствии кислорода, ФИД равен 1,1. При облучении 
в аноксических условиях ФИД составляет 1,5.

Исходя из экспериментальных данных об изменении репродук­
тивной способности клеток при воздействии д«-иодбензойной кис­
лоты (ИБК), была выбрана концентрация 2 X 10~4 М, которая дает 
выживаемость 0,98 ± 0,03. ИБК вызывала эффект радиосенсибили­
зации только при облучении клеток в аноксических условиях 
(рис. 11), ФИД равен 1,3. Отсутствие эффекта сенсибилизации в 
аэробных условиях связано, по-видимому, с тем, что сам кислород 
является более эффективным радиосенсибилизатором, и на фоне 
его действия ИБК не вызывает дополнительно каких-либо повреж­
дений жизненно важных структур клетки.

Таким образом, установлено, что клетки A. nidulans можно 
сенсибилизировать к гамма-облучению. Как следует из эксперимен­
тальных данных, радиосенсибилизация наблюдается как в анокси­
ческих, так и в аэробных условиях облучения, и сенсибилизирую­
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щее действие МИА и ПХМБ превышает кислородный эффект (рис. 7, 
8). Можно полагать, что действие облучения усиливается свобод­
ными радикалами иода, образующимися при облучении из МИА, а в 
случае ПХМБ — токсичными продуктами — атомами хлора и рту­
ти. Эти промежуточные высокореакционноспособные продукты в 
процессе облучения могут вызывать повреждения жизненно важ­
ных структур клетки (изменения структуры ДНК, уменьшение SH- 
содержащих веществ, инактивацию систем репарации и др.), кото­
рые будут приводить к увеличению радиочувствительности клеток.

Физико-химические исследования продуктов радиолиза раство­
ров МИА и других иодсодержащих веществ показали, что общим 
промежуточным продуктом у них является атомарный иод [52]. 
К тому же в экспериментах на E. coli В/r установлено, что гибель 
клеток находится в прямой зависимости от количества радиоактив­
ного иода, включенного в белки при облучении клеток в присут­
ствии МИА-131! [58]. Таким образом, иодсодержащие соединения 
могут рассматриваться как доноры токсического агента, возникаю­
щего под влиянием радиации.

Вместе с тем хорошо известно, что такие соединения, как МИА, 
иодацетамид, иодистый метил и др., являются тиоловыми ядами и 
могут сенсибилизировать к облучению путем инактивации тиолов 
[29, 49]. А. Г. Тарасенко и соавт. [11] на развивающейся икре 
морских ежей сделали попытку расчленить действие МИА как кар­
боксиметилирующего агента, с одной стороны, и как соединения, 
содержащего в своем составе иод, с другой. Эксперименты с отмы­
ванием и облучением клеток, предварительно инкубировавшихся 
с KI, показали, что последний полностью удаляется из клеток. Об 
этом, в частности, свидетельствует отсутствие эффекта сенсибилиза­
ции. При отмывании же и облучении клеток, предварительно ин­
кубировавшихся с МИА, наблюдался отчетливый радиосенсибили­
зирующий эффект, который полностью может быть отнесен за счет 
действия МИА в качестве карбоксиметилирующего агента, посколь­
ку, как уже было сказано выше, ионный иод в условиях эксперимен­
та полностью удаляется из клеток отмыванием. Таким образом, 
механизм радиосенсибилизации МИА складывается из двух факто­
ров: действия его как карбоксиметилирующего агента, блокирую­
щего преимущественно тиоловые группы жизненно важных струк­
тур клетки, и неспецифического повреждающего действия атомар­
ного иода, образующегося из ионного иода в условиях действия 
радиации на клетку.

В механизме радиосенсибилизации ПХМБ определенную роль иг­
рает неспецифическое повреждающее действие токсичного продук­
та — иона ртути [25]. Значение реакции ПХМБ с тиолами в меха­
низме радиосенсибилизирующего эффекта остается неясным, так 
как связывание ПХМБ с SH-группами имеет обратимый характер.

Наблюдавшееся в наших экспериментах превышение кисло­
родного эффекта в аэробных условиях может быть обусловлено 
совместным проявлением повреждений жизненно важных структур 
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клетки, возникающих при воздействии радиосенсибилизаторов, 
с повреждениями тех же самых компонентов, вызванных присут­
ствием кислорода во время облучения. Тот факт, что в аноксических 
условиях МИА и ПХМБ сенсибилизируют сильнее, чем кислород, 
указывает на существование некоторого резерва усиления сенсибили­
зирующего действия кислорода, который, как известно, пере­
водит часть обратимых повреждений в необратимое состояние. По- 
видимому, МИА и ПХМБ способны переводить в нерепарируемое 
состояние большее число повреждений у клеток A. nidulans, чем 
кислород.

Нингидрин в условиях наших опытов вызывал незначительный 
эффект сенсибилизации (ФИД-1,2) только в аноксических услови­
ях облучения. По-видимому, этим агентом системы репарации 
А. nidulans не повреждаются в значительной мере, и небольшое уве­
личение радиочувствительности, вызываемое нингидрином в анок­
сических условиях, можно рассматривать как результат уменьше­
ния SH-содержащих веществ, предположительно ответственных за 
естественную клеточную защиту.

В случае обработки клеток A. nidulans метилгидразином проис­
ходит увеличение радиочувствительности при облучении как в 
аноксических, так и в аэробных условиях. Вполне вероятно, что 
метилгидразин, который не способен непосредственно блокировать 
внутриклеточные тиолы, может косвенно снижать уровень этих 
естественных радиозащитных агентов, изменяя ход метаболических 
процессов.

Радиосенсибилизацию, вызываемую ИБК в аноксических усло­
виях облучения, по-видимому, можно объяснить неспецифиче­
ским повреждающим действием атомарного иода, поскольку ИБК 
не вступает в реакцию с тиолами. Небольшая величина эффекта 
радиосенсибилизации в случае действия ИБК объясняется, воз­
можно, тем, что вследствие ограниченной растворимости ИБК в воде 
нельзя было испытать более высокие концентрации этого вещества.

Добавление использованных в настоящей работе сенсибилиза­
торов к клеткам A. nidulans сразу же после облучения не вызывало 
заметного изменения радиочувствительности водорослей. Введение 
облученных сенсибилизаторов к необлученным клеткам также было 
неэффективно. Отсутствие в этих случаях эффекта пострадиацион­
ной сенсибилизации указывает, по-видимому, на необходимость 
присутствия радиосенсибилизаторов в среде во время облучения 
для увеличения радиационной гибели клеток.

Исходя из полученных данных о сенсибилизации клеток 
A. nidulans к гамма-облучению при помощи различных радио­
сенсибилизаторов, весьма существенным для понимания описан­
ных результатов является вопрос о том, в какой степени увеличение 
радиационной гибели клеток в результате обработки сенсибили­
заторами связано с нарушениями в процессах репарации поврежде­
ний, в частности сублетальных (подпороговых).
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НАРУШЕНИЕ ВОССТАНОВЛЕНИЯ КЛЕТОК
ОТ СУБЛЕТАЛЬНЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ
ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ РАДИОСЕНСИБИЛИЗАТОРА (МИА)

Сублетальными принято называть повреждения, не приводящие 
непосредственно к инактивации клеток, но дающие летальный эф­
фект при повторном облучении. Известно, что различные типы кле­
ток как in vitro, так и in vivo способны репарировать сублеталь­
ные повреждения [7, 20, 42]. Мы изучали влияние МИА на фрак­
ционированное облучение клеток 
A. nidulans. МИА был выбран 
как один из самых сильных радио­
сенсибилизаторов, действие ко­
торых существенно превышает эф­
фект кислорода. При однократном 
аэробном облучении совместно с 
МИА (1 X IO-4 М) наблюдалось 
увеличение радиочувствительнос­
ти клеток (рис. 12). ФИД равен 
2,0. В экспериментах по фракцио­
нированию клетки облучали пер­
вой фракцией дозы — 24 крад 
(выжившая фракция S = 0,372) 
и затем выдерживали различное 
время при 30° для изучения вос­
становления от сублетальных по­
вреждений. Вторую фракцию дозы 
давали в присутствии или без МИА 
(соответственно кривые 3 и 4).

В литературе о восстановлении 
клеток от сублетальных повреж­
дений чаще всего судят по возник­
новению порога на прямолиней­
ном участке доза-эффект [35]. Дей­
ствительно, в случае полной лик­

Рис. 12. Влияние МИА на радиа­
ционную инактивацию клеток 
A. nidulans:
I — нефракционированное облучение, 
1 X 10~~4 М МИА; 2 — нефракцио­
нированное облучение, без МИА; 3 — 
фракционированное облучение, интер­
вал между фракциями дозы т = 4 ч, 
МИА добавляли перед второй фракци­
ей дозы; 4— фракционированное облу­
чение, % ~ 4 ч, без МИА; 5 — теорети­
чески максимально возможное восста­
новление.

видации сублеталей (рис. 12, 5 — теоретически максимально воз­
можное восстановление) популяция клеток, облучаемая второй 
фракцией дозы, должна повторять форму исходной кривой выжи­
ваемости с ее характерными особенностями, т. е. начальным поро­
говым участком и последующим выходом на прямолинейный уча­
сток. При интервале между фракциями дозы т = 4 ч возникает по­
рог на кривой выживаемости, однако восстановление не является 
полным. Присутствие радиосенсибилизатора во время облучения 
нарастающими дозами во второй фракции (рис. 12, 3) устраняет по­
рог. Можно полагать, что отсутствие порога в данном случае объяс­
няется действием МИА на судьбу сублеталей, не восстановившихся 
после первой фракции дозы. ФИД при облучении второй фрак­
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цией дозы в присутствии радиосенсибилизатора равен 1,6. По-ви- 
димому, клетки, не полностью восстановившиеся от сублетальных 
повреждений, более радиочувствительны и поэтому могут быть сен­
сибилизированы в меньшей степени [6]. Это согласуется с пред­
положением Дина и Александера [28] о том, что организмы, обла­
дающие повышенной радиоустойчивостью, могут быть сенсибили-

Рис. 13. Ингибирующий эффект 
МИА на восстановление субле­
тальных повреждений у клеток А. 
nidulans: 
1 — контроль, 2— клетки инкубирова­
лись с МИА (1 X 10 4 М). По оси абс­
цисс — время между двумя фракци­
ями дозы по 24 крад.

зированы к облучению в большей степени.
При изучении эффекта МИА на 

восстановление от сублетальных 
повреждений клетки облучали пер­
вой фракцией дозы (24 крад) и 
затем инкубировали в среде с МИА 
1—6 ч при 30°. Было установ­
лено, что в данной концентрации 
(1 х 10~4М)МИА нетоксичен для 
клеток и не вызывает их постра­
диационной сенсибилизации. Клет­
ки облучали первой фракцией дозы 
(24 крад), затем инкубировали 
с МИА, отмывали от последнего 
и облучали второй фракцией дозы 
(рис. 13). У контрольных клеток 
(не обработанных МИА во время 
интервала между фракциями дозы) 
восстановление происходит по экс­
поненциальному закону (рис. 13, 
1). У клеток, обработанных МИА, 

восстановление отсутствует (рис. 13, 2).
Отмечено небольшое увеличение выживаемости при интервале 

между фракциями, равном 1 ч, однако при более продолжительных 
интервалах репарации сублеталей в присутствии МИА не происхо­
дит. Это означает, по-видимому, что радиосенсибилизатор (МИА) 
ингибирует процесс восстановления сублетальных повреждений у 
клеток A. nidulans. Ранее было высказано предположение, что МИА 
подавляет действие ферментов темновой репарации у Micrococcus 
lysodeikticus [34]. Можно предположить, что ингибирование процес­
са восстановления сублетальных повреждений у A. nidulans также 
связано с действием МИА на систему репарации. С какими фермен­
тами связано ингибирование этого процесса у A. nidulans пока 
не ясно.

Уменьшение радиационного поражения, наблюдаемое при фрак­
ционировании дозы облучения, может быть связано также с восста­
новлением содержания в клетке эндогенных радиопротекторов, в 
первую очередь тиолов, в период между облучениями. Выше уже 
отмечалось, что МИА — карбоксиметилирующий агент, блокирую­
щий тиольные группы. Поэтому его неблагоприятное действие 
в интервале между фракциями дозы может быть следствием 
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связывания сульфгидрильных групп и препятствием их восстановле­
ния в облученных клетках. Однако изменение уровня естественной 
внутриклеточной защиты у этих клеток, по-видимому, не опреде­
ляет полученный эффект, поскольку синезеленые водоросли — 
активные фотосинтезирующие организмы, продуцирующие кисло­
род, который окисляет сульфгидрильные группы.

Полученные данные дают основания полагать, что определен­
ную часть в общем объеме радиосенсибилизирующего эффекта МИА 
у клеток A. nidulans занимает подавление восстановления субле­
тальных повреждений.

ИЗМЕНЕНИЕ ПОСТРАДИАЦИОННОЙ ДЕГРАДАЦИИ ДНК 
ПОД ВЛИЯНИЕМ ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СЕНСИБИЛИЗАТОРОВ

Одним из показателей характера нарушении в репаративных 
системах могут служить изменения в картине деградации ДНК в 
облученных клетках. Так, у мутантов E. colt с дефектом на первых 
этапах эксцизионного механизма уровень пострадиационной де­
градации ДНК ниже, чем в клетках дикого типа [22]. В клетках же 
ро1~-мутантов с нарушениями в репаративном синтезе [23] и Rec

Рис. 14. Пострадиационная 
деградация ДНК (инкубация 
10 ч при 32°) у клеток A. ni­
dulans:
1 — облучение в аэробных, 2 — 
в аноксических условиях.

Рис. 15. Ингибирование деградации 
ДНК при обработке клеток A. ni­
dulans сенсибилизаторами:
1 — необлученные клетки; 2 — МИА 
(3 X 10“4 М); 3 — нингидрин (10 4 
М); 4 — ИБК (2 X 10“4 М); 5 — ме- 
тилгидразин (10“4 М); 6 — ПХМБ 
(10 § М); 7—облучение в дозе 45 крад.

А-мутантов с повреждениями в системе пострепликативной репара­
ции [26] УФ-облучение вызывает интенсивную деградацию ДНК.

Связан ли механизм радиосенсибилизации использованных со­
единений с изменением интенсивности пострадиационной деградации 
ДНК? Для того чтобы ответить на этот вопрос, нами были проведены 
исследования по выяснению влияния сенсибилизаторов, увеличи­
вающих летальное действие радиации, на процесс пострадиационной 
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деградации ДНК. Величина остаточной радиоактивности ДНК (не­
деградировавшая, кислотонерастворимая фракция ДНК) у клеток, 
облученных без сенсибилизаторов в аэробных и аноксических усло­
виях, показана на рис. 14. Наличие радиоактивности в кисло­
тонерастворимой фракции служило мерой деградации ДНК. Мак­
симальная деградация наблюдалась при 40 крад в аэробных и при 
50 крад в аноксических условиях облучения. Вследствие уменьше­
ния эффекта облучения на деградацию ДНК при более высоких до­
зах нельзя сравнивать кислородный эффект в экспериментах по 
деградации ДНК с эффектом кислорода на выживаемость клеток 
(см. рис. 7—11). Однако для диапазона небольших доз (0—40 крад) 
очевидно, что процесс деградации ДНК менее чувствителен к кис­
лороду, чем репродуктивная способность клеток.

Влияние сенсибилизаторов на пострадиационную деградацию 
ДНК у A. nidulans изучали при облучении в аэробных условиях, 
поскольку в аноксических условиях облучения деградация ДНК 
была очень слабой {30]. На рис. 15 представлены данные о деграда­
ции ДНК у аэробно облученных в дозе 45 крад клеток A. nidulans 
в присутствии сенсибилизаторов. У клеток необлученного контроля 
в течение инкубации в питательной среде при 32° происходит даль­
нейшее включение радиоактивной метки в ДНК- При этом, по всей 
вероятности, продолжается синтез ДНК с использованием эндоген­
ных предшественников, образующихся в результате метаболиче­
ской деградации РНК и накапливаемых клеткой в ходе культивиро­
вания. После аэробного облучения дозой 45 крад и постра­
диационной инкубации на протяжении 10 ч ДНК в клетках дегра­
дирует до 65% первоначального содержания. В присутствии во 
время облучения МИА (3 X KW М), нингидрина (10~4 М), метил- 
гндразина (10~4 М) или ИБК (2 X 10-4 М) происходило значи­
тельное ингибирование деградации ДНК даже после инкубации при 
32° в течение 18 ч. ПХМБ (10~5 М) слабее всех других сенсибили­
заторов подавлял радиационный распад ДНК-

В настоящее время влияние радиосенсибилизаторов на уровень 
индуцированной ионизирующей радиацией деградации ДНК с 
образованием кислоторастворимых продуктов однозначно не опре­
делено [27, 55, 59]. Так, Ногути и соавт. [55] показали, что у клеток 
В. subtilis, сенсибилизированных КЮ3, уровень гамма-индуциро- 
ванной деградации ДНК с образованием кислотонерастворимых 
продуктов ниже, чем в необработанных сенсибилизаторами клет­
ках. В клетках же E. coli В/r инданетрион почти полностью подавлял 
деградацию ДНК, а N-этилмалеимид вызывал незначительный 
эффект ингибирования [27].

В наших экспериментах установлено, что МИА, нингидрин, 
метилгидразин и ИБК почти полностью подавляли деградацию 
ДНК у A. nidulans. Такой общий эффект позволяет предполагать, 
что как высокоэффективные (МИА, метилгидразин), так и слабые 
сенсибилизаторы (нингидрин, ИБК) могли иметь общий механизм 
действия. Например, они могли либо препятствовать действию 
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деградирующих ферментов, либо прямо сенсибилизировать ДНК к 
радиационному повреждению таким образом, что облученная 
ДНК не имела бы слабых связей для взаимодействия с фермен­
том [62].

Известно, что пострадиационная деградация ДНК — активный 
процесс, энергетически сопряженный с фотосинтезом и зависящий 
от факторов среды, определяющих процессы биосинтеза в клетке. 
Можно предположить, что гамма-индуцированная деградация ДНК 
в клетках A. nidulans осуществляется при помощи нуклеаз, ата­
кующих участки ДНК с измененной структурой. С какими нуклеа­
зами связана пострадиационная деградация ДНК у A. nidulans — 
пока неясно.

Гамма-индуцированную пострадиационную деградацию ДНК У 
A. nidulans нельзя прямо сравнивать с клеточной выживаемостью 
(см. рис. 7—11), поскольку потеря ДНК происходит, вероятно, 
как в выживших клетках, так и в клетках, повреждаемых радиаци­
ей в разной степени. Однако тот факт, что ПХМБ оказывал слабое 
действие на деградацию ДНК, но являлся эффективным сенси­
билизатором клеточной выживаемости (рис. 8), позволяет пред­
полагать, что либо он действует по механизму, альтернативному 
для других сенсибилизаторов, либо же деградация ДНК в данном 
случае не является фактором, определяющим потерю клетками 
репродуктивной способности.

Полученные данные свидетельствуют об отсутствии корреля­
ции между выживаемостью гамма-облученных клеток A. nidulans 
и пострадиационной деградацией в них ДНК. Проведенная работа 
показала, что изменения в картине пострадиационной деградации 
ДНК у сенсибилизированных клеток не могут служить информа­
тивным тестом на нарушения в системах репарации. Поэтому для 
выяснения влияния сенсибилизаторов на способность клеток сине- 
зеленых водорослей ликвидировать радиационные повреждения в 
ДНК мы исследовали влияние сенсибилизаторов на выход и восста­
новление однонитевых разрывов ДНК, индуцированных гамма- 
облучением.

ВЛИЯНИЕ СЕНСИБИЛИЗАТОРОВ НА ВЫХОД 
И ВОССТАНОВЛЕНИЕ ОДНОНИТЕВЫХ РАЗРЫВОВ ДНК 
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В качестве сенсибилизаторов были использованы МИА и ПХМБ —
как наиболее эффективные при сенсибилизации клеток A. nidulans
к гамма-облучению. Вследствие незначительного включения 
2-В * * * * * 14С-тимидина в ДНК растущих клеток A. nidulans, а также потому,
что лизис клеток A. nidulans на поверхности градиента, как на­
пример в опытах с культурами E. coli [51], в данном случае не­
возможен, был использован модифицированный метод, разрабо­
танный С. В. Шестаковым и соавт. [13].
Мы изучали седиментацию денатурированной щелочью ДНК,

выделенной из аэробно облученных клеток (рис. 16). Среднее поло-



жение пика ДНК в центрифужной пробирке после центрифугиро­
вания служило показателем размеров молекулы ДНК (табл. 13). Мы 
не проводили расчета молекулярного веса ДНК на основании данных 
седиментации, так как прямая оценка изменений, наблюдаемых в 
профилях седиментации после облучения, является в достаточной 
степени информативной, а также по причинам, которые будут об­
суждаться ниже.

Таблица 13
Влияние радиосенсибилизаторов на образование 
м репарацию однонитевых разрывов в ДНК клеток 
A- nidulans

* Среднее положение . пика ДНК показывает относи­
тельное расстояние, на которое продвинулась меченая ДНК 
от верха центрифужной пробирки.

Доза облучения, крад

0 120

Среднее положение пика ДНК *
(0 «)

Контроль 0,55 0,32
Контроль +ФЛП 0,66 —-
МИА 0,49 0,26
ПХМБ 0,49 0,21

Среднее положение пика ДНК
(1 ч)

Контроль 0,53 0,50
МИА •—• 0,29
ПХМБ ‘— 0,22

Профиль седиментации ДНК, выделенной из необлученных кле­
ток, очень широк, что свидетельствует либо о гетерогенности ДНК 
у клеток A. nidulans, либо о комплексировании ДНК в клетках с 
другими молекулами, в частности с липидами. В пользу последне­
го предположения свидетельствует тот факт, что обработка клеток 
во время лизиса фосфолипазой приводит к сдвигу профиля седи­
ментации ДНК из необлученных клеток в сторону более тяжелых 
фракций. Можно предполагать, что ДНК в клетках A. nidulans 
находится в комплексе с липидами и обработка фосфолипазой вы­
зывает, по-видимому, частичное разрушение этого комплекса. 
Облучение клеток в дозе 120 крад приводит к сдвигу профиля се­
диментации ДНК в область более легких фракций (низкого молеку­
лярного веса), что свидетельствует о появлении однонитевых раз­
рывов в ДНК.

В другой серии экспериментов изучали влияние радиосенсибили­
заторов на выход и восстановление однонитевых разрывов в ДНК- 
Результаты типичного эксперимента представлены на рис. 17. 
МИА (3 X 10-4 М) и ПХМБ (10~5 М) добавляли к клеткам за 10 мин 
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до облучения. Присутствие МИА во время облучения приводило к 
некоторому увеличению выхода однонитевых разрывов (рис. 17, 
табл. 13). Аналогичная картина наблюдалась при облучении клеток 
в присутствии ПХМБ, причем этот сенсибилизатор вызывал суще­
ственное увеличение числа однонитевых разрывов в ДНК (рис. 17, табл. 13).

Пострадиационная инкубация облученных без радиосенсибили­
заторов клеток при 32° приводит к воссоединению однонитевых

Рис. 16. Действие гамма-облучения 
в дозе 120 крад на ДНК клеток 
A. nidulans:
I — необлученные клетки; 2 — необ- 
лученные клетки, обработанные во вре­
мя лизиса фосфолипазой (50 мкг/;мл)‘, 
3 — облучение в дозе 120 крад.

Фракции
Рис. 17. Влияние радиосенсибили­
заторов (МИА и ПХМБ) на ДНК 
при облучении в дозе 120 крад: 
1 — необлученные клетки; 2 — облу­
чение 120 крад пострадиационная 
инкубация (1 ч); 3 — облучение 120 
крад\ 4 — облучение 120 крад в при­
сутствии МИА (3 X 10“"4 М); 5 — об­
лучение 120 крад в присутствии ПХМБ 
(10—5 М)

разрывов ДНК (рис. 17). За один час пострадиационной инкуба­
ции в питательной среде происходит, по-видимому, почти полная 
репарация однонитевых разрывов. Эта репарация полностью по­
давлялась, когда МПА или ПХМБ присутствовали только во время 
облучения, а затем отмывались (табл. 13). В контрольных экспери­
ментах было установлено, что добавление МИА или ПХМБ сразу же 
к облученным клеткам не предотвращало процесса репарации одно­
нитевых разрывов.

Механизм, с помощью которого МИА и ПХМБ ингибируют репа­
рацию однонитевых разрывов в ДНК клеток A. nidulans, в настоя­
щее время неизвестен. Однако известно, что у E. coli синтез белка 
сильно подавляется после облучения в присутствии щелочных гало­
идов [46]. Подобный эффект установлен также на дрожжевых клет­
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ках и эритроцитах крови [53]. По-видимому, одним из главных 
сайтов действия радиосенсибилизаторов и продуктов их радиолиза 
является клеточная мембрана [59]. Для МИА твердо установлено, 
что его радиосенсибилизирующее действие связано с токсичным 
действием радикала иода и инактивацией внутриклеточных тиолов. 
Эффекты радиосенсибилизации, вызываемые ПХМБ, менее изуче­
ны, однако есть некоторые основания полагать, что и при действии 
ПХМБ могут повреждаться белки, входящие в состав клеточной 
мембраны [25]. Повреждение белков, входящих в состав клеточной 
мембраны или каким-то образом ассоциированных с нею, в дальней­
шем может вызвать нарушение регуляции различных биохимичес­
ких процессов. Вероятно, подавление сенсибилизаторами репара­
ции ДНК могло быть вторичным следствием повреждения клеточ­
ной мембраны. Относительно действия ПХМБ можно предполо­
жить, что как агент, эффективно связывающий SH-группы, он мог 
увеличивать выход однонитевых разрывов ДНК у клеток A. nidu­
lans, по-видимому, путем удаления эндогенных тиолов [4] и (или) 
посредством инактивации систем репарации [24].

Недавно было показано, что ПХМБ оказывает сенсибилизирую­
щее действие на образование однонитевых разрывов ДНК в клет­
ках E. coli 15 Т~, облученных гамма-лучами [43]. Поскольку ин­
кубация клеток с ПХМБ до облучения и последующее отмывание 
приводят к увеличению выхода однонитевых разрывов, авторы 
приходят к заключению, что ПХМБ действует, вероятно, не через 
образование токсичных продуктов радиолиза — атомов хлора и 
ртути, а посредством какого-то иного механизма воздействия на 
клетку.

По поводу влияния радиосенсибилизаторов на выход одноните­
вых разрывов ДНК в настоящее время нет однозначных результа­
тов. Например, Када и соавт. [45] не наблюдали существенного 
влияния йодидов на инактивацию трансформирующей ДНК и на 
выход однонитевых разрывов ДНК в клетках В. subtilis. К тако­
му же заключению пришел Майерс [54], который показал, что при­
сутствие иодацетамида и иодита калия почти не сказывается на 
числе однонитевых разрывов ДНК в клетках E. coli В/г.

С другой стороны, в экспериментах на клетках E. coli 15 Т— 
было установлено, что такие радиосенсибилизаторы, как ПХМБ и 
цианид натрия, существенно увеличивают выход однонитевых раз­
рывов ДНК, причем ПХМБ вызывает увеличение числа однонитевых 
разрывов в 10 раз при облучении в аноксических условиях и прибли­
зительно в 20 раз — в аэробных условиях облучения [43]. Другие 
исследователи на клетках китайского хомячка показали, что коли­
чество однонитевых разрывов в ДНК хорошо коррелирует с выживае­
мостью клеток в идентичных условиях облучения [38]. Эти же 
авторы обнаружили, что относительная эффективность таких сенси­
билизаторов, как паранитроацетофенон, кислород и некоторые произ­
водные нитрофурана, отражается на выходе однонитевых разрывов 
ДНК.
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В настоящее время метод седиментации является, по-видимому, 
основным для изучения однонитевых разрывов ДНК, вызываемых 
облучением в различных системах. Однако ввиду того, что ДНК крайне 
чувствительна к силам сдвига, воспроизводимость и чувствитель­
ность метода во многом зависят от того, каким способом выделяют 
ДНК из клеток и наносят ее на градиент. Очень удобен и эффекти­
вен метод Мак-Граса и Вильямса [51], когда клетки лизируют прямо 
на поверхности щелочного градиента сахарозы, избегая большин­
ства механических повреждений молекул ДНК. Однако некоторые 
исследователи обнаружили, что выделенная таким способом ДНК 
проявляет аномальную седиментацию, и какие-то иные ее свойства, 
а не молекулярный вес играют определенную роль в скорости седи­
ментации [36, 50]. Особенно это относится к ДНК, выделенной из 
необлученных клеток.

Следует отметить, что при изменении состава лизирующей сре­
ды, времени лизиса и скорости центрифугирования могут получать­
ся совершенно различные профили седиментации. Кроме того, про­
фили седиментации зависят от температуры, при которой проводит­
ся лизис или же вращение во время центрифугирования, а также от 
наличия или отсутствия рассеянного света во время лизиса [36, 57]. 
Очевидно, невозможно прямо использовать картину седиментации 
для определения молекулярного веса ДНК и подсчета числа однони­
тевых разрывов.

Причины аномальной седиментации ДНК обсуждались рядом 
исследователей. Некоторые авторы предполагают, что вся ДНК из 
клеток китайского хомячка первоначально освобождается в виде 
комплекса, который седиментирует совместно с большой фракцией 
клеточных липидов [18, 37]. Другие исследователи пришли к вы­
воду, что денатурированная щелочью ДНК из необлученных кле­
ток является свободно агрегированной и лишь частично одноцепо­
чечной [50]. При исследовании характера разделения нитей ДНК в 
обработанных щелочью клетках Microtus agrestis было показано, что 
разделение нитей и их реассоциация сложным образом зависят от 
времени инкубации в щелочи [18]. Были получены эксперименталь­
ные данные о присутствии обогащенной липидами ДНК в синхрон­
ных культурах клеток HeLa [38], а также о наличии комплекса 
липиды —ДНК в изолированных лимфоцитах [40]. Все эти данные 
свидетельствуют о существовании комплексов ДНК с липидами в 
клетках различных биологических объектов. Следует учитывать, 
однако, что ДНК по-разному экстрагируется из клеток при исполь­
зовании различных методов выделения, и поэтому аномальная седи­
ментация во многих случаях связана, по-видимому, с условиями 
выделения ДНК-

Полученные нами данные свидетельствуют о существовании ком­
плекса ДНК—липиды в клетках синезеленых водорослей. При этом 
не исключена возможность комплексирования ДНК в клетках сине- 
зеленых водорослей также с белковыми и полисахаридными компо­
нентами. Предполагается, что такое комплексирование генетиче­
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ского материала играет определенную роль в радиорезистентности 
клеток синезеленых водорослей и, в частности, в репарации радиа­
ционных повреждений [12]. Можно полагать, что действие радио­
сенсибилизаторов у A. nidulans обусловлено не только нарушениями 
в ферментативных этапах механизмов эксцизионной и пострепли­
кативной репарации [3], но и дефектами в синтезе и свойствах раз­
личных белково-липидных компонентов. По всей вероятности, 
повреждения этих компонентов, необходимых для сборки ДНК-мем- 
бранных комплексов и поддержания структурной и функциональ­
ной целостности генетического аппарата клетки, также могут при­
водить к увеличению радиационной гибели клетки.

Таким образом, нами установлено, что радиосенсибилизаторы 
(МИА и ПХМБ) увеличивают выход однонитевых разрывов в 
ДНК клеток синезеленых водорослей и ингибируют процесс после­
дующей репарации однонитевых разрывов, если присутствуют во 
время облучения. Следовательно, они действуют как на уровне 
первичной повреждаемости, так и на уровне восстановления по­
вреждений. Логично предположить, что если большинство однони­
тевых разрывов не будет репарировано, то в процессе репликации 
ДНК они могут превратиться в двойные разрывы и явиться причи­
ной гибели клеток. Однако, если изложенные соображения в какой- 
то степени объясняют эффекты радиосенсибилизации, полученные при 
гамма-облучении клеток синезеленых водорослей, то по-прежне­
му весьма загадочной остается природа исключительной радио­
резистентности этих организмов. Поэтому наши дальнейшие иссле­
дования были направлены на поиски новых механизмов внутри­
клеточных процессов, которые могут лежать в основе радиоустой­
чивости Cyanophyta.

ВОЗМОЖНЫЙ ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЙ МЕХАНИЗМ 
ПОСТРАДИАЦИОННОГО ВОССТАНОВЛЕНИЯ ПРИ УЧАСТИИ 
ПРОЦЕССА ОБРАТНОЙ ТРАНСКРИПЦИИ

При изучении причин исключительной радиорезистентности си­
незеленых водорослей нам казалось логичным предположить, что 
вряд ли для обеспечения такой высокой радиорезистентности 
достаточно одного лишь механизма репаративного синтеза ДНК. 
По всей вероятности, репаративный синтез ДНК, осуществляющий 
коррекцию нормальной репликации и транскрипции, является 
процессом непрерывным, поддерживающим целостность генетиче­
ского аппарата клетки. А при действии экстремальных факторов 
(к числу которых относится гамма-облучение), по-видимому, мо­
гут включаться какие-то дополнительные механизмы репарации.

Открытие явления обратной транскрипции и последовавший 
за ним ряд исследований показали, что передача генетической ин­
формации от РНК к ДНК выходит далеко за рамки проблем онко­
логии и имеет широкое биологическое значение [2, 21]. Это навело 
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нас на мысль, что обратная транскрипция могла бы участвовать в 
обеспечении высокой радиорезистентности у синезеленых водорос­
лей. Каким образом она осуществляется у этих организмов — 
совершенно не ясно, но в этом процессе, вероятно, должны были 
бы участвовать соответствующие ферменты. Если это так, то 
использование специфических ингибиторов РНК-зависимой ДНК- 
полимеразы (обратной транскриптазы) 
этого фермента в процессе пост-радиа- 
ционного восстановления. Поэтому 
мы использовали в качестве моди­
фикатора лучевой реакции у синезе­
леных водорослей производное анти­
биотика рифампицина — диметилбен- 
зилрифампицин (ДМБ) (2'-6'-диметил- 
Ы(4')-бензил-Ы(4')-дисметил- рифампи­
цин), один из наиболее эффективных 
ингибиторов обратной транскрипта­
зы, любезно предоставленный нам 
проф. Г. Ланчини и Р. Крихио. По­
скольку ДМБ подавляет также РНК- 
полимеразы некоторых бактерий [17], 
то для сравнения исследовали моди­
фицирующее действие актиномицина 
Д — ингибитора синтеза РНК.

На рис. 18 представлены данные 
о влиянии ДМБ и актиномицина Д на 
выживаемость гамма-облученных кле­
ток A. nidulans. При добавлении ДМБ 
или актиномицина Д до облучения 
эффекта радиосенсибилизации не на­
блюдали. Добавление облученных рас­
творов этих веществ к необлученным 

помогло бы выяснить роль

Рис. 18. Пострадиационная сен­
сибилизация клеток A. nidulans 
диметилбензилрифампицином 
(ДМБ) и актиномицином Д: 
1 — необработанные клетки, 2 — 
актиномицин Д (10 мкг] мл), 3 — 
ДМБ (20 мкг]мл).

клеткам также было неэффективно (на рис. 18 не показано). Если 
облученные клетки обрабатывали ДМБ на протяжении 1 ч до 
посева в чашки, то происходила заметная сенсибилизация (ФИД — 
1,5). Актиномицин Д вызывал менее эффективную пострадиа­
ционную сенсибилизацию у A. nidulans (ФИД —1,1). При про­
должительном инкубировании с облученными клетками ДМБ зна­
чительно больше усиливал гибель клеток A. nidulans, чем актино­
мицин Д (рис. 19).

Известно, что актиномицин Д является сильным ингибитором 
ДНК-зависимой РН К-полимеразы. Поэтому его радиосенсибили­
зирующее действие у A. nidulans можно рассматривать как резуль­
тат прекращения синтеза РНК и, следовательно, ингибирования 
синтеза белка. Эти процессы, вероятно, могут приводить к наруше­
нию репарации потенциально летальных повреждений в клетке, 
если предположить, что для репарации потенциально летальных 
повреждений необходим синтез белка de novo при участии коротко­
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живущей мРНК. Актиномицин Д одновременно может прекращать 
синтез рибосомальной и тРНК, но, по-видимому, не будет тормо­
зить активность долгоживущей мРНК.

Что касается долгоживущей мРНК, то в настоящее время вы­
сказываются предположения о том, что время транскрипции и вре­
мя трансляции данного гена не связаны между собой непосредствен­

но [56, 61], т. е. мРНК поступа­

Длительность инкдЗациид

Рис. 19. Пострадиационная обра­
ботка клеток A. nidulans ДМБ (20 
мкг/мл) и актиномицином Д (10 
мкг/мл):
1 — актиномицин Д, 2 — ДМБ, 3 — 
40 крад + обработка актиномицином 
Д, 4 — 40 крад обработка ДМБ. 
Фракция выживших клеток (число 
КОЕ/лгл) изображена как функция 
времени инкубации с ДМБ или акти­
номицином Д после гамма-облучения.

ют в цитоплазму клетки в форме, 
в общем, устойчивой к разруше­
нию внутри клетки, и сохраняются 
в ней длительное время. Меха­
низм, с помощью которого такая 
мРНК сохраняется от деградации, 
так же как и место ее нахожде­
ния в клетке, пока мало изучены. 
Инициация, регуляция и репрес­
сия синтеза белка на этих в выс­
шей степени стабильных матрицах 
может осуществляться различными 
ферментами. Не исключена воз­
можность, что среди этого комп­
лекса ферментов находится и об­
ратная транскриптаза. Заманчиво 
предположить, что существова­
ние у синезеленых водорослей та­
ких стабильных долгоживущих 
мРНК и обратной транскриптазы 
предоставляет возможность для 
синтеза копий ДНК на матрице 
РНК с целью замещения повреж­
денной облучением ДНК- Возмож­
но, что такой дополнительный 
механизм пострадиационного вос­

становления участвует в обеспечении высокой радиорезистентности 
Cyanophyta.

Радиосенсибилизирующее действие ДМБ на клетки A. nidu­
lans могло быть результатом ингибирования РНК-полимеразы 
или же действия ДМБ на какие-то иные процессы в клетке. Последнее 
предположение подтверждается тем фактом, что актиномицин 
Д при использовании в концентрации, оказывающий примерно 
одинаковый эффект на выживаемость, обладал значительно менее вы­
раженным эффектом пострадиационной сенсибилизации. Если же 
ДМБ ингибирует обратную транскриптазу, то он будет останавли­
вать синтез ДНК на матрице долгоживущей РНК- Таким образом, 
пострадиационное действие ДМБ можно объяснить, предполагая, 
что ДМБ ингибирует РНК-зависимую ДНК-полимеразу и, следо­
вательно, предотвращает процесс обратной транскрипции. В какой 
степени обратная транскрипция определяет высокую радиорези- 
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стентн ость синезеленых водорослей и свойственна ли она иным ти­
пам клеток, остается неясным.

Имеющиеся в настоящее время в литературе данные о присут­
ствии сравнительно долгоживущих мРНК в клетках A. nidulans 
[41] и существовании у некоторых синезеленых водорослей много­
численных копий генома в клетке [39] позволяют рассматривать вы­
сказанное нами предположение о возможном дополнительном ме­
ханизме пострадиационного восстановления [31] как стимули­
рующее дальнейшие эксперименты по обнаружению и изучению 
процесса репарации, связанного с обратной транскрипцией и имею­
щего определенное значение в обеспечении исключительной ра­
диорезистентности синезеленых водорослей к ионизирующей ра­
диации.

В заключение следует подчеркнуть, что решение проблемы на­
правленного увеличения радиочувствительности клеток, по-види- 
мому, должно заключаться в поиске новых внутриклеточных 
механизмов, на которые можно будет влиять соответствующим 
образом.
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ГЛАВА III

РЕПАРАЦИЯ ДНК В РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТКАХ 
И ЕЕ РОЛЬ В РАДИОУСТОЙЧИВОСТИ

Открытие темновой репарации ДНК в бактериальных клетках 
после ультрафиолетового облучения [39, 71, 72] повлекло за собой 
массовые исследования на других объектах, облученных как УФ, 
так и ионизирующей радиацией. Было установлено, что многие 
бактерии, водоросли, некоторые животные ткани обладают способ­
ностью репарировать повреждения, вызванные в молекуле ДНК 
облучением. Первые попытки обнаружить темновую репарацию 
ДНК в растительных клетках окончились безуспешно [67, 70, 78]. 
Однако В. Н. Сойфером и К. К. Циеминис 432] в эмбрионах чины 
посевной, облученных УФ-радиацией, были установлены два пер­
вых этапа темновой репарации ДНК, идущей по типу «выщепле- 
ние—замещение» и заканчивающейся вырезанием димеров тимина из 
ДНК- На основании этого авторы считают, что и растения, у кото­
рых раньше не удавалось обнаружить темновую репарацию, обла­
дают этим важнейшим для жизнедеятельности ферментативным 
аппаратом. Восстановление молекулярного веса ДНК в постлуче­
вой период наблюдали и в клетках хлореллы [42], овса [79, 80]. 
По мнению Д. М. Гродзинского [10], репарация ДНК в высших 
растениях имеет место, однако она, «видимо, играет вспомогатель­
ную роль, обеспечивая «доброкачественность» клетки для репопу- 
ляционного восстановления организма от лучевого поражения».

Темновая репарация ДНК состоит из последовательно идущих 
процессов, контролируемых определенными энзимами [5, 77]: 
инцизии — разрыв фосфоэфирной связи вблизи повреждения; экс- 
цизии — поврежденный участок удаляется благодаря второму 
разрыву по другую сторону повреждения. Оба этих процесса осу­
ществляются в результате действия эндо- и экзонуклеаз. Затем про­
исходит деградация вырезанного участка ДНК разного рода 
ДНКазами и выброс продуктов деградации в цитоплазму, репара­
тивный синтез — заполнение пробела с использованием противо­
положной цепи ДНК в качестве матрицы при участии ДНК-поли- 
иеразы и, наконец, воссоединение вновь синтезированного участка 
с исходной нитью ДНК ковалентной фосфодиэфирной связью. По­
следний этап осуществляется лигазами.

Роль репарации ДНК в восстановлении живых систем, стоящих 
на разных уровнях организации живой материи, по-видимому, 
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не одинакова. У бактерий за счет репарации ДНК может произой­
ти полное восстановление системы от лучевого поражения. Для 
животных и растительных организмов восстановление может осу­
ществляться различными путями (регенерация, репопуляция, вос­
становление поврежденных хромосом и т. д.), в число которых 
входит и репарация генетических структур [9]. Доля участия каж­
дого из этих процессов в общем восстановлении организма от лучево­
го поражения, неизвестна. По всей вероятности, между репарацион­
ными процессами и радиоустойчивостью существует некоторая связь.

Для выяснения молекулярных механизмов радиоустойчивости 
растений мы провели исследования, целью которых было изучение 
процессов, дающих возможность судить о том, происходит ли тем­
новая репарация ДНК в растениях, различающихся по радио­
устойчивости: маше, горохе (Рамонский 77), конских бобах (Ула- 
довский). Критерием восстановительных процессов служили отно­
сительные скорости роста корней (ОСР) и накопление сухой массы 
проростков в пострадиационный период. О темновой репарации 
ДНК судили по уменьшению активности ДНК, которую предва­
рительно метили радиоактивным тимидином, и по изменению вклю­
чения меченого тимидина в ДНК в постлучевой период.

СПОСОБНОСТЬ К ВОССТАНОВЛЕНИЮ 
И РАДИОУСТОЙЧИВОСТЬ

Прежде чем приступить к изучению процессов, затрагивающих 
молекулу ДНК в постлучевой период, были проведены эксперименты 
по определению способности к восстановлению растений, характе­
ризующихся различной радиоустойчивостью. Семена растений за­
мачивали в водопроводной воде и проращивали в термостате при 
22—24° в течение 2—3 суток. Затем проростки облучали гамма-лу­
чами 60Со * в дозах 400, 800, 1500 и 3000 рад, мощность дозы 
17 рад!сек. После облучения проростки высаживали в водные куль­
туры на питательную смесь Гельригеля и выращивали 7—10 дней, 
после чего определяли вес сухого вещества и ОСР (рис. 20). Опреде­
ление ОСР облученных корней проводили по методике, описанной 
нами в работе [8]. Влияние облучения на накопление сухой массы 
в растениях спустя 7 дней после облучения, в граммах на 100 расте­ний представлено ниже:

* Во всех последующих экспериментах также использовали гамма-лучи ®°Со, 
мощность дозы облучения 17—25 рад/сек. Облучение проводили в Институте 
физической химии им. Писаржевского АН УССР.

Доза облучения, 
рад

Маш Горох Конские бобы

0 3,23 6,21 13,27
400 3,05 5,72 4,91
800 2,89 3,94 3,08

1500 2,53 2,54 2,24
3000 2,26 1,36 1,87
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Из приведенных данных и рис. 20 видно, что облучение в 
большей степени оказывает отрицательное воздействие на конские 
бобы, у которых наблюдалось резкое угнетение накопления сухой 
массы проростков, а также необратимое подавление ростовых про­
цессов — не восстанавливается рост корня. У гороха также проис­
ходит ингибирование накопления сухой массы и ОСР, однако при 
облучении проростков небольши­
ми дозами рост корня восстанав­
ливается. И наконец, ингибирова­
ние сухой массы и ОСР у маша мы 
наблюдали только при облучении 
в дозе 3 крад. Как видно из рис. 
20, способность к восстановлению 
ростовых процессов у растений 
маша проявляется в большей сте­
пени, чем у гороха и, в особен­
ности, у конских бобов. ЛД60 было 
равным: для маша — 1350, для 
гороха — 800 >'и для конских бо­
бов — 400 рад [11].

Природа радиоустойчивости рас­
тений определяется многими при­
чинами и остается до сих пор 
не выясненной окончательно. Не­
которые авторы пытаются связать 
радиоустойчивость растений с раз­
мером ядра, размером хромосом, 
количеством ДНК в ядре, эко­
логическим фактором и т. д. [4, 
21, 27, 74, 75]. Несомненно, боль­
шую роль в радиоустойчивости 
играет способность того или иного 

Рис. 20. ОСР облученных корней: 
а — маш, б — горох, в — конские бо­
бы; / — 400 рад, 2 — 800 рад, & — 
1500 рад, 4 — 3000 рад.

организма к восстановлению от радиационного поражения [4]. 
Приведенные выше экспериментальные данные показывают, что 
маш, отличающийся высокой радиоустойчивостью, характеризует­
ся также и высокой способностью к восстановлению. Высокочув­
ствительные конские бобы, наоборот, не обладают такой способ­
ностью. Горох занимает промежуточное положение: в отличие от 
конских бобов он способен к восстановлению ростовых процессов, 
однако последние происходят не столь интенсивно, как у маша. 
Таким образом, радиоустойчивость растений в какой-то степени 
связана с восстановительными процессами. В дальнейшем мы по­
пытались оценить интенсивность репарационных процессов в этих 
растениях и связать их с радиоустойчивостью.
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ПОСТЛУЧЕВАЯ ДЕГРАДАЦИЯ ДНК

Постлучевая деградация ДНК в облученных клетках охватывает 
первые этапы темновой репарации ДНК, идущей по типу «выщепле- 
ние — замещение»: инцизию, эксцизию и собственно деградацию 
вырезанного участка с помощью ДНКаз. Для ее изучения мы ис­
пользовали метод, состоящий в определении активности ДНК, ко­
торую перед облучением метили радиоактивным тимидином. 
С этой целью 3—4-дневные отрезки корней маша, гороха и конских 
бобов инкубировали 24 ч в питательной среде (2%-ная сахароза и 
10-4 М цитрата аммония, содержащей 3Н-тимидин в количестве 
1 mkKJma, уд. активность 4,3 /</л«Л4), в стерильных условиях. За­
тем корни переносили в среду без 3Н-тимидина на 12 ч, после чего 
облучали гамма-лучами. После облучения корни вновь инкубиро­
вали в тех же условиях в течение 3, 6 и 24 ч, после чего определя­
ли их радиоактивность. Для этого корни растирали в холодной 
трихлоруксусной кислоте (ТХУ), центрифугировали, осадок об­
рабатывали последовательно этанолом, смесью этанола и эфира 
(3:1, 1:1, 1:3), серным эфиром, высушивали, затем гидролизо­
вали КОН 18 ч при 37°. КОН нейтрализовали НС1О4 и осадок гид­
ролизовали 1 н. НС1О4 1 ч при 90°. НС1О4 нейтрализовали КОН, 
и в водном гидролизате определяли активность 3Н-ДНК на сцинтил­ляционном радиометре SL-40 с использованием сцинтилляционной 
жидкости ЖС-7а /Харьков) *.

*Во всех приведенных ниже экспериментах методика определения активности 
ДНК аналогична описанной в этом разделе.

Таблица 14

Уменьшение активности 8Н-ДНК в корнях маша и гороха в постлучевой период, 
имп/мину, 102

Доза облуче­
ния, рад

Постлучевой период, ч

3 6 3 6

Маш Горох

0 52,4 ±7,6 59,2 ±8,2 62,1 ±2,9 64,1 ±6,2
0,5 51,9± 10,5 54,6 ±0,6 65,1 ±4,6 62,1 ±10,7
1,0 51,9±6,1 50,6 ±4,1 62,4 ±0,9 57,8 ±12,3
1,5 49,8 ±0,7 48,6 ±6,6 63,0 ±4,8 58,6 ±3,0
5,0 41,7 ±3,2 37,3 ±1,3 54,5 ±4,1 50,9 ±8,3

10,0 37,6 ±2,4 32,7 ±4,9 45,3±4,1 42,1 ±1,3

Полученные нами данные о снижении активности предваритель­
но меченной 3Н-ДНК для маша и гороха представлены в табл. 14. 
В корнях конских бобов, облученных только в дозе 800 рад, на­
блюдали следующее уменьшение активности 3Н-ДНК:
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Время, ч Активность, 
имп/минХ 10г

О 48,5 ± 9,3
3 47,4 ± 2,2
6 40,3 ± 3,3
9 35,6 ± 1,8
24 26,9 ± 7,8

Как видно из приведенных данных, активность предваритель­
но меченной 3Н-ДНК в облученных корнях снижается во всех куль­
турах. Уменьшение активности наблюдается уже спустя 3 ч после 
облучения и возрастает к 6 ч постлучевого периода. Активность 
®Н-ДНК в необлученных корнях за это время несколько возрастает, 
что, по-видимому, объясняется включением 3Н-тимидина, оставше­
гося в пуле предшественников ДНК. В корнях конских бобов, 
облученных в дозе 800 рад, мы наблюдаем отчетливое снижение ак­
тивности меченной 3Н-ДНК в зависимости от времени пострадиа­
ционного периода. К 24-му часу в ДНК остается около 55% ее 
первоначальной активности.

Таблица 15
Снижение активности 3Н-ДНК через 24 ч после облучения 
в корнях исследуемых растений, имп/мин на 1 г сырого 
вещества X Ю2

Доза облуче­
ния, рад Маш Горох Конские бобы

0 37,14 ±0,36 31,97±2,29 84,31 ±1,34
400 30,20 ±4,18 25,00 ±0,63 80,96 ±4,31
800 27,39 ±8,79 21,98 ±1,44 76,03 ±8,93

1500 25,99 ±4,76 20,95±0,71 67,13 ±1,75
3000 24,06 ±5,47 18,86 ±3,44 51,13±0,71

Результаты проведенных нами исследовании зависимости сниже­
ния активности предварительно меченной 3Н-ДНК в корнях бобо­
вых от дозы облучения представлены в табл. 15. Во всех культу­
рах мы наблюдали снижение активности предварительно меченной 
3Н-ДНК в зависимости от дозы облучения. При облучении корней
в дозе 3 крад ДНК теряет около 
35—40% первоначальной актив­
ности.

На рис. 21 представлены кри­
вые распада предварительно ме­
ченной 3Н-ДНК, выполненные в полулогарифмическом масштабе. 
В радиобиологических экспери­
ментах часто используют подоб­
ные кривые для определения 
ударности процесса. В нашем 
эксперименте кривые распада 

До за, рад

Рис. 21. Распад предварительно мечен­
ной 3Н-ДНК в корнях маша (7), горо­
ха (2) и конских бобов (3) в зависи­
мости от дозы облучения.
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3Н-ДНК в корнях маша и гороха имеют типичный двуфаз­
ный характер, свидетельствующий о том, что за распад ДНК 
в постлучевой период ответственны два процесса. Распад 3Н-ДНК 
в облученных корнях конских бобов представлен в виде пря­
мой, что свидетельствует о наличии только одного процесса. Мы 
полагаем, что первый участок кривой, более радиочувствительный, 
обусловлен повышением активности ДНКаз. Вторая, более пологая 
часть кривой, возможно, характеризует распад 3Н-ДНК, происхо­
дящий за счет репарационных процессов. Для конских бобов более 
вероятен распад 3Н-ДНК, происходящий за счет активации ДНКаз.

Повышение активности ДНКаз в облученных клетках связывают 
с увеличением проницаемости мембран и выходом из поврежден­
ных лизосом ферментов. С. В. Аргунтинской и Р. И. Салгаником 
[1] было установлено, что при инкубации изолированных ядер, 
выделенных из облученных тканей животных, в них происходит 
гидролиз ДНК и повышение активности ДНКаз. Авторы полагают, 
что это, по-ридимому, в большей степени связано с проникновением 
фермента из цитоплазмы, чем с активацией собственных ДНКаз в 
ядре. Об этом свидетельствует также и последовательность повы­
шения ДНКазной активности: вначале в цитоплазме, затем в ядре. 
При облучении непосредственно ядер значительного повышения ак­
тивности ДНКаз авторы не обнаружили. Имеются предположения, 
что увеличение активности ДНКаз может быть связано с активацией 
ингибитора ДНКаз в облученных клетках [17]. Не исключено, 
что за повышение активности ДНКаз ответственно также и состоя­
ние матрицы ДНК- В необлученных клетках ДНК связана с белком, 
что делает ее значительно устойчивее к действию ДНКаз. При об­
лучении происходит депротеинизация ДНК, что приводит к большей атакуемости ее ферментами.

По нашему мнению, в этих экспериментах наметилась некоторая 
связь между радиоустойчивостью растений и тенденцией к дегра­
дации ДНК в постлучевой период. Для экспериментальной провер­
ки этого предположения нами были проведены опыты, в которых 
одновременно изучали включение меченых предшественников в 
ДНК и процесс распада 3Н-ДНК в пострадиационный период. 
С этой целью 2—3-дневные отрезки корней инкубировали 24 ч в 
среде, содержащей 3Н-тимидин, 12 ч — в среде без 3Н-тимидина, 
после чего облучали в дозах 400, 800, 1500 и 3000 рад. После облу­
чения от корней отделяли апикальную часть и инкубировали 6 ч 
в среде, без сахарозы. В последние 3 ч в питательную смесь добавля­
ли 2-мС-тимидин в количестве 10 мкК/мл, уд. активность 73 мК/мМ. 
Инкубацию и облучение корней проводили в стерильных условиях. 
Активность определяли на радиометре SL-40 в двух каналах. 
В обоих случаях учитывалась степень гашения. Использовали сцин­
тилляционную жидкость ЖС-8и (Харьков). Для характеристики 
ДНК, меченной по 3Н, использовали общую активность (расп/мин), 
а по ИС — удельную активность, выраженную в расп/мин • А2в0, 
где А26о представляет собой оптическую плотность гидролизата
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ДНК, измеренную на спектро­
фотометре СФ-4а, при длине вол­
ны, равной 260 нм.

Полученные данные пред­
ставлены на рис. 22, из которого 
видно, что для всех трех куль­
тур, облученных гамма-радиа­
цией, через 5 ч после облучения 
наблюдается уменьшение актив­
ности предварительно меченной 
3Н-ДНК, которое зависит от 
дозы облучения.При облучении 
дозой 3000 рад активность 
3Н-ДНКдля всех культур умень­
шается приблизительно на 40%. 
В опытах по включению 
2-14С-тимидина в ДНК отрезков 
корней спустя 5 ч после облуче­
ния мы обнаружили повышение 
удельной активности 14С-ДНК 
только для маша и гороха, кото­
рое зависело от дозы облучения: 
с увеличением дозы удельная ак­
тивность ДНК повышалась, но 
при облучении в дозе 3000 рад 
происходило резкое снижение 
удельной активности ДНК- Та­
ким образом, в корнях более 
радиоустойчивых растений (маш 
и горох) мы наблюдали рас­
пад предварительно меченной 
3Н-ДНК и повышение включения 
2-14С-тимидина в отрезки корней, 
лишенных меристемы; в кор­
нях конских бобов происходила 
только потеря активности пред­
варительно меченной 3Н-ДНК-

Методом гибридизации РНК 
на матрице ДНК мы попытались 

Рис. 22. Распад предварительно мечен­
ной 3Н-ДНК (1) и пострадиационное 
включение 2-14С-тимидина (2) в ДНК 
облученных корней маша (а), гороха 
(б) и конских бобов (в) в зависимости 
от дозы облучения.

оценить повреждения матрицы ДНК при облучении и ее возмож­
ное восстановление в постлучевой период. Ранее [7] нами было по­
казано, что облучение вызывает нарушения в кодирующих после­
довательностях ДНК, которое выражается в изменении гибриди­
зационной способности ее при связывании с РНК, выделенной из 
необлученных корней гороха. Исходя из этого, мы предположили, 
что при наличии в растительных тканях систем репарации ДНК, 
исправляющих матрицу ДНК в постлучевой период от поврежде­
ний, вызванных облучением, гибридизационная способность ДНК 
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с необлученной РНК должна возрастать до уровня необлученных растений.
Опыты проводили с корнями гороха, облученными в дозах 

800, 1000, 5000, 10 000 и 25 000 рад. После облучения часть корней 
гороха сразу же фиксировали жидким азотом, остальные — после 
инкубации в течение 5 и 24 ч. Выделение ДНК и РНК проводили 
методом, описанным в работе [7]. Гибридизацию вели по Спигель- 
ману [52] или по Г. П. Георгиеву и В. Я. Арион [2]. РНК метили по 
2-мС-урацилу (100 мкК/мл питательной смеси, уд. активность 
21 мК/мМ) или по 32Р-ортофосфату, вносимому в питательную смесь 
в виде ортофосфорной кислоты без носителя (активность 20 мК/мл, 
уд. активность 2,88 К./мг). Время инкубации 1 ч. Активность опре­
деляли на торцовом счетчике БФЛ-Т25. Ошибка измерения не пре­
вышала 7%.

Время выделения ДНК Активность гибридов
после облучения, ч ДНКобл/РНКкон при облу­

чении дозой 800 рад, имп/мин

ДНКк0н 349 ± 40
0 260 ± 16
5 288 ± 48

24 341 ± 37
48 396 ± 39

Представленные выше и в табл. 16 данные показывают, что ак­
тивность гибридов, в которых матрицей была ДНК, выделенная из 
облученных корней (ДНКобл) сразу же после облучения, была ниже 
активности гибридов, у которых матрицей служила ДНК, выде­
ленная из контрольных корней (ДНКкон)- Отмечена зависимость 
уменьшения активности гибридов от дозы облучения: чем выше до­
за, тем ниже способность ДНКобл комплементарно связываться с 
РНКкон. После 5 ч инкубации мы наблюдали увеличение активнос­
ти гибридов для всех использованных доз по сравнению с неинкуби- 
рованными корнями. Через 24 ч после облучения происходило уве­
личение активности гибридов только для ДНКобл, выделенной из 
облученных в дозе 800 рад корней гороха. Во всех остальных слу­
чаях активность гибридов ДНКобл/РНКкон снижалась. При этом была обнаружена следующая закономерность: чем выше доза облу­
чения, тем ниже активность образовавшихся гибридов.
Мы полагаем, что в результате облучения на матрице ДНК воз­

никают повреждения в комплементарных последовательностях, 
вследствие чего происходит уменьшение гибридизационной способ­
ности ДНК, выделенной из облученных корней с РНКкон- Наблю­
даемое нами повышение активности гибридов спустя 5 ч после облу­
чения, по-видимому, можно объяснить репарационными процессами, 
восстанавливающими матрицу ДНК- Об этом свидетельствуют 
данные, полученные в работе [32]. В экспериментах на растениях 
чины, облученной УФ-радиацией, авторы исследовали скорость вы­
резания димеров тимина из ДНК и установили, что этот процесс 
полностью заканчивается к 6-му часу постлучевого периода.
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При интерпретации полученных данных мы, конечно, не от­
брасываем полностью и другие возможности повышения гибриди­
зационной способности ДНКобл в постлучевой период, например 
увеличение количества ДНК с ненарушенными последовательнос­
тями за счет вступления в деление клеток «центров покоя» [9, 45]. 
Усиление повреждений в матрице ДНК, выделенной из облученных 
корней через 24 ч после облучения, оцениваемое нами по умень­
шению ее гибридизационной способности, вызвано, по-видимому, 
наложением вторичных процессов, усиливающих действие радиа­
ции, например атакуемость молекулы ДНК свободными радикалами 
или радиотоксинами [28].

Таблица 16
Активность гибридов ДНКо6л/РНКкон в разные сроки 
после облучения, илгл/ЮО сек

Доза облуче­
ния, рад

Время после облучения, ч

0 5 24

0 531 ± 15 507 ±32
1 387 ±32 462 ±17 306 ±10
5 338 ±7 400 ±17 299 ±23

10 296 ±45 361 ±28 135±30
25 169±50 231 ±97 97±38
Шум 19±6

Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют о 
том, что в растениях происходят процессы, напоминающие темновую 
репарацию ДНК, обнаруженную в бактериях и тканях некоторых 
животных, в результате чего в пострадиационный период проис­
ходит исправление матрицы ДНК, поврежденной облучением. 
Возможно, это способствует восстановлению растительного орга­
низма в постлучевой период и в какой-то мере обусловливает ра­
диоустойчивость растения.

ИЗУЧЕНИЕ РЕПАРАЦИИ ДНК
МЕТОДОМ ЦЕНТРИФУГИРОВАНИЯ 
В ГРАДИЕНТЕ ЩЕЛОЧНОЙ САХАРОЗЫ

Метод центрифугирования в градиенте щелочной сахарозы, впер­
вые примененный для изучения репарации ДНК после Х-облуче- 
ния бактерий Мак-Грассом и Вильямсом [63], основан на том, что 
при облучении молекулярный вес ДНК понижается вследствие 
образования одиночных разрывов. При постлучевой инкубации 
наблюдается восстановление молекулярного веса ДНК облучен­
ных клеток. Метод привлек внимание исследователей, и вскоре на 
многих объектах, облученных УФ и ионизирующей радиацией, а 
также обработанных различными химическими веществами, была 
продемонстрирована темновая репарация ДНК, идущая по типу
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Рис. 23. Профили седиментации, 
полученные при центрифугирова­
нии в градиенте щелочной сахаро­
зы 3Н-ДНК, выделенной из облу­
ченных корней гороха:
а — контроль, б — 1 крад, в — 5 крад, 
г — 10 крад.

Рис. 24. Профили седиментации, по­
лученные при центрифугировании в 
градиенте щелочной сахарозы 
3Н-ДНК, выделенной из облученных 
в дозе 1 крад корней гороха в раз­
ные сроки постлучевого периода: 
а — контроль, б — 0 ч, в — 1 ч, г — 
2,5 ч, д — 5 ч.

«выщепление—замещение». На растениях, как и на других объектах, 
было показано возникновение одиночных разрывов в ДНК при гам­
ма-облучении и центрифугировании ее в градиенте плотности 
щелочной сахарозы [49, 50]. При увеличении дозы количество оди­
ночных разрывов в ДНК возрастало.
Мы изучали изменения в профиле седиментации ДНК в зави­

симости от дозы облучения (рис. 23) и от времени постлучевой 
инкубации корней (рис. 24 и 25). С этой целью отрезки корней горо­
ха инкубировали 12 ч в питательной среде, содержащей 25 мкК/мл 
®Н-тимидина, уд. активность 4,3 мК/мМ. Затем корни отмывали и 
облучали в дозах 1,5 и 10 крад. После облучения часть корней сра­
зу же использовали для анализа, остальные инкубировали еще 
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1, 2,5, 5 и 24 ч. ДНК выделяли фе­
нольным методом [8] и в количестве 
до 20 мкг наслаивали на верхушку 
4,8 мл 5—20%-ного сахарозного гра­
диента, приготовленного на 0,1 MNaCl, 
0,003 М ЭДТА, 0,9 М NaCl, pH 12,2— 
12,6. ДНК перед нанесением денату­
рировали 1 ч в 1 н NaOH, содержащей 
0,5% додецилсульфата натрия (ДДС) 
и 0,003 М ЭДТА. Центрифугирование 
проводили на центрифуге ВАС-601, в 
бакет-роторе при 37 000 об/мин, 
18°, в течение 2 ч. После центри­
фугирования собирали по 5 капель, 
добавляли ДНК-носитель, осаждали 
5%-ной ТХУ, отстаивали 1 ч, осадок 
собирали на мембранные фильтры Ф-1 
или Ф-2 (Мытищи). Активность опре­
деляли на сцинтилляционном радио­
метре «Nuclear Chicago»; сцинтилля­
тор был приготовлен на основе то­
луола.

Как видно из приведенных седи- 
ментограмм, ДНК, выделенная из не- 
облученных корней, представлена дву­
мя пиками, что, возможно, характе­
ризует наличие двух форм ДНК- В ли­тературе имеются указания на то, 
что ДНК из животных тканей может 
седиментировать в виде двух пиков. 
Один пик, по-видимому, обусловлен 
тяжелым ДНК-липидно-белковым  ком­
плексом [48, 61] или представляет со­
бой не денатурированную (двойную) 
спираль ДНК [73]. Второй, более лег­
кий пик, представляет собой денату­
рированную ДНК без липидно-белко­
вых примесей. Из седиментограмм, 
приведенных на рис. 23, видно, что 
ДНК, выделенная из облученных 

Рис. 25. Профили седиментации, 
полученные при центрифугирова­
нии в градиенте щелочной са­
харозы 3Н-ДНК, выделенной из 
облученных в дозе 5 крад кор­
ней гороха в разные сроки пост­
лучевого периода:
а — контроль, б — 0 ч, в — 1ч, 
г — 2,5 ч, д — 5 ч, е — 24 ч.

корней, через 1 ч после облучения (корни содержались при 0°) пред­
ставлена в основном одним пиком, положение которого зави­
сит от дозы облучения. При облучении в дозе 10 крад основная 
активность (около 75%) сосредоточена на поверхности градиента, 
тогда как при облучении в дозе 1 крад — у дна пробирки, анало­
гично необлученной ДНК- Это свидетельствует о том, что в резуль­
тате облучения проростков в ДНК возникают одиночные разрывы, 
которые уменьшают молекулярный вес ДНК, вследствие чего проис­
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ходит сдвиг пика активности на седиментограмме в сторону более 
низких концентраций сахарозы. Ценность этого метода заключает­
ся еще и в том, что по изменению положения пика радиоактивности 
ДНК, выделенной из облученных клеток в разные сроки постра­
диационного периода, можно судить о том,; происходит ли вос­
становление молекулярного веса, т. е. репарация ДНК. Если проис­
ходит, то пик радиоактивности смещается сначала в сторону вер­
хушки градиента, а затем возвращается к пику, который получен 
для ДНК из необлученных клеток.

При центрифугировании 3Н-ДНК, выделенной из облученных 
в дозе 1 крад корней гороха в разные сроки постлучевого периода, 
мы обнаружили, что сразу же после облучения исчезает пик, пред­
ставляющий собой тяжелую фракцию 3Н-ДНК- Смещение пика в 
сторону более легких фракций незначительно. Спустя 2,5 ч проис­
ходило восстановление обоих пиков (рис. 24). При центрифугиро­
вании 3Н-ДНК, выделенной из облученных в дозе 5 крад корней го­
роха, мы наблюдали несколько иную картину: полное исчезнове­
ние первого пика и лишь частичное восстановление его спустя 5 ч 
после облучения. Отмечено также смещение второго пика к верхуш­
ке градиента в первые часы постлучевой инкубации корней. Но к 
2,5 ч происходило его восстановление (рис. 25).

Исходя из приведенных выше данных, можно утверждать, что 
при облучении корней гороха в ДНК возникают одиночные раз­
рывы, которые репарируются в течение 2,5 ч. При облучении корней 
в дозе 1 крад в ДНК происходят другие повреждения, которые 
выражаются в исчезновении тяжелой формы ДНК. Эта форма ДНК 
также восстанавливается, но спустя 5 ч после облучения.

ОСОБЕННОСТИ СИНТЕЗА ДНК В ПОСТЛУЧЕВОЙ ПЕРИОД

Другим важным этапом темновой репарации ДНК является ее 
репарационный синтез, осуществляемый ДНК-полимеразой. При 
репарационном синтезе происходит заделывание «брешей» в моле­
куле ДНК- Если в качестве предшественника ДНК использовать 
меченый тимидин, то повышение включения метки в молекулу ДНК у 
облученных клеток может свидетельствовать о наличии репараци­
онного синтеза, особенно при условии, если эксперименты прово­
дятся на неделящихся клетках или же клетках, находящихся вне 
стадии синтеза ДНК- Мы сравнивали включение 2-14С-тимидина в 
ДНК облученных корней гороха в разное время после облучения. 
В опытах были использованы отрезки корней, лишенные апикаль­
ной меристемы (от 5 до 15 мм). Отрезки облучали в дозах 400, 800, 
1500 и 3000 рад. Спустя 2, 5 и 20 ч после облучения в инкубацион­
ную смесь добавляли 2-14С-тимидин в количестве 25 мкК/мл, уд. 
активность 29,1 мК/мМ. и инкубировали еще 1 ч. После инкубации 
корни отмывали немеченым тимидином и определяли количество и 
активность ДНК.
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Результаты опытов, представленные на рис. 26, показывают, 
что в первые 3 ч постлучевого периода не происходило повышения 
включения радиоактивного тимидина в ДНК- К 6-му часу пост­
лучевого периода активность ДНК в облученных корнях по сравне­
нию с необлученными повышается и достигает наибольшей величины 
при облучении корней в дозе 1500 рад спустя 21 ч после облучения.

В дальнейшем мы провели исследования с более дробным взя­
тием проб и, кроме того, изучили включение меченого тимидина 
в ДНК зоны деления (0—3 мм) и зоны 
растяжения и начала дифференциации 
(5—15 мм) корней гороха. Корни облу­
чали в дозе 2 крад, а затем инкубиро­
вали при одновременном постоянном и 
импульсном введении 2-14С-тимидина 
(1 мкК/мл, уд. активность 29,1 мК/мМ)к 
6-3Н-5-бромдезоксиуридина (3Н-5БдУ) 
(1 мкК./мл, уд. активность 23,3 мК/мМ, 
ЧССР). Применение этих предшествен­
ников ДНК обусловлено тем, что иссле­
дованиями на бактериях было установ­
лено, что ДНК-полимераза, осуществля­
ющая репаративный синтез, отличается 
от ДНК-полимеразы, ответственной за 
репликативный синтез ДНК. Одно из 
существенных различий в их функциони­
ровании — большая избирательность 
ДНК-полимеразы репарационного синте­
за. Независимо от соотношения в пита­

Рис. 26. Включение 2-14 С-ти- 
мидина в ДНК облученных 
корней гороха, лишен­
ных апикальной меристемы, 
спустя 3 ч (/), 6 ч (2) и 24 ч (3) 
после облучения.

тельной среде тимина и его аналога 5БУ репаративный синтез во­
влекает лишь 10% 5БдУ, а репликативный — 42—46% [5, 40, 55, 
56]. Однако не всегда опыты по включению меченого тимидина и 
5БдУ давали четкие результаты [41].

При импульсном введении радиоактивных предшественников 
корни инкубировали при максимальном подавлении репликатив­
ного синтеза ДНК, которое достигалось путем исключения из пи­
тательной среды сахарозы. Время импульсного введения предше­
ственников — 1ч. После инкубации корни отмывали немечеными 
тимидином и 5БдУ, ДНК выделяли описанным выше методом. Ко­
личество ДНК определяли на спектрофотометре СФ-4а при длине 
волны 260 нм (А2в0), активность на сцинтилляционном радиометре 
«Nuclear Chicago» с использованием сцинтилляционной жидкости 
ЖС-8и (Харьков).

При постоянном введении меченых предшественников мы на­
блюдали повышение удельной активности ДНК как в зоне деления, 
так и в зоне растяжения и начала дифференциации. В облученных 
корнях удельная активность ДНК была значительно ниже удель­
ной активности ДНК необлученных корней (рис. 27, 28). Наиболь­
ший интерес, с нашей точки зрения, представляют данные по им­
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пульсному введению радиоактивности. В зоне деления при неоп­
тимальных условиях для полуконсервативной репликации ДНК 
включение меченого 3Н-5БдУ происходит так же, как и в необлу- 
ченных корнях. Включение 2-мС-тимидина в облученные корни 
отличается от включения в необлученные. Как видно из рис. 27, 
активность МС-ДНК из облученных корней начиная с 6-го часа пост-

Рис. 27. Включение 2-14С-тимидина (а) и 6-3 Н-5БдУ (б) в отрезки корней зоны де­
ления в разные сроки постлучевого периода:
/ — необлученные корни, 2 — облучение в дозе 2 крад', п — постоянное, и — импульс­
ное включение радиоактивности.

лучевого периода возрастает и к 24 ч инкубационного периода уже 
значительно превышает активность ИС-ДНК из необлученных кор­
ней. Подобное различие в поведении 2-14С-тимидина и 6-3Н-5БдУ 
можно объяснить наличием репарационного синтеза.

В зоне растяжения и начала дифференциации характер вклю­
чения этих предшественников различается в первые 6 ч инкубации: 
активность МС-ДНК в облученных корнях выше, чем в необлучен­
ных, а активность 3Н-ДНК, наоборот, в облученных корнях ниже. 
Спустя 24 ч после облучения активность ДНК, меченной по 14С 
й по 3Н, была значительно выше у облученных корней по сравне­
нию с необлученными (рис. 28). Допуская существование репара­
ционных систем в корнях гороха, различие в поступлении 2-14С- 
тимидина и 6-3Н-5БдУ спустя 6 ч после облучения можно объяс­
нить репарацией ДНК, идущей по типу «выщепление — замеще­
ние»; спустя 24 ч после облучения увеличение включения меченых 
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предшественников в облучен­
ные корни происходит, по- 
видимому, за счет других 
Восстановительных процессов.

В связи с этим перед нами 
встала задача определить, в 
какой мере наблюдаемое на­
ми повышение включения ра­
диоактивности в ДНК спустя 
24 ч после облучения зависит 
от радиоустойчивости. С этой 
целью нами была изучена за­
висимость включения 2-14С-ти- 
мидина в ДНК корней маша, 
гороха и конских бобов, ли­
шенных апикальной меристе­
мы, от дозы облучения (рис.29). 
Как видно из приведенно­
го рисунка, интенсивность 
повышения включения радио­
активного тимидина в ДНК 
облученных корней была зна­
чительно выше у высокоустой­
чивого маша, чем у гороха; 
активность ДНК облученных 
корней конских бобов по 
сравнению с необлученными не 
повышалась. Наиболее силь­
ное включение наблюдали при 
облучении в дозах до 1500 рад.

Наши данные свидетель­
ствуют о том, что в корнях 
растений, облученных гамма- 
радиацией, спустя 24 ч после 
облучения включение радио­
активности в ДНК значитель­
но превышает включение в 
необлученные корни. Интен­
сивность этого процесса за­
висит от радиоустойчивости 
растения. Природа наблюда­
емого гамма-индуцированного 
дополнительного включения 
радиоактивности в ДНК об­
лученных корней разных зон, 
по-видимому, различна. Ее 
определению посвящен следу­
ющий раздел.

Рис. 28. Включение 2-14С-тимидина (а) w 
6-3Н-5БдУ (б) в отрезки корней гороха 
зоны растяжения и начала дифференциа­
ции в разные сроки постлучевого периода. 
Обозначения такие же, как и на рис. 27.

Рис. 29. Зависимость изменения удельной 
активности ДНК, выделенной из корней 
маша (1), гороха (2) и конских бобов (3), 
от дозы облучения спустя 24 ч после об­
лучения.
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ПРИРОДА ГАММА-ИНДУЦИРОВАННОГО 
ДОПОЛНИТЕЛЬНОГО СИНТЕЗА ДПК

Включение меченого тимидина в ДНК облученных корней не дает 
однозначного ответа на вопрос, происходит ли в этих корнях ре­
парационный синтез ДНК. Это связано с тем, что включение 
меченых предшественников в ядерную ДНК может быть обус­
ловлено разными причинами: обычной репликацией ДНК, которая 
происходит не только в меристемной зоне корня, но и в зоне растя­
жения и дифференциации, поскольку в них также имеются деля­
щиеся клетки.Не исключено, что облучение приводит к частичной 
синхронизации клеточных делений, и интенсивное включение ме­
ченого тимидина отражает репликативный синтез ДНК в синхрон­
ной популяции клеток. Повышенное включение 2-14С-тимидина в 
ДНК может быть также вызвано полиплоидизацией, характерной 
для некоторых делящихся клеток, репликацией, обусловленной 
дедифференциацией клеток, которые уже вступили на путь диффе­
ренциации, и амплификацией. Кроме этого, повышенное включение 
радиоактивности может происходить и за счет репарационного син­
теза, а также за счет увеличения обмениваемости метаболической 
фракции ДНК-

Все это заставило нас более осторожно интерпретировать полу­
ченные данные по включению 2-14С-тимидина в ДНК облученных 
корней и попытаться использовать подходы, которые помогли бы 
устранить некоторые из перечисленных выше процессов и получить 
репарацию в «чистом» виде. Для этого мы использовали ингибиторы 
репликативного синтеза ДНК и инкубацию корней в пострадиа­
ционный период при температуре +5° или в среде, лишенной са­
харозы.

Кливером [43] было показано, что включение меченого пред­
шественника в ДНК животных клеток, растущих в культуре, ли­
нейно варьирует в зависимости от температуры в пределах (4-4) — 
(4-40)°. При низких температурах включение резко снижается, 
достигая 5% от уровня включения при 37° [66]; репарационный син­
тез при этом не ингибируется. Смысл экспериментов с исключени­
ем сахарозы из питательной среды заключается в том, что в этих 
условиях, поданным Вант-Гоффа [81], происходит блокирование пе­
рехода клеток из предсинтетической фазы в синтетическую. Синтез 
ДНК при этом прекращается.
Мы использовали такие ингибиторы репликации ДНК: оксимо­

чевину (10~2 М) и митомицин С (10 мкг/мл)-, ингибиторы, подавляю­
щие и репликацию, и репарацию ДНК: акрифлавин (20 мкг/мл) 
и актиномицин Д (20 мкг/мл), а также ингибитор репарации ДНК — 
кофеин (2,5 мг/мл). Эксперименты проводили по следующей схеме: 
отрезки корней зоны деления и зоны растяжения и начала диффе­
ренциации облучали в дозах 400—3000 рад. После облучения корни 
инкубировали 20 ч с тем или иным ингибитором либо, модифици­
руя условия постлучевой инкубации, в стерильных условиях.
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В последние три часа в питательную смесь добавляли 10 мкК/мл 
2-мС-тимидина, уд. активность 29,1 мК/мМ. После инкубации кор­
ни отмывали немеченым тимидином и выделяли ДНК описанным вы­

Рис. 30. Влияние ингибиторов ре­
парации и репликации ДНК на 
включение 2-14С-тимидина в ДНК 
облученных корней гороха спустя 
24 ч после облучения:
а — зона деления, б — зона растяже­
ния и начала дифференциации; 1~ не­
обработанные корни, 2 — обработка 
кофеином, 3 — митомицином С, 4 —~ 
оксимочевиной, 5— акрифлавином, 6— 
актиномицином Д.

ше методом. Активность определя­
ли на торцовом счетчике БФЛ-Т25.

Включение 2-14С-тимидина в 
ДНК облученных корней разных 
зон неодинаково: в апикальной ме­
ристеме происходит резкое сни­

Рис. 31. Влияние модификации ус­
ловий постлучевой инкубации и 
ингибиторов репарации и реплика­
ции на включение 2-14С-тимидина в 
ДНК отрезков корней гороха зоны 
деления (а) и зоны растяжения и 
начала дифференциации(б):
/ — полная питательная смесь без ин­
гибиторов, 2------ сахароза; 3 ------саха­
роза -р оксимочевина, 4-----1-5°, 5 —
— сахароза -р кофеин, 6----- сахароза -р
-р акрифлавин.

жение активности ДНК, зависящее от дозы облучения, а в зоне 
растяжения и начала дифференциации обнаруживается дополни­
тельное включение 2-иС-тимидина в ДНК, максимум которого на­
блюдается при облучении в дозе 1500 рад (рис. 30, 31).
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В последнее время в радиобиологических экспериментах для 
устранения репликативного синтеза чаще всего используется окси­
мочевина. Ее ингибирующее действие проявляется при восстанов­
лении рибозы до дезоксирибозы, происходящем, по всей вероятности, 
на уровне дифосфатов [44]. Репарационный синтез при этом не тор­
мозится. Митомицин С ингибирует репликацию ДНК, так как вы­
зывает сшивки между цепями, которые удаляются из ДНК при ре­
парации [5]. Ингибирующее действие акрифлавина и высоких 
концентраций актиномицина Д связано с тем, что оба этих вещества 
связываются с молекулой ДНК, преимущественно с гуанином, в ре­
зультате чего ДНК становится недоступной для действия фермен­
тов репарации и репликации. И наконец, кофеин в бактериальных 
клетках ингибирует репарацию ДНК на уровне выщепления [26]. 
Есть данные, что в клетках эукариотов кофеин может ингибировать 
и пострепликативную репарацию [69]. Таким образом, использован­
ные нами ингибиторы репликативного и репарационного синтеза 
обладали довольно высокой специфичностью.

Как видно из рис. 30, в зоне деления необлученных корней все 
использованные нами ингибиторы, за исключением кофеина, более 
чем на 50% ингибировали включение 2-14С-тимидина в ДНК- Ко­
феин вызвал незначительную стимуляцию этого процесса. В зоне 
растяжения и начала дифференциации все использованные веще­
ства не оказали заметного влияния на включение радиоактивности 
в ДНК- В облученных корнях акрифлавин и актиномицин Д, как 
в зоне деления, так и в зоне растяжения, сильно тормозили вклю­
чение 2-14С-тимидина в ДНК, причем активность ДНК при облу­
чении в дозе 400 и 1500 рад была одинаковой и равной активности 
ДНК в необлученных корнях. С нашей точки зрения, эти результа­
ты могут свидетельствовать о том, что данные вещества полностью 
ингибировали включение меченого тимидина в ДНК, осуществляе­
мое как репликативным, так и репарационным путем. Кофеин в 
облученных в дозе 400 рад корнях не оказал заметного влияния на 
поступление 2-нС-тимидина в ДНК, однако при облучении в дозе 
1500 рад наблюдалось его ингибирующее действие в обеих зонах. 
Оксимочевина и особенно митомицин С почти полностью ингиби­
ровали дополнительный синтез ДНК в облученных корнях в зоне 
растяжения. В зоне деления при общем подавлении репликации 
ДНК наблюдалось небольшое повышение активности ДНК при ис­
пользовании оксимочевины. Митомицин С вызывал более значитель­
ное повышение по сравнению с тем, которое мы наблюдали для ок­
симочевины. Возможно, это происходит за счет дополнительной 
репарации повреждений, вызванных действием митомицина С. Воз­
можность репарации таких повреждений для бактерий доказана [5].

Результаты экспериментов по изменению включения 2-14С-ти- 
мидина в ДНК облученных и необлученных корней спустя 24 ч 
после облучения при температуре +5° или в среде, лишенной сахаро­
зы, представлены на рис. 31. Оба фактора резко тормозили вклю­
чение меченого тимидина в ДНК необлученных корней зоны деле­
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ния и незначительно — в зоне растяжения. В облученных корнхя 
зоны деления при инкубации последних в условиях заторможен­
ной репликации наблюдалось повышение интенсивности включе­
ния меченого предшественника в ДНК, зависящее от дозы облуче­
ния: при повышенных дозах включение было более существенным, 
однако при облучении в дозе 3000 рад происходило снижение 
включения. В облученных корнях зоны растяжения и начала 
дифференциации при оптимальных для репликации ДНК условиях

Время после обучения, ч &

Рис. 32. Влияние исключения сахарозы из питательной среды на вклю­
чение 3Н-тимидина в ДНК изолированных корней гороха:
а---- р сахароза, б — — сахароза; / — необлученные корни. 2 — 400 рад,
.? — 800 рад, 4 — 1250 рад. 5 — 3000 рад.

наблюдалось значительное добавочное включение, которое резко 
снижалось, если корни инкубировали при +5° или в среде без са­
харозы.Для определения природы добавочного синтеза ДНК, идущего 
в неоптимальных для репликации условиях в гамма-облученных 
корнях гороха, были использованы ингибиторы репликации и репа­
рации ДНК (кофеин, акрифлавин и оксимочевина) при постлуче­
вой инкубации корней в бессахарозной среде (рис. 31). Как вид­
но из рисунка, оксимочевина не оказывает влияния на включение 
2-14С-тимидина в ДНК облученных корней обеих зон, если их инку­
бировать без сахарозы. Кофеин и особенно акрифлавин почти пол­
ностью подавляли гамма-индуцированный дополнительный синтез 
ДНК, проявляющийся при неоптимальных условиях инкубации.
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бремя после перенесения корней
• на стабильную средни

Рис. 33. Удельная активность фракций 
ДНК, выделенных из зоны деления об­
лученных корней гороха:
а — стабильная, б — лабильная, в — оста­
точная, г — цитоплазматическая фракция;
1 — необлученные корни, 2 — облучение в 
дозе 2 крад.

Из приведенных выше данных можно сделать следующее пред­
положение. Во-первых, в зоне деления возможен гамма-индуциро- 
ванный дополнительный синтез ДНК, наблюдаемый лишь при тор­
можении репликативного синтеза. Этот дополнительный синтез не 
ингибируется оксимочевиной, но тормозится при действии кофеи­
на и акрифлавина, что свидетельствует в пользу того, что за него 
ответственны репарационные процессы. Во-вторых, в зоне растя­
жения и начала дифференциации гамма-индуцированный допол­
нительный синтез ДНК обусловлен, по крайней мере, двумя про­
цессами: репликацией, которая ответственна за его большую часть, 
и репарацией, наблюдаемой нами лишь при торможении полукон- 
сервативного синтеза ДНК.
Мы изучили также включение 3Н-тимидина в состав ДНК мери­

стемы корней проростков гороха при торможении репликативного 
синтеза ДНК в начальные часы после облучения (рис. 32). В слу­
чае заторможенной репликации включение 3Н-тимидина в ДНК бы­
ло выше, чем у необлученных корней. Повышение интенсивности 
включения меченого тимидина в ДНК зависело от дозы гамма-об­
лучения: при повышенных дозах оно было более существенным.

Одно из предположений о природе добавочного гамма-инду- 
цированного синтеза ДНК состоит в том, что он может быть обус­
ловлен увеличением обмениваемости метаболической фракции ДНК 
в результате действия на растения ионизирующей радиации. Функ­
циональная особенность этой фракции ДНК в настоящее время ис­
следуется и дискутируется [62]. Метаболическая фракция ДНК бы­

ла обнаружена в различных 
животных клетках (мозг, пе­
чень, мышцы) в условиях 
«митотического покоя», когда 
наблюдаемый синтез ДНК не 
сопровождался делением кле­
ток [64, 68]. Обобщая извест­
ные в этом направлении рабо­
ты, можно предположить, что 
метаболически активная ДНК 
локализована в диффузной 
части интерфазных хромосом 
и, по всей вероятности, вхо­
дит в состав хроматина, игра­
ющего роль при транскрип­
ции генетической информа­
ции. Обнаружено также, что 
метаболическая активность 
ДНК проявляется в случае, 
когда необходим усиленный 
синтез белков. При этом про­
исходит добавочное умно­
жение определенных копий, 
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чаще всего рибосомальных. 
Процесс известен под на­
званием амплификации ри­
босомальных генов [38, 68]. 
В последнее время обсуж­
дается еще одна возможная 
функция этой ДНК—ин­
формационная, т. е. перенос 
генетической информации 
из ядра в цитоплазму не­
посредственно самой ДНК 
[62], а также образование 
микросомальной ДНК.

Данные о действии излу­
чений на метаболическую 
фракцию ДНК весьма не­
значительны. В работах, 
проведенных на тканях жи­
вотных, было показано,что 
действие радиации всего 
лишь на несколько процен­
тов угнетало включение 

Время после перенесения корней на 
стабильную срезу, ч

Рис. 34. Удельная активность фракций ДНК,, 
выделенных из зоны растяжения и начала 
дифференциации облученных корней гороха. 
Обозначения такие же, как и на рис. 33.

меченых предшественников
в метаболическую фракцию ДН К. Спустя 24 и 48 ч после облучения 
происходило восстановление ее обмениваемости, однако медленно и 
неполностью (цит. по [18]). Мы попытались определить влияние об­
лучения на включение 2-14С-тимидина в разные фракции ДНК об­
лученных и необлученных корней зоны деления и зоны растяжения и 
начала дифференциации. Доза облучения 2 крад, мощность дозы 
20 рад! сек. После облучения корни инкубировали 12 ч в стерильных 
условиях, затем 5 ч в среде, содержащей 25 мкК/мл 2-14С-тимидина, 
уд. активность 29,1 мК/мМ. После насыщения корни отмывали 
стерильной водой и продолжали инкубировать еще 5 и 24 ч. ДНК 
фракционировали по методу, описанному в работе [19]. ДНК выде­
ленных фракций осаждали 10%-ной холодной ТХУ, собирали оса­
док на мембранных фильтрах Ф-2 (Мытищи) и определяли актив­
ность на торцовом счетчике БФЛ-Т25.

Согласно примененной методике было получено 4 фракции ДНК: 
а) цитоплазматическая; б) лабильная — не связана с гистонами, 
имеет локальные денатурационные участки, связана с РНК и мета­
болически активна; в) стабильная фракция ДНК — прочно свя­
зана с гистонами и локализована в компактном хроматине; г) ос­
таточная фракция — ДНК ядрышкового аппарата и фрагментов 
хроматина, контактируемого с мембранами; также лабильна и вы­
соко обмениваема. Результаты наших исследований приведены на 
рис. 33 и 34. Наиболее высокая удельная активность была у ста­
бильной и остаточной фракций ДНК из зоны деления, наименьшая— 
у цитоплазматической. Эта фракция имела наименьшую активность. 
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и в зоне растяжения. Удельная активность стабильной фракции из 
зоны растяжения также была очень низкой по сравнению с удельной 
активностью лабильной и остаточной фракций. Кинетика изменения 
удельной активности всех фракций ДНК после перенесения отрез­
ков корней из активной среды на стабильную показала, что лабиль­
ная и остаточная фракции ДНК относительно быстро теряли ак­
тивность из своих фондов как в отрезках зоны деления, так и в от­
резках зоны растяжения и начала дифференциации.

Удельная активность всех фракций ДНК из зоны деления в об­
лученных корнях была значительно ниже удельной активности 
этих же фракций ДНК в необлученных корнях. В зоне растяжения 
мы наблюдали повышенную удельную активность стабильной, цито­
плазматической и остаточной фракций у облученных корней по 
сравнению с необлученными корнями. Возможно, повышенное вклю­
чение меченого тимидина в стабильную и цитоплазматическую ДНК 
обусловлено репарационными процессами, а в остаточную (которая 
характеризуется как ДНК ядрышкового аппарата) включение ме­
ченого тимидина происходит в результате амплификации. Однако 
для подобного утверждения требуются дальнейшие исследования.

МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ ОБЕСПЕЧЕННОСТЬ ДОБАВОЧНОГО 
СИНТЕЗА ДНК В ПОСТЛУЧЕВОЙ ПЕРИОД

Большое значение в развитии лучевого поражения клетки имеет 
интенсивность различных биосинтетических процессов, и в част­
ности синтеза белка и РНК, которые могут влиять на степень по­
вреждения ДНК и репарационные процессы. Исследования такого 
типа обычно проводят с использованием ингибиторов того или ино­
го процесса. Было установлено, что ингибитор синтеза белка ■— 
хлорамфеникол усиливает действие ионизирующей радиации на 
рост проростков [14], на выживаемость бактериальных клеток [53]. 
Однако использование различных ингибиторов синтеза РНК и 
белка с целью выяснения зависимости темновой репарации ДНК от 
этих процессов показало, что для нормального осуществления тем­
новой репарации ни синтез белка, ни синтез РНК не играют никакой 
роли [26]. Это позволило сделать вывод, что ферменты репарации не 
синтезируются, а находятся в клетке в неактивном состоянии и 
имеют относительно длительный период жизни [51]. Однако инги­
бирование процесса окислительного фосфорилирования 2,4-дини- 
трофенолом (2,4-ДНФ) не только сенсибилизирует выживаемость 
бактерий, а также некоторых животных клеток, растущих в культу­
ре, но и подавляет процесс темновой репарации ДНК [16, 34, 46]. 
Это свидетельствует о том, что для нормального осуществления тем­
новой репарации необходима энергия, поставляемая окислительным 
фосфорилированием.

Исходя из сказанного выше, мы использовали следующие ин­
гибиторы метаболических и энергетических процессов, чтобы 
выяснить зависимость пострадиационного включения меченого 
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предшественника в ДНК от этих процессов: хлорамфеникол 
(100 мкг/мл)—ингибитор синтеза белка, актиномицин Д (0,5 мкг/мл)— 
ингибитор синтеза РНК, 2,4-ДНФ (5 • 10~5М), натрий фтористый 
(3 • 10“2М), парахлормеркурибензоат (ПХМБ) (5 • 10-5 М) — ин­
гибиторы энергетических процессов. Натрий фтористый ингибирует 
гликолиз, подавляет активность альдолазы; ПХМБ — ингибитор 
пентозофосфатного пути дыхания. Он тормозит активность глюко- 
зо-6-фосфатдегидрогеназы и 6-фосфоглюконатдегидрогеназы [3, 15]. 
Есть предположение, что ПХМБ оказывает влияние на ферменты 
репарации. 2,4-ДНФ считается специфическим ингибитором окисли­
тельного фосфорилирования, разобщающим процессы дыхания и 
образования АТФ. Окончательное действие его еще не расшиф­
ровано. Предполагают: а) 2,4-ДНФ вызывает гидролиз образовав­
шегося АТФ, б) препятствует его образованию, одновременно 
давая возможность идти дыханию без фосфорилирования [30]. При­
веденные ниже эксперименты проводили согласно условиям, опи­
санным выше.

Таблица 17
Влияние ингибиторов синтеза РНК и белка на включение 2-14С-тимидина 
в ДНК облученных корней гороха, ими/мин- А2в0

Зона деления

Ингибитор

Доза облучения, рад

0 | 400 I 1500 0 I 400 | 1500

+ сахароза — сахароза

* В инкубационную смесь вносили по 75

Без ингибитора 592 ±18 449 ±37 316±49 145±34 186±22 207 ±33
Актиномицин Д 279 ±23 282 ±33 185±20 154± 19 207 ±7 198 ±24
Хлорамфеникол 198 ±3 179±2 184± 38 134±24 176±21 218±9

Зона растяжения*  и начала дифференциации
Без ингибитора 292 ±0 358 ±33 474 ±30 216±35 267± 17 325 ±9
Актиномицин Д 360± 17 267±14 348 ±6 254± 15 274 ±31 317± 11
Хлорамфеникол 173± 16 133±9 170±3 199 ±54 282 ±25 337± 18

мкК/мл 2-14 С-тимидина.

В зоне деления при инкубации корней в оптимальных условиях 
мы наблюдали резкое снижение активности ДНК как в облучен­
ных, так и необлученных корнях, свидетельствующее о том, что 
репликация ДНК происходит с участием этих процессов (табл. 17). 
Если репликативный синтез заторможен из-за отсутствия сахаро­
зы в инкубационной смеси, то наблюдаемый дополнительный синтез 
ДНК не изменяется, если корни инкубируются с хлорамфениколом 
и актиномицином Д. Это дает возможность сделать заключение, 
что гамма-индуцированное дополнительное включение радиоактив­
ного предшественника в ДНК не нуждается в синтезе белка и РНК-

В зоне растяжения и начала дифференциации хлорамфеникол 
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почти не влиял на включение меченого тимидина в ДНК необлу- 
ченных корней, однако в значительной мере тормозил включение ра­
диоактивности в ДНК в облученных корнях. При инкубации кор­
ней в среде, лишенной сахарозы и содержащей антибиотики, доба­
вочное включение 2-14С-тимидина в ДНК облученных корней не 
изменяется.

Таблица 18
Влияние ингибиторов энергетических процессов на включение 2-14С-тимидина 
в ДНК облученных корней гороха, имп/мин • Аг0()

Доза облучения, рад

Ингибиторы 0 400 - 1500 0 400 1500

4- сахароза — сахароза

Зона деления

Без ингибитора 592 ± 18 449 ±37 316±49 145±34 186±22 207 ±33
Натрий фтористый 350 ±4 312±41 229 ±6 168± 19 197±7 213±8
ПХМБ 285±21 217± 19 152± 11 134±22 175±6 198 ± 32
2,4-ДНФ 1170±50 528 ±77 370±61 122 ±5 134± 18 115± 14

Зона деления и начала дифференпи а ц и и

Без ингибитора 292 ±0 358 ±33 474 ±30 216± 35 267± 17 325 ±9
Натрий фтористый 574± 10 745±13 692 ±105 231 ±44 287 ±51 317±38
ПХМБ 270 ±0 335 ±55 302 ±53 198±23 243± 16 275 ±46
2,4-ДНФ 372±15 625 ±19 578 ±23 205 ±22 197±15 174±27

Не менее важно, с нашей точки зрения, определить, за счет ка­
кого источника энергии происходит дополнительное гамма-инду- 
цированное включение меченого тимидина в ДНК отрезков корней 
гороха зоны деления и зоны растяжения и начала дифференциа­
ции. Как видно из полученных нами данных (табл. 18), ингибито­
ры различных энергетических процессов по-разному влияли на 
поступление 2-14С-тимидина в ДНК необлученных корней зоны де­
ления: ингибитор гликолиза натрий фтористый и ингибитор пенто- 
зофосфатного пути дыхания ПХМБ тормозили этот процесс, а ин­
гибитор окислительного фосфорилирования 2,4-ДНФ резко его 
стимулировал. По-видимому, участие этих процессов в делении кле­
ток и полуконсервативном синтезе ДНК неодинаково и основными 
источниками их являются гликолиз и пентозофосфатный цикл. 
Значительное повышение включения в ДНК меченого тимидина 
при ингибировании образования АТФ в результате окислительного 
фосфорилирования, возможно, происходит вследствие того, что 
гликолиз и окислительное фосфорилирование в какой-то мере кон­
курируют за субстрат. Возможно, таким субстратом является АДФ. 
Поэтому ингибирование окислительного фосфорилирования по­
ставляет гликолизу добавочное количество АДФ, которое стимули­
рует деление клеток и репликацию ДНК.
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В облученных корнях примененные ингибиторы тормозили вклю­
чение радиоактивного предшественника в ДНК. Удаление сахаро­
зы из питательной смеси, а также использование того или иного 
ингибитора показало, что натрий фтористый не оказал никакого 
влияния на добавочное включение 2-мС-тимидина, некоторое тор­
мозящее действие оказал ПХМБ, 2,4-ДНФ полностью ингибиро­
вал это включение. Становится ясным, что для добавочного синтеза 
ДНК в облученных корнях необходима энергия, поставляемая 
окислительным фосфорилированием.

Обработка корней ингибиторами в зоне растяжения не оказа­
ла существенного влияния на включение меченого тимидина в 
ДНК необлученных корней. В облученных корнях наиболее инги­
бирующее действие оказали натрий фтористый и ПХМБ. Если 
репликативный синтез был заторможен, то и в этом случае наиболее 
эффективным оказался 2,4-ДНФ.

Таким образом, изучение метаболической и энергетической обес­
печенности процессов включения 2-мС-тимидина в ДНК облучен­
ных корней показало, что дополнительный гамма-индуцированный 
синтез ДНК, проявляющийся при ингибировании репликативного 
синтеза, не зависит от синтеза белка и РНК и обеспечивается энер­
гией за счет окислительного фосфорилирования. Изменения, ко­
торые мы наблюдали в зоне растяжения, также подтверждают на­
ше предположение о наличии двух процессов, ответственных за 
включение радиоактивности в ДНК- Один из них зависит от синте­
за белка и РНК и обеспечивается энергией за счет гликолиза и 
пентозофосфатного дыхания, другой не зависит от синтеза РНК и 
белка и обеспечивается энергией за счет окислительного фосфо­
рилирования.

ВЛИЯНИЕ КОФЕИНА И5БУ
НА ОБЛУЧЕННЫЕ РАСТЕНИЯ

С целью исследования связи репарационных процессов со спо­
собностью к восстановлению в разных по радиоустойчивости куль­
турах было проведено изучение восстановительной способности 
облученных растений и процессов, которые дают возможность су­
дить, происходит ли репарация ДНК в этих растениях после облу­
чения. В исследованиях такого рода ценную информацию может 
дать использование ингибиторов репарации ДНК, а также сенси­
билизаторов радиационного поражения.

Один из наиболее интересных ингибиторов репарации ДНК — 
кофеин. В последние годы кофеин привлекает большое внимание 
исследователей и как мутагенный фактор, и как соединение, уси­
ливающее действие радиации [65]. Последнее было установлено на 
бактериальных клетках [26, 24], животных тканях [12], а также на 
клетках синезеленых водорослей [76]. Модифицирующее действие 
на бактериальные клетки изучено довольно хорошо. Предполагает­
ся, что кофеин ингибирует процессы темновой репарации ДНК, 
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блокируя выщепление поврежденных участков, вследствие чего не 
происходит деградации ДНК, но на репарационный синтез, иду­
щий с участием ДНК-полимераз, он не оказывает действия [26]. 
Относительно молекулярного механизма его действия на клетки 
эукариотов пока еще нет единого мнения. Однако проведенные ис­
следования позволяют предположить, что кофеин в клетках эу­
кариотов, в отличие от прокариотов, в основном действует на пост­
репликативную репарацию ДНК [65].

В высших растениях изучали главным образом модифицирующее 
действие кофеина на уровне хромосомного аппарата. Было показа­
но, что пострадиационная обработка кофеином усилила радиа­
ционное повреждение хромосом в боковых корнях Uicia faba [13]. 
Установлено, что это усиление происходит в S- и G2-фазах [6, 35]. 
Однако имеются сведения и о том, что пострадиационная обработка 
кофеином не изменила количество хромосомных аббераций в X- 
облученных проростках Vicia faba [58].

В связи с проблемой пострадиационного восстановления рас­
тений от ионизирующих излучений и участия в нем репарационных 
процессов, мы изучили модифицирующее действие кофеина на 
синтез ДНК, РНК и белка, а также на ростовые процессы в гамма- 
облученных проростках гороха. Доза облучения — 400 рад, мощ­
ность дозы 17 рад/сек. Сразу же после облучения проростки обра­
батывали кофеином в концентрациях 0,13 X 10“2 и 1,3 X 10~2 М. 
Затем проростки выращивали еще 24 ч и определяли прирост кор­
ня и накопление сухой массы растения за это время. Кроме того, 
определяли скорость включения 2-14С-тирозина в общий белок и 
8-14С-аденина в РНК и ДНК отрезков корней зоны деления (3 мм), 
зоны растяжения и начала дифференциации (5—10 мм). 2-14С-ти- 
розин использовали в количестве 10 мкК/мл, уд. активность 3,2 
мК/г\ 8-14С-аденин — 10 мкК/мл, уд. активность 28 мК/г. Корни с 
2-14С-тирозином инкубировали 1 ч, с 8-14С-аденином — 3 ч. После 
инкубации отрезки корней отмывали соответствующими стабиль­
ными соединениями и определяли активность так, как описано вы­
ше. Для этого использовали торцовый счетчик БФЛ-Т25.

В табл. 19 приведены данные о влиянии кофеина на прирост 
длины корня и накопление сухой массы вещества облученными и

Таблица 19
Влияние кофеина на прирост корня и накопление сухого вещества у облученных 
и необлученных проростков гороха за 24 ч постлучевого периода

Кофеин, М
Прирост сухого вещества, г/20 

растений
Прирост длины корня, мм

необлученные облученные необлученные облученные

0 0,1160 0,0873 11,68± 1,79 10,68 ±1,36
0,13.10“ 2 0,0850 0,0820 14,93± 1,06 9,63 ±0,38
1,3. ю-2 0,0253 0,0004 5,74 ±0,36 0,28± 17
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необлученными проростками гороха. Средняя длина корня перед 
облучением была равна 15,07 ± 0,74 мм, средний вес сухого ве­
щества 20 проростков — 0,021 г. Результаты исследований пока­
зывают, что кофеин ингибирует оба процесса как у облученных, 
так и у необлученных проростков. Наблюдается концентрацион­
ная зависимость: с увеличением концентрации кофеина увеличивает­
ся степень ингибирования, причем у облученных растений ингиби­
рующее действие кофеина проявляется в большей степени, чем у 
необлученных.

Таблица 20
Влияние кофеина на включение меченых предшественников в белок РНК и ДНК 
отрезков корней гороха, облученных гамма-радиаций, имп/мин на 1 г сырого 
вещества X Ю3

Кофеин, М
Зона деления Зона растяжения

необлученные облученные необлученные облученные

Включение 2-14 С-т ирозина в общий белок

0 29,13 ±1,27 52,51 ±1,36 26,90 ±0,99 26,20 ±1,62
0,13.10“2 34,35 ±2,22 48,66 ±0,60 20,97 ±0,78 24,95 ±0,90
1,3.10-2 47,47 ±3,52 20,55 ±0,60 17,23± 1,56 13,23 ±0,45

Включение 8-14 С-а д е н и и а в РНК
0 21,0±0,1 32,0 ±7,9 5,7 ±0,6 8,0 ±0,7

0,13.10~2 18,5 ±2,1 16,6±0,4 2,8 ±0,5 5,2 ±1,0
1,3.10”2М 15,0±0,1 13,4 ±0,1 2,5 ±0,2 3,3 ±0,2

Включение 8-14 С-а д е и и и а в ДНК
0 9,8 ±0,8 10,8± 1,2 2,6 ±0,5 3,5 ±0,2

0,13.10“2 8,1±0,1 6,9 ±1,2 2,5 ±1,0 2,5 ±0,5
1,3.10"2 8,2 ±0,2 9,7 ±0,5 2,5 ±0,6 1,6±0,6

Данные о модифицирующем действии кофеина на включение ме­
ченых предшественников в ДНК, РНК и белок облученных и 
необлученных корней гороха представлены в табл. 20, из которой 
видно, что в отрезках корней, включающих преимущественно зону 
деления (0—3 мм}, у облученных проростков происходит повышен­
ное включение меченых предшественников в РНК и белок; вклю­
чение 8-14С-аденина в ДНК было в пределах ошибки. Ранее [8] на­
ми было показано, что при облучении отрезков корней гороха в 
дозе 100 рад в первые часы после облучения происходит увеличение 
ОСР корня, а также усиленный синтез ДНК и белка. Мы предпо­
ложили, что вследствие высокой радиочувствительности клетки 
зоны деления теряют способность к триггерованию в сторону деления 
и растягиваются. Происходит нарушение соотношения между де­
лящимися клетками и растягивающимися, вследствие чего в деле­
ние вступают клетки «центра покоя», обнаруженные Клоузом [45]. 
В результате этого в них происходит усиление синтетических про­
цессов. Возможно, именно это и вызывает наблюдаемое нами уве­

85



личение включения меченых предшественников в ДНК, РНК и 
белков.
• В растягивающихся и дифференцирующихся клетках корня 
(5—10 мм), характеризующихся высокой радиоустойчивостью, мы 
наблюдали повышенное включение 8-мС-аденина в ДНК и РНК от­
резков корней облученных проростков; включение 2-14С-тирозина 
в белок облученных отрезков не отличалось от такового в необлу­
ченных. Мы предположили, что повышенное включение меченого 
предшественника в ДНК может быть обусловлено репарационными 
процессами, а в РНК — дерепрессией генома для синтеза некото­
рых видов РНК [25, 33].

Обработка кофеином необлученных проростков вызвала умень­
шение включения 8-14С-аденина в РНК и не оказала значительно­
го влияния на включение меченого предшественника в ДНК. 
Уменьшение включения 2-14С-тирозина в белок обработанных ко­
феином проростков гороха мы наблюдали только для зоны растя­
жения, тогда как в зоне деления было отмечено увеличение вклю­
чения радиоактивности в белок, зависящее от концентрации кофеина. 
Возможно, последнее связано с усилением обмениваемости бел­
кового фонда в делящихся клетках. Специфическое действие кофеи­
на на растения изучено слабо. Кофеин в растительных клетках 
ингибирует образование клеточной оболочки, в результате чего 
прекращается деление клеток, но не затрагивает деление ядер, по­
этому синтез ДНК остается неповрежденным. Возможно появление 
би- и полиядерных клеток. В работе [82] показано, что кофеин инги­
бирует синтез РНК и белка в корнях Vicia faba. Синтез ДНК в 
обработанных кофеином клетках не замедляется, однако длина 
цепей значительно уменьшается [59].

Пострадиационная обработка кофеином отрезков корней облу­
ченных проростков уменьшила включение меченых предшественни­
ков в ДНК, РНК и белок. При этом наблюдалось усиление дейст­
вия радиации (см. табл. 19, 20). Можно предположить, что наблю­
даемое усиление действия радиации в обработанных кофеином 
отрезках корней связано с его способностью ингибировать вос­
становительные процессы [65]. Наше предположение основано так­
же и на полученных данных о включении меченого аденина в ДНК 
отрезков корней зоны растяжения (5—10 мм), когда в необлучен­
ных клетках кофеин не влиял на включение меченого аденина в 
ДНК, а в облученных — уменьшал это включение, при этом на­
блюдалось увеличение включения 8-14С-аденина в ДНК у облучен­
ных отрезков по сравнению с необлученными. По-видимому, кофеин 
ингибирует это добавочное включение.

На основании приведенного экспериментального материала мож­
но предположить, что кофеин в необлученных тканях, помимо дей­
ствия на клеточную оболочку, в силу своей способности связы­
ваться с одноцепочечными нуклеиновыми кислотами [82], оказывает 
влияние на транскрипцию и протеиновый синтез. Однако, в от­
личие от работы [82], в наших экспериментах кофеин в большей 
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степени ингибировал синтез РНК, чем синтез белка. Усиление 
действия радиации в облученных корнях, по-видимому, связано с 
ингибированием репарационных процессов.

В дальнейшем мы изучили влияние предварительной инку­
бации проростков с 5БУ на восстановительные процессы в пост­
лучевой период, а также на' пострадиационную деградацию ДНК и 
включение меченого предшественника в молекулу ДНК У различ­
ных по радиочувствительности растений. Радиосенсибилизирую­
щий эффект 5БУ объясняется тем, что в результате инкорпорации 
5БУ в молекулу ДНК вместо тимина в последней происходит пере­
распределение в электронной плотности, и атом бора обусловли­
вает электростатическое отталкивание между фосфатными остат­ками сахарофосфатной цепи и галогензамещенным основанием. 
Такая ДНК становится очень неустойчивой, и после облучения про­
исходит более сильная ее деградация [31, 36, 77]. Как правило, 
разрывы, вызванные облучением в местах с инкорпорированным 
5БУ, не репарируются [31, 36, 77, 29, 37], поэтому в организмах, 
обладающих высокой репарирующей способностью, эффект радио­
сенсибилизации выражен гораздо сильнее, чем в организмах с по­
ниженной репарирующей способностью.

Таблица 21
Влияние предварительной инкубации проростков бобовых растений с 5БУ на 
накопление сухой массы в течение 10 дней пострадиационного периода, 
2/100 растений

Доза, рад
Маш Горох Конские бобы

— 5БУ + 5БУ — 5БУ + 5БУ — 5БУ + 5БУ

0 3,23 3,07 6,21 6,58 13,27 10,96
400 3,05 2,83 5,72 4,58 4,91 4,99
800 2,86 2,66 3,94 2,89 3,08 3,14

1500 2,53 2,10 2,54 1,46 2,24 2,33
3000 2,26 1,36 1,36 0,67 1,78 2,07

В наших экспериментах предварительная инкубация в течение 
12 ч проростков маша, гороха и конских бобов с 5БУ (5 • 10“® М) 
оказала разный сенсибилизирующий эффект на накопление сухой 
массы проростков за 10 дней постлучевого периода (табл. 21) и 
ОСР (рис. 35). Наиболее сильный эффект сенсибилизации наблюдал­
ся в облученных проростках высокоустойчивого маша, наименее 
сильный — в высокочувствительных конских бобах. Горох зани­
мал промежуточное положение.

В дальнейшем мы изучили влияние инкорпорирования 5БУ пе­
ред облучением в молекулу ДНК на пострадиационную дегра­
дацию ДНК у тех же растений. Отрезки корней инкубировали 
12 ч с 5 • 10“® М 5БУ и 3Н-тимидином (5 мкК/мл, уд. активность 
4,3 mKJmM), затем облучали в дозах 400, 800, 1500 и 3000 рад. По­
сле облучения корни инкубировали еще 24 ч, после чего определяли 
активность 3Н-ДНК. Полученные данные представлены на рис. 36,
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Рис. 35. Влияние обработки про­
ростков перед облучением 5БУ на 
ОСР корней маша (а), гороха (б) и 
конских бобов (в):
1 — 400 рад, 2 — 800 рад, 3 — 1500 
рад, 4 — 3000 рад, 5 — контроль, об­
работанный 5БУ.

ках связывается с ферментами

из которого видно, что включение 
5БУ в молекулу ДНК перед об­
лучением усилило деградацию ДНК 
в облученных корнях. Сенси­
билизирующий эффект 5БУ на по­
стлучевую деградацию ДНК был 
различным: наиболее сильное дей­
ствие 5БУ оказал на растения ма­
ша, наименее сильное — на кон­
ские бобы.

Приведенные данные дают воз­
можность заключить, что обра­
ботка растений перед облучением 
5БУ повышает радиочувствитель­
ность растений к действию иони­
зирующей радиации, а также уси­
ливает постлучевую деградацию 
ДНК. Радиосенсибилизирующий 
эффект 5БУ как на восстановитель­
ные процессы, так и на деграда­
цию ДНК наиболее сильно про­
является у высокорадиоустойчивых 
растений.

Чтобы показать, в какой степе­
ни постлучевая деградация ДНК 
является ферментативным процес­
сом, мы инкубировали облучен­
ные корни, содержащие в молеку­
ле 5БУ, с кофеином (2,5 мг/мл) в 
течение 24 ч. По данным (цит. по 
[31]), кофеин в бактериальных клет- 
репарации ДНК, ответственными заэтап «выщепления», и таким образом препятствует деградации 

ДНК. Полученные нами данные, представленные на рис. 36, пока-
Таблица 22

Влияние предварительной обработки 5БУ корней бобовых растений на включе­
ние 3Н-тимидина в ДНК спустя 24 ч после облучения, имп/мин- А260

Концентрация 
5БУ, М

Зона деления Зона растяжения

необлученные облученные необлученные облученные

Маш (доза облучения 1500 рад)
0 1 7684±319 1 5484±51

5-10~5 1 7423±812 | 2951 ±480

Горох (доза облучения 800 рад)
0 I 23449 ± 846 1 14740 ±976

5-10“5 1 23523±785 | 7210±726

2411 ±253 
292,0 ±56,4

2630,3 ±53,8
2614,7 ±12,9

4148 ±37,7
210 ±46,2

3860,7 ±69,7
2072,7 ±45,9
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зывают, что постлучевая инкуба­
ция с кофеином в не обработанных 
5БУ корнях полностью подавила 
деградацию ДНК у маша и горо­
ха, но не оказала влияния на дег­
радацию в конских бобах. Это лиш­
ний раз подтверждает наше пред­
положение, что в корнях конских 
бобов деградация ДНК вряд ли 
обусловлена репарационными про­
цессами. Одновременное действие 
кофеина и 5БУ в корнях маша и 
гороха уменьшило деградацию 
ДНК по сравнению с деградацией, 
оказываемой действием только 
5БУ. В корнях конских бобов та­
кого эффекта обнаружено не было.

Предварительная обработка 
5БУ корней маша и гороха отри­
цательно сказалась также и на 
постлучевом включении 3Н-тими- 
дина в ДНК отрезков корней зоны 
деления и зоны растяжения спус­
тя 24 ч после облучения (табл. 22). 
В необлученных корнях обработ­
ка 5БУ не оказала влияния на 
включение меченого тимидина в 
ДНК как в зоне деления, так и в 
зоне растяжения и начала диффе­
ренциации. В облученных корнях 
наблюдалось резкое снижение вклю­
чения 3Н-тимидина в ДНК в зоне 
деления и повышение — в зоне рас­
тяжения. Предварительная обра­
ботка 5БУ приводила к еще боль­
шему снижению включения радио­
активности в ДНК в зоне деления 
и полностью ингибировала добавоч­

Рис. 36. Влияние предварительной 
обработки проростков 5БУ на пост­
лучевую деградацию 3Н-ДНК в кор­
нях маша (а), конских бобов (б) и 
гороха (в):
/ — необработанные корни, 2 — -h 
5БУ, 3-----И кофеин, 4 — 5БУ + ко­
феин.

ное включение в зоне растяжения.
На основании изложенного вы­

ше можно предположить, что ко­
феин и 5БУ в облученных растениях 
усиливают отрицательное дей­
ствие радиации. Это усиление преж­
де всего сказывается на подавле- 
нии ростовых процессов и накоплении сухой массы. В обоих слу­
чаях происходит подавление включения меченого предшественника 
в ДНК. Предварительная обработка 5БУ вызывает сенсибилиза-
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цию постлучевой деградации ДНК, кофеин препятствует ее осуществ­
лению. Все эти процессы наиболее ярко выражены в ■радиоустой- 
чивых растениях. С этим связан эффект повышения радиочувстви­
тельности в устойчивых к действию радиации растениях. С нашей 
точки зрения, ингибирование процессов, затрагивающих молекулу 
ДНК, в какой-то мере определяет повышение радиочувствитель­ности.

* * *

В настоящее время считаются расшифрованными такие механиз­
мы репарации ДНК, как фотореактивация, репарация, идущая по 
типу «выщепление — замещение», пострепликативная репарация, 
куда входит и рекомбинационная репарация. Первый тип репара­
ции ■— фотореактивация, узкоспецифичен и характерен только 
для повреждений, вызванных УФ-облучением. Репарация, идущая 
по типу «выщепление — замещение», и пострепликативная репара­
ция относятся к темновой репарации ДНК, и последняя, по всей 
вероятности, неспецифична, так как происходит исправление по­
вреждений, возникающих в ДНК не только при действии УФ-лу­
чей, но и при действии ионизирующей радиации и некоторых хими­
ческих веществ.

Действие на ДНК гамма-облучения отличается от действия УФ- 
лучей. Последние вызывают образование димеров пиримидиновых 
оснований в ДНК, главным образом димеров тимина. В результате 
прямого действия на ДНК гамма-лучей в ней происходят одиночные 
и двойные разрывы. Кроме того, образуются модифицированные 
основания и разного рода сшивки. Образовавшиеся при гамма-облу­
чении одиночные разрывы с 5'-РО4- и З'-ОН-концами могут сшивать­
ся непосредственно ДНК-лигазами, минуя предыдущие этапы темно­
вой репарации ДНК [20]. При облучении клеток умеренными дозами 
(0,5—1,0 крад) лигазами устраняется около 80% таких разрывов. 
При облучении в больших дозах (20—40 крад) происходит накопле­
ние разрывов, не репарируемых этими ферментами. Установлено 
также, что лигазы конкурируют за эти концы с экзонуклеазой, 
действие которой приводит к образованию бреши, и для репарации 
уже требуется участие ДНК-полимеразы. Наличие поврежден­
ных оснований или дефектов в молекуле ДНК ведет к репарации 
ДНК, осуществляемой по типу «выщепление — замещение» или по 
типу пострепликативной репарации.

Для бактерий, облученных гамма-радиацией, установлено три 
типа репарационных процессов, отличающихся скоростью протека­
ния. I тип — «сверхбыстрая репарация», завершающаяся в тече­
ние 1 мин. Предполагается, что за нее ответственны ДНК-лигазы, 
которые устраняют одиночные разрывы, возникающие, как мы 
указывали выше, в результате прямого действия ионизирующей 
радиации. II тип — репарация, протекающая с участием ДНК-по- 
лимераз и заканчивающаяся в течение 2—5 мин. III тип — 
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репарация, протекающая в течение 40—50 мин. К этому типу от­
носят пострепликативную репарацию [57].

В многоклеточных организмах также имеется несколько типов 
репарации [61]. В работе [54] было показано, что репарация одиноч­
ных разрывов в ДНК, вызванных действием ионизирующих излу­
чений и химических мутагенов, происходит аналогично и состоит из 
двух этапов: быстрого воссоединения, совершающегося в относи­
тельно короткое время, и медленного процесса восстановления оди­
ночных разрывов, которое завершается к 24 ч пострадиационного 
периода. Характер этих процессов еще окончательно не выяснен, 
однако, по мнению авторов, можно высказать следующие предпо­
ложения: 1) быстрый процесс воссоединения одиночных разрывов 
является не ферментативным, второй происходит с участием фер­
ментов репарации; 2) более быстрый процесс происходит за счет 
воссоединения одиночных разрывов, второй характеризует воссо­
единение двойных разрывов; 3) эти процессы катализируются 
различными ферментативными системами. Авторы работы склонны 
считать более правильным третье предположение. Кроме того, по 
их данным, полученным с использованием некоторых ингибиторов 
метаболических процессов (оксимочевины, актиномицина Д, пу- 
ромицина), эти репарационные ферменты инициируются в клетке 
после облучения. При воздействии на клетку пуромицином про­
исходит сильное подавление воссоединения одиночных разрывов 
в ДНК.Было также обнаружено наличие двух процессов (быстрого и 
медленного) при включении 3Н-тимидина в ДНК при внеплано­
вом синтезе ДНК (цит. по [54]). Один из них — быстрый, проис­
ходит в течение 1 ч после облучения, второй — более длитель­
ный —требует для своего завершения около 7 ч. Субстратом в обо­
их случаях являются радиационно-индуцированные повреждения 
днк.Элкинд и сотр. [48, 61] в клетках млекопитающих установи­
ли две формы репарации ДНК- Первая форма возникает при облу­
чении клеток малыми дозами рентгеновского облучения; при этом 
происходит нарушение сложного ДНК-липидно-белкового ком­
плекса. В ходе пострадиационной инкубации они восстанавливают­
ся. При облучении большими дозами в ДНК возникают одиночные 
и двойные разрывы, которые также репарируются, но сложный 
ДНК-липидно-белковый комплекс при этом не восстанавливается.

По мнению Летта [60], ДНК млекопитающих состоит из «субъе­
диниц специфического размера», которые связываются молекула­
ми в мультикомпоненты. При воздействии рентгеновскими лучами в 
низких дозах такие связи разрушаются и образуются разрывы. 
И те, и другие восстанавливаются.

■ В настоящее время большое внимание уделяется роли репара­
ции ДНК в восстановлении хромосом. В работах В. М. Михельсон 
[22], а также В. М. Михельсон и Г. Ф. Крупновой [23] представле­
ны данные, свидетельствующие о том, что в клетках эукариотов, 
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облученных УФ-лучами или обработанными химическими мутаге­
нами, репарация хромосом тесно связана’с репарацией ДНК. Одна­
ко при действии ионизирующей радиаций такой связи не наблюда­
лось, что дало возможность авторам говорить об «ограниченной 
роли репарации ДНК в восстановлении хромосом, пораженных 
ионизирующей радиацией». По мнению В. М. Михельсон [22], причи­
ной этого является факт, что ионизирующие излучения поврежда­
ют в хромосомах высших организмов не только ДНК внутри реп- 
ликона, но и гипотетические участки другого строения, связываю­
щие репликоны. Если репарация ДНК, протекающая внутри 
репликона, происходит довольно быстро и легко, то пострадиацион­
ное восстановление участков, связывающих репликоны, значи­
тельно менее эффективно или даже невозможно.

Нельзя отрицать факт, что о путях и механизмах восстановле­
ния ДНК еще многое неизвестно. Недавно Д. М. Гродзинским и 
А. П. Дмитриевым [47] было высказано предположение, что в про­
цессах постлучевого восстановления синезеленых водорослей мо­
жет играть роль синтез ДНК, осуществляемый РНК-направленной 
ДНК-полимеразой. Свое предположение они обосновали исполь­
зованием ингибитора этого фермента (производного рифампицина), 
который значительно сильнее, чем актиномицин Д, сенсибилизи­
ровал лучевое поражение клеток. Мы использовали этот ингиби­
тор при изучении включения 2-14С-тимидина в ДНК спустя 24 ч 
после облучения и получили результаты, приведенные в табл. 23.

Как видно из полученных данных, в зоне деления ингибитор 
не оказал влияния на постлучевое включение 2-14С-тимидина в 
ДНК, тогда как в зоне растяжения и начала дифференциации мы 
наблюдали тенденцию к торможению дополнительного включения 
меченого предшественника в ДНК.

Таблица 23

Доза, рад

Активность ДНК» имп/мин • A2go
Зона деления Зона растяжения

— ингибитор Н- ингибитор — ингибитор ингибитор

0 665 ±32 639 ±20 106±6 113±4
400 546 ±26 650 ±59 134 ±20 111 ±4

1500 322 ±16 530 ±30 170±22 130±7

На основании изложенного выше можно сказать, что процессы 
репарации многоклеточных организмов значительно сложнее, чем 
у прокариотов. Больше того, в них не прослеживается корре­
ляция между радиоустойчивостью и способностью к восстановле­
нию [61]. Однако в результате экспериментов мы обнаружили, что 
у высокоустойчивых растений способность к восстановлению, оце­
ниваемая нами по ОСР и накоплению сухой массы, значительно вы­
ше, чем у растений с более низкой радиоустойчивостью. В этом же 
высокоустойчивом растении — маше более интенсивно протекают
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процессы, по которым мы судим о репарации ДНК: постлучевая 
деградация и гамма-индуцированное дополнительное включение 
2-14С-тимидина в ДНК- По-видимому, эти процессы играют опреде­
ленную роль в формировании радиоустойчивости растений. Наши 
данные подтверждаются тем, что 5БУ, известный радиосенсибили­
затор, в значительной мере подавлял восстановительные процес­
сы у маша, при этом наблюдалась и более сильная деградация 
3Н-ДНК и ингибирование включения предшественника в ДНК, по 
сравнению с горохом, и особенно с конскими бобами, в которых 
эффект радиосенсибилизации был выражен слабее.

В экспериментах по включению 2-14С-тимидина в ДНК корней 
гороха, проводимых в условиях, не оптимальных для репликатив­
ного синтеза ДНК, наиболее высокую удельную активность ДНК 
мы наблюдали спустя 24 ч после облучения как в зоне деления, так 
и в зоне растяжения. Однако природа дополнительного гамма-ин- 
дуцированного включения меченого тимидина в ДНК этих зон 
различна. В зоне деления при значительном ингибировании полу- 
консервативного синтеза ДНК добавочное включение ингибирует­
ся кофеином — ингибитором темновой репарации ДНК, но не ин­
гибируется оксимочевиной и митомицином С. Кроме того, оно не 
зависит от синтеза РНК и белка, а также тормозится при введении 
в питательную смесь 2,4-ДНФ. Это может свидетельствовать о том, 
что в зоне деления добавочный синтез ДНК происходит за счет 
репарационных процессов.

В зоне растяжения и начала дифференциации, в клетках кото­
рых репликативный синтез ДНК не происходит, и без дополни­
тельных условий мы наблюдали гамма-индуцированное добавоч­
ное включение меченого предшественника в ДНК. Если корни 
инкубировать в среде без сахарозы или с ингибиторами репликации 
ДНК, то лишь незначительная часть добавочного синтеза обуслов­
лена теми же процессами, которые мы наблюдали для зоны деления. 
Другая часть, которая ингибируется оксимочевиной и митомици­
ном С, не ингибируется кофеином, зависит от синтезов РНК и 
белка, а также использует энергию, вырабатываемую гликолизом 
и пентозофосфатным циклом дыхания. Больше того, наши опыты по­
казали, что наиболее активной фракцией ДНК в этой зоне корней, 
облученных в дозе 2 крад, является фракция, в которую, в основном, 
входит ДНК ядрышкового аппарата. Все это заставляет предпо­
ложить, что в зоне растяжения у гамма-облученных корней проис­
ходит . усиленный синтез ДНК, идущий репликативным путем. 
Возможно, увеличение количества ДНК является защитной функ­
цией, ведущей к восстановлению от лучевого поражения.

Таким образом, на основании рассмотренного материала мы 
полагаем, что в растениях, так же как и в других живых организ­
мах, происходят процессы, связанные с постлучевой репарацией 
ДНК- Наиболее интенсивны эти процессы у высокоустойчивых рас­
тений, что, по-видимому, в какой-то мере и обусловливает их 
способность к восстановлению и радиоустойчивость.
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ГЛАВА IV

ЗАВИСИМОСТЬ РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ
РАСТИТЕЛЬНОГО ОРГАНИЗМА
ОТ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ ГЕНОМА

Выяснение общих закономерностей изменения радиочувствитель­
ности живых организмов представляет двоякий интерес: во-первых, 
оно способствует разработке общей теории механизма биологиче­
ского действия ионизирующих излучений, во-вторых, помогает 
поиску новых путей защиты. Бергонье и Трибондо [8] на основании 
экспериментальных данных еще в 1906 г. пришли к выводу, что 
клетки тем более чувствительны к облучению, чем больше у них 
способность к размножению, чем продолжительнее их образование 
путем кариокинеза и чем менее выражены их морфология и функ­
ция. Таким образом, в основе радиочувствительности лежат осо­
бенности функционального состояния организма (ткани) в момент 
облучения. Следовательно, должна существовать прямая зависи­
мость между физиологической активностью организма (ткани) 
и его чувствительностью к облучению.

Характерной чертой процесса развития является то, что клетка 
(или клетки), встав однажды на определенный путь направления 
развития, в дальнейшем все время следует по этому пути до тех пор, 
пока новый сигнал (или сигналы) не заставит ее перейти на другой 
путь. Известен и тот факт, что для каждого органа (ткани) можно 
установить сроки, когда только начинается формирование соот­
ветствующей ткани (процесс дифференциации) и облучение в эти 
сроки ионизирующей радиацией, даже в небольших дозах, может 
привести к полной остановке ее формирования. В более поздние 
сроки, когда дифференциация клеток развивающейся ткани уже 
произошла и орган сформировался, облучение мало отражается на 
его жизнеспособности, орган становится более радиорезистентным.

Исходя из того, что в настоящее время под дифференциацией 
клетки или целого организма подразумевается последовательная 
дерепрессия или репрессия отдельных участков генома, мы пред­
положили, что радиочувствительность в этом случае зависит от 
функционального состояния генома. Чем больше разрепрессирован 
геном, тем больше величина эффективного объема генома, тем боль­
ше степень поражения клетки или растительного организма 
в целом.
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Так как растительные организмы — открытые системы, физи­
ческие факторы и химические агенты являются обязательными участ­
никами процессов саморегуляции, развития. Нам казалось вероят­
ным, что, изменяя действующие на растительный организм факторы, 
можно влиять на регуляторные системы, от которых зависит функ­
циональное состояние генома, а следовательно, и радиочувстви­
тельность растительного организма. Недостаточная изученность 
геномзависимых реакций в растительном организме не позволяла 
ранее экспериментально подойти к прямому исследованию зависи­
мости поражения растений при различном функциональном со­
стоянии генома. Возможность выбора геномзависимых реакций 
появилась в последние годы в связи с успехами, достигнутыми в 
изучении механизмов действия физических факторов (отдельных 
участков спектра светового излучения, фитогормонов) на уровне 
регуляции активности генов и всей системы, отвечающей за син­
тез белков в морфогенезе растительного организма. Поэтому цель 
нашей работы состояла в: 1) выборе объектов и подборе агентов, 
определяющих «включение» и «выключение» отдельных участков 
генома, 2) установлении зависимости радиочувствительности расти­
тельного организма от функционального состояния генома. Основ­
ные требования, предъявляемые к объекту,— возможно больший 
процент раскрытия генома при действии физических или химиче­
ских агентов. В этом случае в эксперименте контрастнее прояв­
ляются различия между величиной эффективного объема в кон­
трольных и опытных вариантах, наличие хорошо разработанных 
критериев лучевого поражения у исследуемого объекта.

Открытия последнего двадцатилетия показали, что управляю­
щее световое воздействие на морфогенетические процессы (прораста­
ние семян, рост и развитие растений, синтез ряда веществ, включая 
синтез белка и многие др.) осуществляется через фоторецептор­
ные системы фотоморфогенеза. Одна из них — система красного 
дальнего — красного света, или фитохромная система, активная 
при действии красного света (КС), влияние которого может быть 
снято последующим облучением дальним красным светом (ДКС) 
более высокой интенсивности.

Гипотезу о действии света на морфогенез растений через об­
щий генетический контроль выдвинул Мор [17]. В основе ее лежит 
известная концепция о том, что все клетки растительного орга­
низма имеют одинаковый геном. Однако в клетках различной спе­
циализации активны различные части этого генома. В связи с этим 
все гены данного генома по своей активности должны делиться на 
три группы: 1 — неактивные гены, 2 — активные гены, 3 — потен­
циально активные гены. Регуляция активности генов осуществля­
ется у растений, как предполагает Мор, по принципу, предложен­
ному в 1964 г. Жакобом и Моно [3]. :

Из гипотезы Мора о действии света на морфогенез через общий 
генетический контроль следует, что в клетках растений фитохром 
каким-то образом связан с индуктором. Конформационные прс- 
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вращения молекул фитохрома при облучении красным (660 нм) 
и дальним красным (730 нм) светом приводят к изменению формы 
индуктора, который, в свою очередь, может менять положение репрес­
сора ДНК. Измененная форма репрессора не может комбинироваться 
с опероном, в результате чего снимается блокирование активности 
генов. Активированные гены через промежуточный переносчик — 
информационную РНК — вызывают изменение направленного об­
мена веществ и, следовательно, переход к новому этапу морфоге­
неза. Гипотезу подтверждают результаты исследований Вейднера 
[241 по;увеличению содержания РНК и белка в проростках горчи­
цы при активации фитохрома, Холдгейта и Гудвина [14] по увели­
чению количества РНК, ДНК и белка в органоидах клеток папорот­
ника, а также результаты опытов с применением специфического 
ингибитора иРНК — актиномицина Д (10 и 100 мкг/мл) после осве­
щения проростков горчицы белой КС. Обработка актиномицином 
Д не оказывала влияния на рост семядолей в темноте, но снимала 
стимулирующее действие освещения [18], вызываемое активной фор­
мой фитохрома, что свидетельствует о дерепрессировании ингиби­
тором потенциально активных генов.

Изменяя физиологическое состояние растительного организма 
путем активации фитохрома КС или дезактивации ДКС, мы попыта­
лись проследить за изменением радиочувствительности некоторых 
известных фитохромзависимых реакций. Намоченные семена сала­
та-латука (Грэнд репидс) до или после облучения гамма-лучами 
здСо в дозах от 1 до 150 крад освещали 5 мин КС или 10 мин ДКС при 
длинах волн соответственно 660 и 730 нм и интенсивности потока 
18 • 103 эрг!см2 в 1 сек. Учитывали процент проросших семян че­
рез 48 ч после обработки, когда наиболее четко проявляется анта­
гонистическое действие стимулирующих прорастание (90—95%) 
красных и задерживающих прорастание (12—17%) дальних крас­
ных лучей. Дозы 100 крад и выше полностью подавляли прораста­
ние семян. Если семена обрабатывали КС за 4 ч перед облучением 
гамма-радиаиией, они не прорастали уже при дозе 75 крад. Осве­
щение семян ДКС перед облучением ослабляло повреждающее дей­
ствие последнего на 6—8% по сравнению с контролем (темнота). 
При чередовании освещения КС и ДКС перед облучением у-радиа- 
цией повреждающее действие, хотя и в меньшей степени, чем при 
одинарном освещении, зависело от последнего светового воздей­
ствия. Таким образом, радиочувствительность семян по тесту про­
растания существенно зависит от физиологического состояния в 
момент облучения.Аналогичные данные были получены и при изучении радио­
чувствительности другой фитохромзависимой реакции — разво­
рачивании первого листа четырехдневных этиолированных пророст­
ков пшеницы. Кратковременное (10 мин) освещение красным светом 
вызывало разворачивание листа у 40% проростков через 14 ч 
(табл. 24), в темноте и при освещении ДКС на это время только у 
3% проростков отмечено прохождение данного этапа морфогенеза.
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При чередовании КС и ДКС эффект зависит от последнего воздей­
ствия. Облучение гамма-лучами в дозе 2000 рад задерживало про­
хождение фазы развития у 68% проростков. Если же за 2 ч до облу­
чения гамма-лучами проростки освещали красным светом, то на 
14-й день только у 18% проростков отмечено разворачивание пер­
вого листа.

Таблица 24
Зависимость радиочувствительности процесса разворачивания 
первого листа у этиолированных проростков пшеницы от 
функционального состояния фитохромной системы

Вариант опыта
Процент разверну- 
тых листьев к об­
щему количеству 

проростков

Контроль (проращивание в темноте) 
Облучение гамма-лучами в дозе 2000 рад 
КС, 8000 эрг/см? в 1 сек
ДКС, 16 000 эрг/см1 1 сек
КС + 2000 рад, через 2 ч

3,3 ±1,3
32 ±4,6
40,8 ±5,1

3,1 ±1,8
18,4 ±1,7

Различия в радиочувствительности указанной выше фитохром- 
зависимой реакции при активировании или дезактивировании фито­
хромной системы перед облучением гамма-лучами при дозе 2000 рад 
выражены еще более четко, чем тест прорастания семян, что связа­
но, по-видимому, с тем фактом, что при освещении этиолирован­
ных проростков светом происходит переключение на новый этап 
развития и разрепрессирование большого участка генома.

Нами обнаружен и исследован светозависимый эффект образо­
вания антоцианов у растений при действии гамма-радиации, кото­
рый может служить хотя и косвенным, но очень четким показате­
лем поражения генома. Суть эффекта заключается в том, что при 
облучении в интервале доз 10—100 крад отмечается четкая корре­
ляция между дозой и накоплением антоцианов при последующем 
экспонировании проростков на свету (рис. 37). Содержание анто­
цианов в эпидермисе и в субэпидермисе 4-дневных проростков гор­
чицы белой определяли по величине экстинкции метанольных 
экстрактов с 1 %-ной НС1 через 30 ч после начала освещения. Хрома­
тографическое изучение красных пигментов в различных системах 
растворителей показало, что пятна пигментов из облученных и 
контрольных растений имеют одинаковые Rf. Это свидетельствует 
о том, что при облучении происходит нарушение систем, связан­
ных с контролем количественной стороны синтеза соединений типа 
С6 — С3 — С6, но не наблюдается качественных изменений в их 
скелетах или же в ориентации гидроксилирования.

Изучение спектра действия света на синтез антоцианов показа­
ло (рис. 38), что наиболее вероятными фоторецепторными система­
ми, контролирующими образование красных пигментов, являют­
ся низкоэнергетическая фитохромная и высокоэнергетическая си-
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стемы. В пользу участия фитохромной системы свидетельствуют и 
данные о низком пороге насыщения этой реакции и зависимость ее 
от длины светового и темнового периодов. Нами было установлено, 
что фоторецепторные системы в этом случае играют роль пусковых 
механизмов реакции синтеза антоцианов, которая в дальнейшем мо-

Рис. 37. Эффект образования антоци­
анов в этиолированных проростках 
горчицы белой при облучении разли­
чными дозами гамма-радиации:
1 — 10 крад, 2 — 25 крад, 3 — 50 крад, 
4 — 100 крад.

Рис. 38. Спектр действия образования 
антоцианов у гамма-облученных в дозе 
50 крад проростков горчицы белой.

жет происходить в темноте и носит ферментативный характер (Qlo = 
= 1,7). В отсутствие света эффект нарушения синтеза антоцианов 
у проростков горчицы белой при облучении не проявляется. Таким 
образом, морфогенетическое действие света создает как бы потен­
циальную возможность для реализации эффекта действия радиа­ции.

Интерес к изучению синтеза антоцианов объясняется тем, что 
образование их в растении при действии света приурочено к оп­
ределенным этапам морфогенеза растений [2, 11], т. е. красные 
пигменты в какой-то степени являются индикаторами процессов 
обмена и физиологического состояния растительного организма.

Исследованиями многих авторов показано, что накопление фла­
воноидных соединений в растительных тканях в значительной мере 
определяется состоянием белкового обмена [6, 7, 12], причем изме­
нения интенсивности синтеза белков, как правило, вызывают об­
ратные изменения интенсивности образования флавоноидов.
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В наших опытах активация фитохромной системы в проростках 
горчицы белой приводила к активации белоксинтезирующей систе­
мы (табл. 25), по сравнению с вариантами, где фитохромная систе­
ма находилась в неактивном состоянии (темновой контроль, осве­
щение ДКС). Актиномицин Д и пуромицин, влияющие на разные 
звенья в цепи биосинтеза белков, а также облучение гамма-радиа­
цией в дозе 50 крад ингибировали активность белоксинтезирующей 
системы. Параллельно получены данные о накоплении антоцианов 
при действии КС, ДКС и гамма-облучении. Рассчитанный нами ко­
эффициент корреляции между содержанием белков и антоцианов 
при действии указанных выше факторов в среднем равен —0,75. 
Это свидетельствует о сопряженном отклонении от средних значе­
ний по обоим признакам.

Таблица 25
Содержание общего белка в 4-дневных этиолированных проростках горчицы 
белой, мг/г сырого вещества

№ 
опыта

Контроль 
(темнота)

Освещение 
КС

Облучение, 
50 крад

КС -г гамма- 
облучение

ДКС 4- гамма- 
облучение

1 8,9 ±0,174 13,9±0,174 6,2 ±0,150 5,0±0,191 7,2 ±0,158
2 9,1 ±0,134 14,0 ±0,212 7,1 ±0,184 4,8 ±0,174 7,6 ±0,225
3 7,8 ±0,201 13,7 ±0,193 6,0 ±0,128 6,0 ±0,207 6,2 ±0,138
4 9,0 ±0,183 14,1 ±0,202 7,3 ±0,205 5,1 ±0,201 7,3 ±0,205.

Результаты опытов, приведенные в табл. 25, дают основания 
предполагать, что при действии КС происходят разрепрессирование 
генома и активация белоксинтезирующей системы, что приводит к 
увеличению эффективного объема и снижению радиочувствитель­
ности. Из данных табл. 25 видно, что в случае разрепрессирован- 
го генома (освещение КС) белоксинтезирующая система повреждает­
ся больше, чем при зарепрессированном геноме (освещение ДКС).

Можно предположить, что ингибирование синтеза белков, вы­
званное радиацией, приводит к увеличению в клетках фондов сво­
бодного фенилаланина, который является одним из предшественни­
ков флавоноидного скелета антоцианов, создаются благоприятные 
условия для усиленного формирования красных пигментов, что 
в конечном итоге и проявляется в повышенном их накоплении, В 
основе данного феномена, по-видимому, лежит конкуренция за 
общий предшественник — фенилаланин.

Согласно гипотезе Маргна [6], обратная зависимость между 
степенью ингибирования белоксинтезирующих систем и накопле­
нием антоцианов имеет глубокий биологический смысл. Один из 
основных путей диссимиляции фенилаланина в растении происходит 
через стадию прямого дезаминирования ароматических кислот, 
которые в свободном состоянии токсичны для растений и в значи­
тельных количествах образуются как при действии антибиотиков, 
так и при облучении. Включение коричных кислот в молекулярные
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структуры типа флавоноидов может явиться одним из эффективных 
способов нейтрализации этих токсических соединений.

Тесная связь биосинтеза антоцианов с реакциями морфогенеза 
и непосредственная зависимость его, подобно этим реакциям, от 
системы регуляции, четкая зависимость образования антоциана 
от дозы воздействия ионизирующей радиации делают биосинтез 
красных пигментов особенно удобным индикатором исследования 
зависимости радиочувствительности растительного организма от 
физиологического состояния.

Использование в качестве показателя радиочувствительности 
таких сложных суммарных процессов, как прорастание семян, раз­
ворачивание первого листа хотя и является доказательством из­
менения радиочувствительности при различном функциональном 
состоянии генома, однако не позволяет получить количественных 
данных о пораженной части генома, так как составные части этих 
процессов сами по себе могут в широком интервале выражать раз­
личную чувствительность к облучению. В дальнейшем мы попытались 
для доказательства зависимости радиочувствительности раститель­
ного организма от функционального состояния генома подобрать 
модельную систему, в которой все составляющие были бы под экс­
периментальным контролем.

Современные представления о механизмах регулирования актив­
ности генов в хромосомах многоклеточных организмов предпо­
лагают наличие в них веществ, способных специфически блокиро­
вать отдельные участки ДНК. В последнее время установлено 115, 
22], что многие низкомолекулярные соединения могут быть генети­
ческими индукторами. Установлено также, что различные низко­
молекулярные соединения индуцируют синтез отличающихся моле­
кул информационных РНК, следовательно, синтез разных фермен­
тов.

Ярким примером индуцированного низкомолекулярным соедине­
нием синтеза фермента является синтез а-амилазы в алейроно­
вом слое семян ячменя при обработке гибберелловой кислотой (ГК). 
С помощью высокоспецифического иммунохимического метода [13] 
были получены данные, что в покоящихся семенах а-амилаза от­
сутствует. При прорастании семян происходит резкое увеличение 
количества фермента. Было высказано предположение, что в клет­
ках алейронового слоя семян ячменя содержится ген, контролирую­
щий синтез а-амилазы в эндосперме семян. До прорастания семян 
этот ген остается полностью зарепрессированным. Когда семя про­
растает, растущий зародыш посылает в эндосперм сигнал, дерепрес­
сирующий ген а-амилазы. Криссон и Поллок [16] показали, что 
веществом, движущимся от зародыша к эндосперму в прорастающем 
ячмене, является гибберелловая кислота. В последние годы показа­
но, что индуцировать синтез а-амилазы можно и через актива­
цию фитохромной системы [10].

Варнер и Чандра [23], изучая синтез а-амилазы в алейроно­
вом слое ячменя под действием гибберелловой кислоты, установили, 
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что обработка фитогормоном почти немедленно приводила к уд­
воению скорости синтеза РНК в клетках алейронового слоя. Этот 
синтез блокировался актиномицином Д, следовательно, он проис­
ходил на ДНК-матрице. Синтезируемая в алейроновом слое под влия­
нием ГК рибонуклеиновая кислота обнаруживала седиментацион­
ные свойства, характерные для иРНК. Синтез а-амилазы, который 
активировался иРНК, также блокировался актиномицином Д. Фер­
мент был выделен в чистом виде из обработанного ГК алейрона, к 
которому одновременно с ГК добавляли меченую аминокислоту, 
фермент также оказался меченым, следовательно, а-амилаза была 
синтезирована de novo. С помощью изотопного и иммунохимического 
методов другие исследователи подтвердили тот факт, что молекулы 
а-амилазы, которые образуются при индукции ГК, оказываются 
новыми как по специфической структуре, так и по происхождению 
своих элементов. Таким образом, в этой системе ГК действует как 
фактор, контролирующий активность генов, ответственных за синтез 
а-амилазы.Использовав систему, предложенную Варнером и Чандра, и ос­
новные положения принципа попадания Ли [5], мы попытались оце­
нить применимость данной системы для исследования зависимости 
радиочувствительности растительного организма от функцио­
нального состояния генома, а также получить данные, характери­
зующие величину участка генома, ответственного за синтез а-амила­
зы. Активность а-амилазы определяли спектрофотометрическим 
методом и выражали в относительных единицах оптической плот­
ности, в процентах к общему контролю (за общий контроль принима­
ли активность индуцированной а-амилазы в целых необлученных 
семенах ячменя) или в относительных единицах ингибирования об­
лучением синтеза фермента по формуле:

аф = tАк — Агк
где АФ ■— активность фермента, АД — активность а-амилазы при 
определенной дозе у-облучения Д, Агк — активность а-амилазы 
при введении ГК, Ак — активность фермента в контроле.

В первой серии опытов мы убедились, что удаление зародыша 
семян полностью прекращает синтез а-амилазы, а введение в среду 
ГК восстанавливает его до контрольного уровня (необлученные се­
мена с зародышем). Полученная кривая зависимости фермента от 
концентрации ГК свидетельствует о том, что концентрация 400 мкг!л 
полностью снимает репрессию с генов а-амилазы. Именно эту кон­
центрацию использовали в дальнейших экспериментах. Полученные 
нами данные согласуются с результатами других исследователей 
[4, 14].

Целью следующей серии опытов было снятие динамики разреп- 
рессирования генома при введении ГК. В последние годы опубли­
кованы работы [21], указывающие на возможность прямой дезакти­
вации ГК при облучении ионизирующей радиацией. Проведение ука­
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занной выше серии опытов позволяет выбрать такие условия, при 
которых можно разграничить действие радиации непосредственно 
на геном и на систему синтеза эффектора. Результаты проведенных 
экспериментов при различных экспозициях половинок семян с 
удаленными зародышами в ГК свидетельствуют о том, что уже через 
70 мин после введения эффектора синтез а-амилазы достигает мак­
симума (рис. 39), т. е. за указанный период времени происходит

Рис. 39. Динамика дерепрессирования 
участка генома, ответственного за 
синтез а-амилазы, при введении ГК 
(400 мкг/л). Активность а-амилазы вы­
ражена в % к общему контролю.

ется усиленный синтез а-амил 
половинки семян в растворе ГК

полное дерепрессирование участ­
ка генома, ответственного за син­
тез фермента. В пользу этого 
предположения говорят и дан­
ные опытов по изучению синтеза 
а-амилазы при введении различ­
ных концентраций ГК-

Сигмоидальная форма кривой 
зависимости синтеза а-амилазы 
от времени экспозиции в ГК (или 
концентрации) свидетельствует о 
том, что взаимодействие ГК с ре­
прессором характеризуется коо­
перативностью. Рассчитанный на­
ми для данной системы коэффи­
циент Хилла равен 3. Это можно 
интерпретировать таким обра­
зом, что при связывании трех мо­
лекул ГК с репрессором начина- 
ы. Таким образом, выдерживая 
течение 70—80 мин, можно полу­

чить систему с полностью дерепрессированным геномом, и следова­
тельно, при определенных условиях введения ГК расчленить эф­
фекты, связанные с инактивацией эффектора, и, непосредственно, с 
поражением участка генома, ответственного за синтез а-амилазы, 
так как при последующем облучении гамма-радиацией прямая 
инактивация ГК существенно не повлияет на геномзависимый синтез фермента.

Экспериментальные данные для построения кривых зависимости 
поражения репрессированного и дерепрессированного участков 
генома, ответственных за синтез а-амилазы, от дозы облучения были 
получены в опытах с облучением указанной выше системы в дозах 
5, 30, 40, 80, 100, 120 крад после выдерживания семян в растворе 
ГК в течение 100 мин. Полученные кривые доза — эффект (рис. 40) 
при различном функциональном состоянии генома представляют 
собой не простые экспоненты, но, несомненно, содержат экспоненту 
с большим значением ЛД90. При вычитании медленно затухающей 
экспоненты с высоким значением ЛД90 из суммарной дозовой 
кривой мы получили составляющую, которая характеризуется эк­
спонентой 2', величина ЛД90 у которой больше, чем у экспоненты Г. 
Если предположить, что компонента Г характеризует радиочув­
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ствительность генетической кодирующей системы, включая код 
ДНК, дерепрессирование гена, синтез на нем иРНК и последую­
щий синтез а-амилазы на рибосомах, то компонента Г, по-видимому, 
характеризует радиочувствительность эффектора.

Полученные данные свидетельствуют о том, что система, ответ­
ственная за синтез а-ами­
лазы (если к ее оценке под­
ходить с позицией принци­
па попадания), может быть 
рассмотрена как совокуп­
ность двух компонент, раз­
личающихся по радиочув­
ствительности. При сравне­
нии компонент Г и 2' видно, 
что система синтеза а-ами­
лазы с дерепрессированным 
участком генома более ра­
диочувствительна, чем си­
стема с репрессированным 
участком. Пользуясь кри­
выми дозовых зависимос­
тей, мы установили, что 
значения ЛД90 для компо­
нент Г и 2' составляют со­
ответственно 72 и 258 крад.

Учитывая, что дозовые 

Рис. 40 Дозовые кривые поражения дерепрес­
сированного и зарепрессированного участка - 
генома, ответственного за синтез а-амилазы: 
1 — семена с зародышами (эффектор эндогенный); 
2 — семена без зародышей, выдержанные в рас­
творе ГК (эффектор экзогенный); 3 — семена без 
зародышей, без ГК; 1'. 1" и 2', 2" — соответст­
венно составляющие компоненты кривых 1 и 2. 
Активность сс-амилазы выражена в относитель­
ных единицах ингибирования облучением синтеза 
фермента.

кривые синтеза сс-амилазы
могут быть сведены к двум экспонентам и что ингибирование син­
теза фермента не зависит от мощности дозы (по нашим данным, 
не обнаружено различий при 7,7; 56; 570 рад/сек), мы имели осно­
вание для применения расчетов Ли эффективных объемов. В этом 
случае подразумевается участок генома, ответственный за синтез 
а-амилазы. Для расчетов размеров мишени применяли метод 
присоединительных объемов Ли и рассчитанные им номограммы. 
По номограмме зависимости между 90 %-ной дозой и диаметром 
мишени была найдена величина дерепрессированного участка гено­
ма, ответственного за синтез а-амилазы, которая составила 250 А. 
Из приведенных данных следует, что при облучении происходит 
поражение приблизительно 71 пары нуклеотидов.
Мы попытались получить дополнительные данные о конфигура­

ции мишени, сравнивая действие различных по плотности иониза­
ции типов излучений и мягких рентгеновских лучей (плотность ио­
низации соответственно 0,1 и 0,01 А) в дозах облучения 5, 25, 30, 
100, 150, 200 крад. Относительная биологическая активность, най­
денная из соотношения ЛД50: ЛД50, составила 1,27. Следователь­
но, на изучаемую геномзависимую реакцию синтеза а-амилазы 
плотность ионизирующей радиации в используемом нами диапазо­
не доз практически не влияет. Полученные данные мы объяс­
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няем тем, что возникающие вдоль пути ионизирующие частицы от­
делены значительными, по сравнению с размерами мишени, рас­
стояниями.Большой интерес представляют исследования, направленные на 
изучение возможности восстановления синтеза фермента путем вве­
дения эффектора в пострадиационный период. Для выяснения воз­

Рис. 41. Зависимость синтеза а- амилазы от времени введения ГК в пострадиационный период:
1 — половинки семян без зародышей, 
выдержанные в растворе ГК и облучен­
ные гамма-лучами в дозе 50 крад', 2 — 
то же, но повторно выдержанные в ГК 
после облучения. Активность а-амила-

можности восстановления синтеза 
а-амилазы мы вводили ГК в раз­
ное время после облучения в вари­
антах с зарепрессированным и де­
репрессированным геномом. Из рис. 
41 видно, что добавление ГК после облучения системы в дозе 50 крад 
приводит к восстановлению синтеза 
а-амилазы. Причем, чем больше 
поражен участок генома (рис. 41,7), 
тем интенсивнее восстанавливает­
ся синтез фермента. По-видимому, 
в этом случае происходит актива­
ция дублирующих участков генома, 
ответственных за синтез а-амилазы. 
Аналогичные данные получены и 
другими исследователями в опытах

зы выражена в относительных едини- с ВОССТЭНОВЛеНИеМ СИНТеЗЭ а-ЭМИ- 
цах оптической плотности стандартно­
го раствора крахмала. ЛЗЗЫ, ПОДЗВЛеННОГО реНТГеНОВСКИМ

[1,20] и гамма-облучением [1].
Характер кривых, представленных на рис. 41, свидетельствует 
о том, что ГК эффективна только при введении в систему через 
3 ч после момента облучения. Возможно, за этот период происхо­
дят репарационные процессы в системе синтеза фермента. Кроме 
того, не исключено, что ГК является эффектором не только в си­
стеме синтеза а-амилазы, но и в системе репарационных ферментов. 
В первые часы после облучения и введения ГК наблюдается неболь­
шой пик, который характеризует увеличение поражения синтеза 
фермента, что, по-видимому, можно объяснить реализацией скры­
тых потенциальных повреждений в клетке.

Подводя итоги, следует подчеркнуть, что в связи с достигнутыми 
успехами в области изучения участия системы регуляции в меха­
низме морфогенеза возможно использование геномзависимых реакций 
для доказательства зависимости радиочувствительности растительно­
го организма при различном функциональном состоянии генома. В 
пользу этого представления в настоящее время можно привести не 
только сведения о разнообразии, специфичности и генотипической 
обусловленности реакций растительного организма на действие ра­
диации и об изменении радиочувствительности при различном функ­
циональном состоянии генома, но и первые данные о количествен­
ном повреждении генома высших растений. Результаты проведен­
ных исследований свидетельствуют о возможности поиска нового 
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метода, снижающего радиационное поражение растительного ор­
ганизма в пред- и пострадиационный период путем регуляции ак­
тивности генома физическими и химическими факторами.
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ГЛАВА V

РОЛЬ АСИНХРОННОСТИ КЛЕТОЧНЫХ ДЕЛЕНИЙ
И ГЕТЕРОГЕННОСТИ МЕРИСТЕМЫ
В РАДИОУСТОЙЧИВОСТИ РАСТЕНИЙ

Радиоустойчивость высших цветковых растений определяется ус­
тойчивостью к радиации активно делящихся клеток образователь­
ных тканей — меристем. Одним из основных компонентов системы 
радиоустойчивости является способность к пострадиационному вос­
становлению, оцениваемая по степени нормализации функций кле­
ток, поврежденных радиацией. Для многоклеточной системы, 
какую представляет собой меристема высшего растения, можно вы­
делить два основных пути пострадиационного восстановления: по- 
клеточную репарацию, обусловленную непосредственным восста­
новлением молекул ДНК и приводящую к ликвидации сублеталь­
ных повреждений, и репопуляцию, при которой восстановление про­
исходит за счет перераспределения функций отдельных клеток и 
тканей и размножения клеток, сохранивших способность к делению. 
Роль каждого из этих путей в восстановлении меристемы изучена 
недостаточно хорошо, несмотря на то, что доля нарушений, возни­
кающих при действии радиации, существенно зависит от того, по 
какому механизму осуществляется пострадиационное восстановле­
ние. Так, генетическое повреждение при репопуляции будет мень­
ше, чем при репарации, так как при этом типе восстановления нор­
мализация функций меристемы осуществляется преимущественно 
за счет неповрежденных либо слабоповрежденных клеток.

Возможность репарационного восстановления четко показана 
в основном для одноклеточных организмов (в том числе раститель­
ного происхождения) и для культуры клеток. О репаративном вос­
становлении клеток образовательных тканей растений получено 
меньше прямых экспериментальных доказательств. И хотя в общем 
восстановлении меристемы репарация, по-видимому, играет опре­
деленную роль, временные характеристики процессов пострадиа­
ционного восстановления, полученные нами в опытах по изучению 
кинетики размножения клеток в растущей части корня при облу­
чении [7], свидетельствуют о том, что основным путем является ре­
популяция: если для поклеточного восстановления необходим период 
времени, измеряемый несколькими часами, то для восстановления
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нормальной способности к делению клеток меристемы требуется 
несколько суток, т. е. несколько циклов деления.

В настоящей главе рассматриваются основные факторы, обуслов­
ливающие процессы репопуляционного восстановления в меристе­
матических тканях высших растений.

АСИНХРОННОСТЬ ДЕЛЕНИЙ КЛЕТОК МЕРИСТЕМ 
И ИХ СИНХРОНИЗАЦИЯ

Для осуществления в меристематической ткани восстановительных 
процессов по типу репопуляции меристема должна быть гетеро­
генной в отношении индивидуальной радиоустойчивости клеток. 
Такая гетерогенность, в первую очередь, обусловливается асин­
хронностью клеточных делений меристемы, следствием которой 
является наличие клеток на различных фазах митотического цикла 
в активно делящейся популяции.

Рис. 42. Наступление и прохождение фазы синтеза ДНК (/) и ми­
тоза (2) в меристеме корней проростков гороха в норме (а) и при 
предварительной инкубации при 4° (б).

Синхронный тип деления неизвестен для популяций образова­
тельных клеток высших растений. При искусственном либо естест­
венном образовании блока в какой-либо фазе цикла и накоплении 
клеток в этой фазе в результате последующих делений всегда про­
исходит полная десинхронизация.

Так, известно, что в меристемах зародышей покоящихся семян 
до 90—96% клеток могут находиться в пресинтетической фазе 
(Gj). При набухании и прорастании семян эти клетки начинают 
готовиться к делению, последовательно проходя фазу синтеза ДНК 
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(S), постсинтетическую фазу (G2) и вступая в митоз. Однако, не­
смотря на то что период между началом прорастания семян и по­
явлением первых митозов занимает менее, чем один митотический 
цикл, в наших опытах с горохом в первую S-фазу одновременно 
вступало не более 70%, а в митоз — около 10—12% клеток, что пре­
вышало уровень в последующих циклах соответственно не более 
чем на 20 и 2—4% (рис. 42, а).

По нашему мнению, основной причиной этого является, с одной 
стороны, неодновременное начало пролиферации клеток зародыша 
при набухании и прорастании семян и, с другой — распределение 
в зародыше клеток по различным периодам Gj-фазы. Последнее 
вполне допустимо,так как наряду с О1-клетками в популяции кле­
ток зародыша семян гороха мы обнаруживали до 10% клеток, на­
ходящихся в S- и G2- фазах. Исследованиями В. Г. Грифа [2], а так­
же Н. Д. Тарасенко и Г. С. Манкевича [9] было показано, что для 
прохождения клетками отдельных фаз митотического цикла требу­
ется различный уровень минимальных температур. Чтобы вызвать 
образование блока на начальных стадиях прорастания, мы намачи­
вали сухие семена в течение 48 ч при 4°. При этой температуре 
семена полностью набухали, но не прорастали даже при более дли­
тельных экспозициях. После такой инкубации семена помещали в 
обычные условия прорастания при 22° и наблюдали одновременное 
вступление в S-фазу 90% клеток и в митоз —до 30% (рис. 42, б). 
Однако к концу второго цикла деления признаки частичной син­
хронности делений полностью исчезали.

Быстро наступает десинхронизация и у синхронизированных 
клеток меристем 2—5-суточных проростков, что подтверждают ре­
зультаты наших опытов по изучению скорости десинхронизации 
клеток меристемы корня гороха, синхронизированных путем выдер­
живания в течение 24 ч на среде, содержащей 5-аминоурацил (0,07%) 
либо оксимочевину (0,03%). Указанные концентрации препаратов 
были минимальными из тех, которые индуцировали образование 
блока, но не вызывали необратимого прекращения митозов и рос­
та корней; экспозиция заведомо превышала длительность митоти­
ческого цикла. Митотическая активность в проростках в момент их 
извлечения из синхронизаторов практически равнялась нулю 
(рис. 43). После отмывки и помещения в чистый питательный рас­
твор уже через несколько часов в меристеме начинали появляться 
первые митозы. Спустя 12 ч при использовании оксимочевины и 
14 ч при использовании 5-аминоурацила количество митозов до­
стигало максимума — соответственно 46 и 26%.

При использовании обоих синхронизаторов через 16 ч после 
первого максимума наступал второй, в котором митотический ин­
декс был значительно ниже и составлял для оксимочевины 22% и 
для 5-аминоуралица— 18%. Через следующие 16—18 ч некоторое 
увеличение митотической активности по сравнению с асинхронно 
делящейся меристемой наблюдали только при использовании окси­
мочевины. Таким образом, полученные кривые с затухающими пика­
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ми частично синхронизированных митозов, расстояние между кото­
рыми соответствует продолжительности митотического цикла, по­
казывают, что через 2—3 цикла деления в меристеме наступает 
полная десинхронизация.

Основной причиной десинхронизации искусственно и естествен­
но синхронизированных популяций клеток является, вероятно, 
различная длительность митотического цикла отдельных клеток. 
Вследствие такой гетерогенности, характерной для клеток меристем

Рис. 43. Синхронизация и десиихронизация клеточных делений в 
меристеме корней проростков гороха после воздействия 5-амино- 
урацила (/) и оксимочевины (2).

высших растений, даже при создании четкого блока в определенной 
фазе уже первый митотический цикл клетки заканчивают в различ­
ное время. С каждым последующим циклом деления эта разни­
ца возрастает, в результате чего и наступает полная десинхрони­
зация.Асинхронность клеточных делений и «стремление» синхронизи­
рованной популяции к десинхронизации следует рассматривать, 
по-видимому, как эволюционно сложившийся механизм, направлен­
ный на расширение экологических условий жизнеобитания расте­
ний и повышение устойчивости образовательных тканей к экстре­
мальным воздействиям. Такая устойчивость является результатом 
различной резистентности к повреждающим факторам, в том числе 
и ионизирующей радиации, клеток, находящихся в различных фа­
зах митотического цикла.

РАДИОУСТОЙЧИВОСТЬ ФАЗ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА

В решении проблемы радиоустойчивости отдельных фаз клеточного 
или митотического цикла можно выделить два подхода: 1) изучение 
действия радиации на продолжительность отдельных фаз и 2) не­
посредственное изучение радиоустойчивости клеток, находящихся в 
определенных фазах. В опытах с конскими бобами и горохом нами 
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было показано [8], что с увеличением дозы радиации длительность 
митотического цикла возрастает. Но вклад отдельных фаз в уве­
личение его общей продолжительности неодинаков. Так, при облу­
чении проростков этих культур в полулегальных дозах и увеличе­
нии длительности митотического цикла в 1,3'—1,4 раза продолжи­
тельность S- и О2-фаз возрастала всего в 1,1-—1,2 раза; несколько 
в большей степени увеличивалась продолжительность митоза. Но 
зато длительность 02-фазы возрастала в 1,5—1,7 раза. Эти данные 
свидетельствуют о различной реакции асинхронно делящихся кле­
ток меристемы на облучение. Тем не менее они не могут дать пра­
вильный ответ на вопрос о радиоустойчивости той или иной фазы 
цикла. Ибо причин увеличения продолжительности фаз может быть 
несколько.

1. Не исключено, что увеличение продолжительности фазы 
действительно обусловлено высокой степенью ее повреждаемости. 
Например, низкая радиоустойчивость клеток, находящихся в 
конце Gj-фазы, в период, когда происходит синтез ферментов, обес­
печивающих репликацию, и возрастает матричная активность ДНК, 
может приводить к задержке вступления клеток в S-фазу, т. е. к 
увеличению продолжительности Gj-фазы.

2. Увеличение продолжительности фазы может быть следствием 
повреждения клеток в какой-либо предшествующей фазе. Так, Ким 
и Ивенс [18] считают, что причиной увеличения длительности Gj- 
фазы при облучении является повреждение клеток в О2-фазе.

3. Наконец, увеличение продолжительности фаз может проис­
ходить с целью задержки вступления клеток в последующий, более 
ответственный, этап цикла. Например, удлинение 02-фазы с этой 
точки зрения можно трактовать «стремлением» клетки восстановить 
поврежденные радиацией элементы структуры матричной ДНК пе­
ред вступлением в S-фазу. Нами было показано, что выдержива­
ние у-облученных проростков в актиномицине Д, индуцирующем 
блоки в Gj- и О2-фазах и препятствующем вступлению клеток в 
наиболее ответственные этапы клеточного цикла — синтез ДНК и 
митоз, обусловливало увеличение степени восстановления [3].

В связи с этим мы предприняли попытку определить непосред­
ственно радиоустойчивость клеток, находящихся в различных фа­
зах митотического цикла, в меристеме корней проростков, синхро­
низированных оксимочевиной. Облучение проростков в данном 
случае проводили через различные промежутки времени после из­
влечения из синхронизатора, т. е. во время прохождения определен­
ной фазы цикла. На рис. 44 приведены кривые выживаемости про­
ростков гороха и кукурузы при облучении в полулегальной дозе 
(800 рад для гороха и 2000 рад для кукурузы) в различные фазы, 
а в табл. 26 значения ЛД»о/хо для некоторых фаз.

Из приведенных данных видно, что несмотря на различия в 
длительности митотического цикла (16—17 ч у гороха и 12—13 ч 
у кукурузы), а также на различный вклад отдельных фаз в цикл, 
можно выделить несколько общих периодов, характеризующих 
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радиоустойчивость отдельных фаз. У обеих культур минимальной 
радиоустойчивостью обладали клетки, находящиеся в О2-фазе и 
митозе. Но у кукурузы, имеющей 5,5-часовую по сравнению с 
2-часовой у гороха 02-фазу, высокая чувствительность к радиации 
была отмечена лишь для конца фазы. Высокой радиоустойчивостью 
клетки меристем обоих растений характеризовались также в конце

Время после извлечения из оксимочевины,ч

Рис. 44. Зависимость выживаемости проростков гороха (а) и кукурузы (б) от 
времени извлечения из оксимочевины.

Gj-фазы. Наиболее высокой радиоустойчивостью отличались клет­
ки, находящиеся в S-фазе и начале Gj-фазы. Но у гороха наиболее 
высокой устойчивостью характеризовались клетки в начале Gr 
фазы, а у кукурузы — в S-фазе.

Таблица 26
ЛД50/10 для проростков гороха и кукурузы при облучении в различные фазы 
митотического цикла

Фаза митотиче­
ского цикла

Горох Кукуруза

время после 
извлечения из

оксимочевины, ч
•ВДбо/ю- оад

время после 
извлечения из 

оксимочевины, ч
•ВДбо/ю- Рад

S 7 840 ± 30 2 2960 ± 1Юg2-m 11 630 ± 20 10 1350 ± 90
Ранняя Gj 14 1550 ± 70 И 2100 + 80
Поздняя G2 18 660 ± 20 13 1640 ±50

Таким образом, радиоустойчивость клеток, находящихся на 
различных фазах митотического цикла, различается в 2,2—2,5 ра­
за. Это означает, что при репродуктивной гибели в результате 
облучения части клеток другая часть, находящаяся в радиоустой- 
чивых периодах цикла, сохраняет способность к делению и обеспе­
чивает процесс восстановления клеточной популяции за счет ре­
популяции.
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ДЕЙСТВИЕ РАДИОПРОТЕКТОРОВ
ПРИ ИХ ВВЕДЕНИИ И ОБЛУЧЕНИИ КЛЕТОК 
В РАЗЛИЧНЫЕ ФАЗЫ МИТОТИЧЕСКОГО ЦИКЛА

Для того чтобы дать достаточно полный анализ причин столь широ­
кого варьирования радиоустойчивости клеток, необходимо четко 
представлять, что происходит в клетке на различных этапах митоти­
ческого цикла и знать чувствительность к радиации этих процес­
сов. Однако, как справедливо отмечает И. А. Алов [1], мы еще не 
располагаем достаточным количеством фактического материала для 
того, чтобы охарактеризовать состояние клетки и описать все те 
процессы, которые происходят в ней на протяжении цикла. Еще 
более скудны сведения об их радиочувствительности. Тем не менее 
очевидно, что отдельные периоды митотического цикла качествен­
но различны и характеризуются различным уровнем метаболиче­
ской активности. Поэтому следует ожидать, что действие экзоген­
ных, вводимых в различные фазы митотического цикла, химиче­
ских веществ, будет проявляться по-разному. По всей вероятности, 
от фазы митотического цикла должна зависеть и эффективность за­
щитного действия химических радиопротекторов.

При изучении этого вопроса в наших опытах в качестве радио- 
защитных веществ были использованы соединения, обладающие 
четким радиопротекторным действием в опытах с растениями, но 
различающиеся по своей химической природе и механизмам дейст­
вия: аминоэтилизотиуроний (АЭТ), |3-меркаптоэтиламин (МЭА), 
аденозинтрифосфорная кислота (АТФ) и гидролизат ДНК. Кон­
центрации, при которых радиозащитный эффект проявлялся в 
максимальной степени, подобранные в предварительных опытах с 
асинхронно делящимися проростками гороха, составили: АЭТ — 
5 • 10“4М, МЭА — 10-3М, АТФ — 10-4М и гидролизат ДНК — 
2 • 10—4%. Проростки гороха через различные промежутки време­
ни после экспозиции в оксимочевине и отмывки помещали на один 

Таблица 27
Защитное действие радиопротекторов 
при у-облучении асинхронно 
делящихся проростков гороха

Таблица 28
Выживаемость проростков гороха в 
зависимости от времени облучения 
после извлечения из оксимочевипы

не

Радиопротектор Выживаемость, 
%

Коэффициент 
защиты

Вода 48,4 ± 2,3
АЭТ 92,3 ± 4,7 1,91
МЭА 88,4 ± 3,9 1,83
АТФ 74,6 ± 3,7 1,54

Гидролизат 
ДНК 65,8 ± 4,1 1,36

Время после 
извлечения 
из оксимоче­

вины, ч
Фаза цикла Выживаемость, 

%

0 Gx/S 21,1 ± 2,2
3 Ранняя 32,8 ± 1,6
7 Поздняя 40,2 ± 2,4

10 G., 20,7 ± 1,0
12 Митоз 23,0 ± 1,7
14 Ранняя G, 78,9 ± 2,1
71 Поздняя G, 24,3 ± 1,8



час в раствор радиопротектора и облучали в дозе 800 рад. Степень 
лучевого поражения оценивали по выживаемости проростков, а 
степень защиты выражали в виде коэффициента защиты, пред­
ставляющего собой отношение выживаемости в варианте с защитой 
и в контроле.

В условиях асинхронной культуры наиболее выраженным за­
щитным действием обладали аминотиолы — АЭТ и МЭА и наи­
меньшим — гидролизат ДНК (табл. 27). Радиоустойчивость син­
хронизированных проростков 
была наиболее высокой при об­
лучении в ранней О1-фазе и на­
именьшей — в поздней С1-фазе, 
О2-фазе и митозе (табл. 28). За­
щитный эффект радиопротекто­
ров при введении в различные 
фазы митотического цикла, как 
и ожидалось, был неодинаковым 
(рис. 45). Действие обоих ами­
нотиолов, как и в асинхронной 
культуре, проявлялось пример­
но в равной степени и было наи­
более высоким при облучении в 
конце Gr и S-фазе. Данные 
табл. 28 и рис. 44 а свидетель­
ствуют о том, что период интер­
фазы, предшествующий началу 
синтеза ДНК, характеризуется 
весьма низкой радиоустойчи­
востью. Имеются сведения о том, 
что этот период митотического цикла вообще является самым чувствительным к изменениям ус­
ловий среды [12, 16]. По-видимому, это объясняется тем, что 
в этот период в клетке происходит подготовка к синтезу ДНК— 
высокочувствительный биохимический процесс, требующий оп­
ределенной хронологической последовательности и координации 
различных ферментных систем. Согласно же гипотезе биохими­
ческого шока, или, как еще ее называют, метаболической за­
щиты [10], радиопротекторное действие тиоловых соединений со­
стоит именно в ингибировании отдельных звеньев метаболизма и, 
в первую очередь, систем, связанных с синтезом ДНК. Вероятно, 
поэтому введение АЭТ и МЭА в предшествующий синтезу ДНК пе­
риод митотического цикла и собственно в фазу синтеза ДНК весьма 
эффективно.Защитное действие АТФ в наибольшей степени проявлялось при 
введении и облучении в С2-фазу. Данные некоторых исследовате­
лей показывают, что именно в эту фазу цикла происходит напол­
нение «энергетического резервуара» клетки [15, 19]. И хотя вопрос 
о природе макроэргических соединений, обеспечивающих энергией 

время после извлечения из 
оксимочевины,ч

Рис. 45. Защитное действе радиопро­
текторов в зависимости от времени вве­
дения и облучения проростков гороха 
после извлечения из оксимочевины: 
/ — АЭТ. 2 — МЭА, 3 — АТФ, 4— гидро- 
лизат ДНК- Заштрихованные участки — 
время введения протекторов, стрелки — 
время облучения.
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митотический цикл и собственно митоз, остается еще недостаточно 
выясненным, считается, что в большинстве случаев энергия накап­
ливается в виде АТФ. По-видимому, с этим обстоятельством и свя­
зана высокая защитная эффективность экзогенной АТФ при вве­
дении в эту фазу цикла.

Защитное действие гидролизата ДНК проявлялось при облу­
чении в Gr и S-фазе и не отмечалось после окончания синтеза ДНК. 
По всей вероятности, защитное действие экзогенной ДНК состоит 
в поставке материала для обеспечения синтеза эндогенной ДНК 
и эффективно лишь при введении и облучении непосредственно в 
S-фазу и предшествующий ей период. Следует отметить, что при 
введении ДНК в конце S-фазы степень защиты резко снижалась, 
что также свидетельствует в пользу высказываемого предполо­
жения .

В наименьшей степени защитное действие всех использованных 
радиопротекторов проявлялось при введении и облучении в фазу 
митоза и в раннюю О1-фазу. Как известно, митоз сравнительно 
меньше зависит от условий снабжения клетки, чем остальные фазы, 
и, начавшись, может идти практически при полном блокировании 
окислительного фосфорилирования, дыхания, притока углеводов 
и других систем [19]. Вероятно поэтому и экзогенное введение 
специфических синтетических радиопротекторов и неспецифиче­
ских защитных веществ различной химической природы сравнитель­
но Слабо влияет на изменение его радиоустойчивости.

Ранняя Gj-фаза характеризуется, как уже упоминалось, самой 
высокой радиоустойчивостью, что, возможно, является следствием 
пониженной метаболической активности процессов, характерных 
для этого периода интерфазы, называемого некоторыми исследова­
телями истинной интерфазой. Именно в этой фазе цикла находится 
большинство клеток зародышей покоящихся семян, клетки «центра 
покоя» меристемы корня, отличающиеся весьма высокой радио­
устойчивостью. Низкой метаболической активностью тканей этого 
типа обычно объясняют почти полное отсутствие в них процессов 
восстановления при облучении [5]. Возможно, с этим связано и 
отсутствие защиты при облучении и введении протекторов в раннюю 
Gj-фазу.

Таким образом, радиопротекторы по-разному влияют на сте­
пень повышения радиоустойчивости клеток меристемы, находящих­
ся в различных фазах митотического цикла. Но, несомненно, все 
противолучевые вещества обеспечивают увеличение в популяции 
фракции радиоустойчивых клеток, обусловливая тем самым повы­
шение устойчивости всей меристемы к повреждающему действию 
радиации.



МОДИФИКАЦИЯ РАДИОУСТОЙЧИВОСТИ МЕРИСТЕМЫ 
ПУТЕМ ИЗМЕНЕНИЯ ВРЕМЕННЫХ ПАРАМЕТРОВ 
КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА

Если допустить, что радиоустойчивость асинхронно делящейся ме­
ристемы определяется соотношением клеток, находящихся в ра- 
диоустойчивых и радиочувствительных фазах митотического цикла, 
то, изменяя это соотношение, можно направленно изменять радио­
устойчивость меристемы, а следовательно, и всего растения. Выше 
мы рассмотрели возможность изменения такого соотношения путем 
повышения поклеточной радиоустойчивости с помощью радио­
протекторов. Но возможен и другой подход для модификации ра­
диоустойчивости меристемы. Так, влияя на продолжительность от­
дельных фаз митотического цикла с помощью различных физических 
либо химических воздействий, можно изменять количество клеток, 
находящихся в отдельных фазах цикла, и следовательно, обладаю­
щих различной радиоустойчивостью. Такими свойствами могут об­
ладать различные физиологически активные соединения, ускоряю­
щие или замедляющие рост растений, температура, ингибиторы от­
дельных звеньев метаболизма и т. п.

В своих исследованиях, в первую очередь, мы стремились ис­
пользовать для этих целей воздействия, механизмы действия кото­
рых на рост связаны с изменением скорости деления клеток. Из фи­
зиологически активных соединений мы испытывали активатор рос­
та растений кинетин (6-фурфуриламинопурин) и ингибитор роста 
абсцизовую кислоту (±абсцизин II). Двухсуточные проростки го­
роха помещали в жидкий питательный раствор, содержащий кине­
тин в концентрации 5 ■ 10-6 М либо абсцизовую кислоту в кон­
центрации 2 • 10~5 М. Подбирали такую концентрацию кинетина, 
которая в максимальной степени (в 1,3—1,4 раза) стимулировала 
бы среднесуточный прирост корней в течение первых трех суток 
выращивания проростков, а абсцизовой кислоты — напротив, та­
кой, которая примерно в той же степени ингибировала бы его.

Таблица 29
Изменение продолжительности митотического цикла (Т) и отдельных его фаз в 
клетках меристемы проростков гороха при выращивании их на среде с кинети­
ном и абсцизовой кислотой *

* Определения проведены спустя 24 ч после помещения проростков на среду с ростовы­
ми веществами.

Вариант 
опыта

Количество 
клеток в фазе 

митоза, %

Пролифера­
тивный пул, 

%

Длительность фаз, ч

Т, я
Gx S G, м

Контроль 8,62 ± 0,57 98,59 ± 0,44 6,5 7,0 2,0 1,5 17,0
Кинетин 13,58 ± 3,26 98,79 ± 0,53 2,9 5,5 2,0 1,6 12,0
Абсцизовая 
кислота 4,48 ± 0,86 79,50 ± 6,84 18,8 7,8 5,0 1,9 33,5
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Данные опытов, приведенные в табл. 29, показывают, что при 
выращивании проростков на среде с кинетином митотический цикл 
уменьшается с 17 до 12 ч, а на среде с абсцизовой кислотой увели­
чивается до 33,5 ч. Продолжительность фазы синтеза ДНК и мито­
за при этом изменялась весьма незначительно, практически в 
пределах точности метода (ошибка при определении длительности 
отдельных фаз составляла до 10%), хотя митотическая активность 
изменялась в весьма широких пределах: возрастала с 8,62 до 13,58% 
при действии кинетина и снижалась до 4,48% в абсцизовой кислоте. 
В основном изменения длительности цикла происходили за счет 
Gj-фазы, продолжительность которой сокращалась более чем в 
2 раза при действии кинетина и увеличивалась почти в 3 раза в 
абсцизовой кислоте. В варианте с абсцизовой кислотой также про­
исходило увеличение продолжительности О2-фазы в 2,5 раза, хотя 
абсолютный вклад этой фазы в общее увеличение продолжитель­
ности цикла был не так уж велик.

Величина пролиферативного пула не изменялась при выращи­
вании проростков на среде с кинетином, но снижалась с 98,5 до 
79,5% при действии абсцизовой кислоты. По-видимому, под влия­
нием последней часть клеток меристемы либо вообще теряет спо­
собность к делению, либо их митотический цикл удлиняется в 
большей степени, чем у остальных клеток.

В результате избирательного изменения продолжительности раз­
личных фаз митотического цикла происходило изменение относи­
тельного количества клеток, находящийся в этих фазах. Так, доля 
митотических клеток, отличающихся довольно низкой радиоустой­
чивостью, в меристеме корней проростков контроля составляла 
9%, увеличивалась до 13% под влиянием кинетина и снижалась 
до 5,5% при действии абсцизовой кислоты. Доля клеток, находя­
щихся в S-фазе, начало и конец которой характеризуются высокой 
радиочувствительностью, а середина довольно устойчива, увеличи­
валась с 41 до 46% при выращивании проростков в кинетине и 
снижалась до 23% в абсцизовой кислоте. Доля О2-фазных клеток 
под влиянием фитогормонов изменялась весьма незначительно.

В наибольшей степени изменялось количество клеток, находя­
щихся в О1-фазе, начало которой отличается наиболее высокой, 
а конец — наиболее низкой радиоустойчивостью. Под влиянием 
кинетина количество клеток, находящихся в этой фазе, уменьша­
лось с 38 до 24%, а под влиянием абсцизовой кислоты возрастало до 
56%. Однако не ясно, продолжительность какого периода Gx- 
фазы, т. е. доля каких клеток — радиоустойчивых или радио­
чувствительных — изменяется под влиянием фитогормонов. Чтобы 
ответить на этот вопрос, мы провели специальные исследования, 
в которых изучали радиоустойчивость отдельных фаз митотическо­
го цикла в проростках, выращиваемых на среде с кинетином и 
абсцизовой кислотой и синхронизированных оксимочевиной. Опы­
там предшествовало определение полулегальных доз для проростков, 
выращиваемых на чистой питательной среде, а также на средах с 
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ростовыми веществами, значения которых приведены в табл. 30. 
Данные дозы были использованы для облучения проростков в раз­
личные периоды после снятия блока. Результаты этих опытов приве­
дены на рис. 46, из которого видно, что при некоторой общности ха­
рактера кривых изменения радиоустойчивости фаз в течение цикла 
есть и существенные различия, характерные, в первую очередь, для 
Gı-фазы. В контроле около половины этой фазы (примерно 3 ч)
составляет радиоустойчивая часть 
(выживаемость проростков вы­
ше 50%). Это означает, что около 
18% клеток популяции находятся 
в этом периоде О1-фазы. Под вли­

Таблица 30

Значения ЛД50/10 для проростков 
гороха, выращиваемых на среде с 
кинетином и абсцизовой кислотой

Вариант опыта лДбо/1о- Рад ФИД

Контроль 1140 ± 60 —-
Кинетин 820 ± 40 0,72
Абсцизовая
кислота 1630 ± 65 1,43

янием кинетина продолжительность 
радиоустойчивого периода О1-фа- 
зы резко сокращается, обуслов­
ливая уменьшение длительности 
фазы более чем в два раза. По- 
видимому, это связано с непо­
средственным переходом клеток 
после завершения очередного ми­
тоза к подготовке синтеза ДНК-
При действии же абсцизовой кислоты продолжительность радио­
устойчивого периода О1-фазы возрастает до 14 ч, составляя почти 
42% длительности всего цикла. Количество клеток, находящихся 
в этом периоде, по сравнению с контролем увеличивалось в 2,3 раза.

Кроме того, как уже упоминалось, под влиянием абсцизовой 
кислоты на ’/5 уменьшалась величина пролиферативного пула. 
Если такое уменьшение обусловлено увеличением длительности мито­
тического цикла у части клеток выше среднего, то это также оз­
начает увеличение доли клеток, находящихся в радиоустойчивом; 
периоде Gx-фазы. Если же оно связано с обратимой потерей способ­
ности к делению у части клеток (уход в состояние покоя), то это 
также свидетельствует об увеличении фракции радиоустойчивых 
клеток.

Таким образом, выращивание проростков на среде с кинетином, 
способствовало уменьшению, а выращивание на среде с абсцизовой 
кислотой — увеличению соотношения клеток, находящихся в ра­
диоустойчивых и радиочувствительных фазах митотического цик­
ла. Если действительно изменение радиоустойчивости меристемы 
является следствием изменения в составе клеточной популяции по 
такому пути, то модифицирующий эффект фитогормонов должен 
зависеть от времени их воздействия. В самом деле, как свидетель­
ствуют кривые, приведенные на рис. 47, при кратковременных экс­
позициях проростков на растворах кинетина и абсцизовой кислоты 
(до 3 ч) радиоустойчивость их практически не изменялась. Однако 
уже при 6-часовой экспозиции выживаемость проростков под влия­
нием кинетина уменьшалась до 45%, а при 15-часовой —до 17% и 
оставалась на этом уровне при более длительных экспозициях. Вы-
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держивание проростков на среде с абсцизовой кислотой более 6 ч, 
напротив, оказывало защитное действие: при 9-часовой экспозиции 
выживаемость возрастала до 60%, а при 18—35-часовых достигала 
максимального уровня — 85 %. 1

Как отмечалось в предыдущем разделе, значительная степень
радиозащитного действия истинных химических радиопротекто- 

s агм s, s егм e, s Ров> механизм действия которых

Рис. 46. Радиоустойчивость фаз мито­
тического цикла клеток меристемы 
корней проростков гороха, выращивае­
мых в чистой питательной среде (а), а 
также на среде с кинетином (б) и аб­
сцизовой кислотой (в).

Рис. 47. Влияние экспозиции пророст­
ков гороха на среде с кинетином. (/) и 
абсцизовой кислотой (2) на их вы­
живаемость при облучении в дозе 
1140 рад.

радиоустойчивости, в опытах с горохом достигалась уже при одно­
часовой экспозиции. Примерно при таких же экспозициях проявля­
ется максимальная эффективность радиосенсибилизаторов [4]. 
В данных же опытах максимальная степень модифицирующего дейст­
вия достигалась при 15—20-часовых периодах выдерживания про­
ростков на среде с физиологически активными веществами, т. е. 
при экспозициях, соизмеримых с продолжительностью митотиче­
ского цикла. Если предположить, что действие кинетина связано со 
снятием блока, наступающего в клетках после завершения очеред­
ного митоза (об этом свидетельствует сокращение длительности Gx- 
фазы), то для осуществления этого процесса необходимо, чтобы 
все клетки меристемы прошли через эту фазу, что займет время, 
равное длительности цикла. Напротив, если действие абсцизовой 
кислоты связывать с индуцированием блоков в Gx- и G2-фазах 
(длительность их увеличивалась в 2,5—2,9 раза), то для осуществле­
ния этого необходим период времени, больший длительности мито­
тического цикла в норме, но меньшей, чем его длительность при 
действии абсцизовой кислоты.
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Таким образом, действие данных фитогормональных препаратов, 
модифицирующее радиоустойчивость проростков, по всей вероят­
ности, обусловлено изменениями, происходящими на уровне по­
пуляции клеток меристемы, хотя данный механизм и не исключает 
возможности их влияния на индивидуальную радиоустойчивость 
отдельных клеток.

Таблица 31.
Влияние температуры выращивания на продолжительность митотического цикла 
(Т) и отдельных его фаз в клетках меристемы корней проростков гороха

Те
мп

ер
а­

ту
ра

* °C Количество кле­
ток в фазе мито- 

за, %
Пролиферативный 

пул, %

Длительность фаз, ч

Т, ч
Gt S G, М

11 8,44±0,43 97,17± 1,56 23,1 10,6 6,0 4,0 43,7
16 8,46 ±0,52 97,70 ±0,94 10,3 8,5 4,4 2,2 25,4
22 7,78 ±0,50 98,09 ±1,22 5,5 7,3 2,3 1,3 16,4
.27 8,67 ±0,35 93,41 ±2,14 4,0 6,7 2,0 1,3 14,0
33 8,60 ±0,52 64,99 ±3,87 1,3 5,0 1,5 1,2 9,0

По-разному влияет на длительность фаз митотического цикла, 
а следовательно, и на соотношение клеток, находящихся в различных 
фазах, температура выращивания проростков. Данные, представ­
ленные в табл. 31, показывают, что при снижении температуры с 
22° (оптимальная) до 1Г длительность цикла возрастала более чем 
в 2,5 раза. При этом длительность S-фазы увеличивалась в 1,5, 
Gg-фазы — в 2,5, митоза —■ в 3, О^фазы — в 4 раза. При повыше­
нии температуры до 33° продолжительность цикла сокращалась в 
1,8 раза. Длительность О1-фазы при этом уменьшалась более чем в 
4 раза, в то время как остальных фаз — лишь в 1,1—1,5 раза.

Таким образом, при изменении температуры выращивания про­
исходит перераспределение доли клеток, находящихся в отдельных 
фазах. Так, если количество клеток, находящихся в Gi-фазе, при 
22° составляло 33,5%, то при 11° оно возросло до 53%, а при 33° 
уменьшилось до 14,5%; количество клеток, находящихся в S-фазе, 
при 22° составило около 45%, при 11°—25 и при 33°—61%. Но, как 
видим, и при изменениях температуры колебания длительности ми­
тотического цикла в основном происходят за счет увеличения или 
уменьшения продолжительности О1-фазы, обусловливая резкие 
изменения количества клеток, находящихся в этой фазе. Однако и в 
данном случае возникает вопрос о том, как изменяется при повы­
шении либо понижении температуры соотношение радиоустойчи- 
вого и радиочувствительного периодов этой фазы. Мы ответили 
на него с помощью следующих двух экспериментов.

В первом мы облучали прорастающие при 11, 22 и 33° семена го­
роха, синхронизированные предварительной инкубацией в течение 
48 ч при 5°, в различные периоды перед вступлением в S-фазу. Дан­
ные по изменению радиоустойчивости первой Gi-фазы, приведен­
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ные на рис. 48, показывают, что в первые часы после инкубации се­
мян на холоду ЛДи/10 составила около 8,5 крад. Через несколько 
часов после выращивания растений при 22° она резко уменьшалась 
и к 9—12 ч, т. е. к началу синхронного вступления клеток в фазу 
синтеза ДНК, составила около 3,5 крад. Примерно такая же сте-

Рис. 48. Изменение радиоустойчивости про­
растающих семян гороха при облучении в 
различные периоды выращивания после низ­
котемпературной инкубации:
/ — 11°, 2 — 22°, 3 — 33°. Стрелками указано 
время наступления S-фазы.

пень уменьшения радио­
устойчивости отмечалась на­
ми и при синхронизации 
делений оксимочевиной (см. 
табл. 26), когда ЛД*"/„ для 
начала О1-фазы составила 
1550, а для конца —660 рад. 
При 11 и 33° переход от ра- 
диоустойчивого к радиочув­
ствительному состоянию 
наблюдался практически в 
то же время. Это свидетель­
ствует о том, что продолжи­
тельность радиоустойчивого 
периода при всех изучаемых 
температурах была одина­
ковой. Но за счет увеличе­
ния продолжительности Gj- 
фазы при 11° и уменьшения 
ее при 33° соответственно 
возрастала или сокраща­
лась длительность ее радио­
чувствительного периода.

Во втором эксперименте проростки, выращиваемые при раз­
личных температурах, синхронизировали оксимочевиной, а затем 
облучали в разные периоды после извлечения из синхронизатора. 
Результаты опыта, приведенные на рис. 49, также свидетельствуют 
о том, что изменение длительности Сгфазы при изменении темпе­
ратуры выращивания происходит исключительно за счет ее радио­
чувствительного периода.

Таким образом, под влиянием низких температур увеличивает­
ся, а высоких — уменьшается доля клеток меристемы, находящихся 
в радиочувствительных G2-, в конце Gj-фазы и митозе, в то время 
как доля клеток, находящихся в радиоустойчивых S-фазе и началь­
ном периоде О1-фазы изменяется весьма незначительно. Поэтому 
следует ожидать, что при низких температурах радиоустойчивость 
должна снижаться, а при высоких — повышаться. При этом, 
если действие температур, как и в случае с фитогормонами, связано 
с изменением доли клеток, находящихся в радиоустойчивых и в 
радиочувствительных фазах цикла, кратковременные температур­
ные воздействия не должны отражаться на радиоустойчивости 
проростков. Действительно, выдерживание проростков, выращен­
ных при 22°, в течение 1—6 ч при 11° не влияло на их радиоустой­
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чивость. Но с увеличением времени инкубации радиоустойчивость 
снижалась и при 48-часовой достигала минимума, оставаясь на 
этом уровне и при более продолжительных экспозициях (рис. 50).

Следует отметить, что 48-часовая экспозиция соизмерима с 
продолжительностью митотического цикла при 11° (44 ч). По-ви- 
димому, в течение этого периода происходит постепенная пере­стройка популяции, состоящая в перераспределении доли клеток,

Рис. 49. Радиоустойчивость фаз митотического цикла клеток меристемы 
корней проростков гороха, выращиваемых при 22° (а), 33° (б) и 11° (в). 
Дозы облучения полулегальные — соответственно 855, 820 и 650 рад.

находящихся в отдельных фазах цикла. Через 44 ч она завершается. 
Именно поэтому более продолжительное выдерживание проростков 
при этой температуре уже не влияет на радиоустойчивость.

При повышении температуры выращивания мы не наблюдали 
ожидаемого увеличения радиоустойчивости. Кроме того, несмотря 
на то, что продолжительность 
митотического цикла существен­
но сокращалась, увеличения ско­
рости роста корней, как в слу­
чае с кинетином, не происходи­
ло. Напротив, она снижалась с 
13,6 при 22° до 12,2 и 8,8мм/сут- 
ки соответственно при 27 и 33°. 
Возможно, это связано с поте­
рей репродуктивной способности 
у части клеток, о чем свидетель­
ствует уменьшение величины 
пролиферативного пула.

Отсутствие повышения радио­
устойчивости при 33° может быть 
следствием того, что при перерас­
пределении доли отдельных фаз

Длительность температурного 
воздействия,ч

Рис. 50. Влияние длительности темпе­
ратурного воздействия на радиоустой­
чивость проростков гороха при 11° (/) 
и 33° (2).

в цикле может происходить компенсация в соотношении радио- 
устойчивых и радиочувствительных состояний клеток. Например, 
при увеличении доли клеток, находящихся в S-фазе, следовало бы 
ожидать повышения радиоустойчивости. Но при этой же температу­
ре, несмотря на некоторое уменьшение продолжительности радио­
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чувствительных О2-фазы и митоза, происходит относительное уве­
личение их длительности, а следовательно, увеличение доли клеток, 
находящихся в этих фазах.

При рассмотрении данных, изложенных в этом разделе, может 
возникнуть вопрос, почему при изменении длительности Gj-фазы 
под влиянием физиологически активных веществ и температуры со­
отношение между продолжительностью периода ее радиоустойчи­
вости и продолжительностью радиочувствительного периода изменя­
ется столь по-разному. Так, при действии абсцизовой кислоты уве­
личение длительности фазы происходит за счет радиоустойчивого 
периода, а при действии низких температур — за счет радиочув­
ствительного. Безусловно, это связано с различной природой 
воздействия данных факторов на Gj-фазу. Действие фитогормонов, 
как уже отмечалось, может обусловливать возникновение (снятие) 
блока в Gj-фазе, приводящее к увеличению (сокращению) радио­
устойчивого периода покоя. Температура на этот период не влияет, 
но низкие температуры могут замедлять, а высокие — ускорять ско­
рость биохимических процессов, связанных с подготовкой к синте­
зу ДНК и происходящих в радиочувствительном периоде Gj-фазы, 
обусловливая увеличение либо уменьшение его продолжитель­
ности.

Как видим, с помощью данных факторов, по-разному влияющих 
на продолжительность отдельных фаз митотического цикла и изме­
няющих соотношение в меристеме клеток, находящихся в радио- 
устойчивых и радиочувствительных периодах, можно эффективно 
изменять радиоустойчивость всего корня. Данный подход к моди­
фикации радиоустойчивости принципиально отличается от истин­
ной радиозащиты и радиосенсибилизации, так как предусматривй- 
ет не изменение радиоустойчивости отдельных клеток, а количест­
венное изменение фракции радиоустойчивых клеток, обеспечиваю­
щих восстановление по пути репопуляции.

ДЕЙСТВИЕ ОБЛУЧЕНИЯ НА ДЛИТЕЛЬНОСТЬ 
МИТОТИЧЕСКОГО ЦИКЛА И ОТДЕЛЬНЫХ ЕГО ФАЗ 
В РАЗЛИЧНЫХ ЗОНАХ МЕРИСТЕМЫ КОРНЯ.
КИНЕТИКА ЦЕНТРА ПОКОЯ

В литературе имеются сведения о том, что длительность митотиче­
ского цикла клеток в различных зонах меристемы корня неодина­
кова [11, 17]. Более того, по данным ряда исследователей, эти раз­
личия в продолжительности цикла обусловлены преимущественно 
изменениями длительности Ох-фазы. Естественно предположить по­
этому, что вероятность повреждения радиацией клеток в различных 
зонах меристемы неодинакова, и такая гетерогенность, несомненно, 
должна вносить определенные коррективы в механизм репопуля­
ции, обеспечивающей радиоустойчивость меристемы и ее постра­
диационное восстановление.
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Определение продолжительности митотического цикла в отдель­
ных зонах меристемы корня с помощью используемого обычно мето­
да Квастлера — Шермана связано с большими методическими труд­
ностями. Более того, кинетика размножения клеток в меристемах 
облученных проростков в различные часы пострадиационного перио­
да существенно различается [7], поэтому использование данного 
метода, требующее для определения длительности цикла периода 
времени, превышающего его длительность, может привести к суще­
ственным погрешностям. В связи с этим для определения длитель­
ности митотического цикла нами был использован метод, в основе 
которого лежит идея Торре и соавт. [20] о так называемом клеточ­
ном потоке. Величина клеточного потока (Q определяется как 
процент меристематических клеток, проходящих через определен­
ную точку митотического цикла в единицу времени. Продолжитель­
ность митотического цикла (Т) и величина клеточного потока об­
ратнопропорциональны и их связь может быть выражена простым 
соотношением Т = 100/С. Величину клеточного потока мы опреде­
ляли с помощью 3Н-тимидина путем применения двух перемежаю­
щихся импульсов. При этом проростки гороха через сутки пос­
ле облучения помещали на 0,5 ч в среду, содержащую изотоп 
(4 мккюри/мл). После отмывки от изотопа корни одной части пророст­
ков фиксировали, а вторую часть выдерживали 0,5 ч в чистой пи­
тательной среде, а затем вновь помещали на 0,5 ч в 3Н-тимидин. 
На радиоавтографах продольных медиальных срезов апексов кор­
ней подсчитывали процент меченых клеток. Разница между их ко­
личеством при сумме двух импульсов (N2) и первом импульсе (NJ 
дает искомую величину клеточного потока. Зная продолжительность 
митотического цикла, количество меченых клеток за один импульс, 
а также подсчитав количество клеток в митозе (Mi), рассчитывали 
продолжительность фазы синтеза ДНК (ts)

юо e’
где te — экспозиция проростков в 3Н-тимидине (0,5 ч) и митоза 
(tM)

. _ MfT .1м ~ 100
При расчете продолжительности цикла митоза и S-фазы вно­

сили поправку на величину пролиферативного пула (Р). Это имело 
особый смысл в вариантах с облучением, где значительная часть кле­
ток меристемы теряла способность к делению. Продолжитель­
ность О2-фазы определяли в отдельном опыте также при введении 
импульсной метки и оценивали ее как период времени, в течение 
которого в популяции отсутствовали меченые митозы. По разнице 
между длительностью всего цикла и суммарной продолжитель­
ностью S-, О2-фазы и митоза определяли длительность Gj-фазы. 
Подсчет меченых и делящихся клеток проводили на продольных
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Рис. 51. Схематическое 
изображение меристемы 
корня проростка гороха и 
зон, в которых проводи­
лось определение продол­
жительности митотическо­
го цикла и отдельных его 
фаз.

срезах корней по зонам шириной 250 мкм вдоль корня, а также от­
дельно в зоне коры и центрального цилиндра (рис. 51).

Результаты опыта, приведенные в табл. 32, свидетельствуют 
о том, что в варианте без облучения длительность митотического 
цикла была минимальной (12,7 ч) в зоне, соответствующей нахож­
дению клеток корневого чехлика и инициалей. В следующей от кон­
чика корня зоне, в которой находился центр покоя, составляющий 

не менее 1/5 этой зоны по количеству кле­
ток в нем, продолжительность цикла соста­
вила 17,9 ч. В последующих зонах она сни­
жалась до 15,4 чис продвижением по зонам 
к базальной части меристемы оставалась 
практически на этом же уровне вплоть 
до зон, непосредственно примыкающих к 
зоне растяжения, где вновь возрастала до 
18—21 ч. Характерно, что при таких коле­
баниях в длительности митотического цик­
ла в апикальной и базальной частях ме­
ристемы продолжительность митоза, S- и 
С2-фаз изменялась весьма незначительно, в 
то время как Gj-фазы колебалась от 3,4 до 
8,3 ч. Это соответствует упоминавшимся 
данным других исследователей.

Количество делящихся клеток в основ­
ной части меристемы также было постоян­
ным— 7,9—8,5%. Но оно увеличивалось 
до 8,8% в апикальной зоне и снижалось до 
7% в базальной. Величина пролифератив­
ного пула была максимальной (95—98%) в 
центральных зонах меристемы и уменьша­

лась до 88% в апикальной и базальной зонах. Обращает на себя 
внимание уменьшение размера пула до 82% в зоне нахождения 
центра покоя, что действительно свидетельствует о наличии фрак­
ции клеток с более продолжительным чем у других митотическим 
циклом.

При облучении продолжительность митотического цикла во 
всех зонах меристемы, за исключением зоны, в которой находился 
центр покоя, резко возрастала. В наибольшей степени это происхо­
дило в апикальной зоне, где она увеличивалась с 12,7 до 23,5 и 
31,3 ч соответственно при дозах 400 и 800 рад. В остальных зонах 
длительность цикла возрастала на 1,5—3 ч при 400 рад и на 3,5—■ 
5 ч при 800 рад. Характерно, что и в данном случае при весьма су­
щественных изменениях длительности цикла в клетках отдельных 
зон они в основном касались Сф-фазы, что согласуется с получен­
ными ранее данными о влиянии облучения на длительность отдель­
ных фаз в среднем по всей меристеме [8].

При облучении во всех зонах происходило уменьшение количе­
ства митотических клеток. В наибольшей степени — в апикальной,
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в наименьшей — в зоне с центром покоя. Более того, в послед­
ней она была наиболее высокой. При дозе 400 рад сглаживалось ха­
рактерное для зоны центра покоя снижение пролиферативной ак­
тивности и наблюдалось постепенное уменьшение этой величины с 
83 до 77% с продвижением от апикальной к базальной части мери­
стемы. При дозе 800 рад в зоне с центром покоя, напротив, отмеча­
лось резкое увеличение количества пролиферирующих клеток.

Таблица 33
Влияние v-облучения на продолжительность митотического цикла (Г) и 
отдельных его фаз в клетках коры и центрального цилиндра меристемы 
корня гороха

Зона корня л\, % % с, % Р. % Mi, % Т, ч

Без облу
Кора

е н и я
48,7 ±3,1 54,3 ±2,6 5,6 96,8 ±1,4 8,2 ±0,2 18,5

Централь­
ный цилиндр 49,8 ±2,5 56,4 ±3,2 6,2 95,4 ±2,4 8,0 ±0.2 16,9

Облучена
Кора

е в дозе
37,5 ±2,8

100 рад
42,9 ±3,0 5,4 85,5 ±2,2 6,2 ±0,2 21,7

Централь­
ный цилиндр 33,2 ±1,7 39,1 ±1,9 5,9 78,6 ±2,0 6,1 ±0,3 21,6

Облучени 
Кора

е в дозе ;
32,7 ±2,1

300 рад
38,1 ±2,3 5,4 79,5 ±3,2 5,0 ±0,3 23,3

Централь­
ный цилиндр 25,9 ±1,7 31,7±2,4 5,8 67,3 ±3,7 4,4 ±0,2 25,6

800 рад уменьшение продолжительности цикла и всех фаз в зоне 
центрального цилиндра было выражено более четко, чем в зоне 
коры.

гона корня
Длительность фаз, ч

При определении длитель­
ности цикла и отдельных его 
фаз в коре и центральном ци-

S М G. G,

Кора 8,8 1,6 3,0 5,1
Централь­
ный цилиндр 8,3 1,4 3,0 4,2

линдре (табл. 33) было отме­
чено лишь некоторое умень-

Кора 9,0 1,6 3,0 8,1 шение всех этих параметров
Централь­
ный цилиндр 8,6 1,7 3,0 8,3

в последнем. При облучении 
проростков в дозе 400 рад при

Кора 
Централь­
ный цилиндр

9,1 1,5 3,0 9,7
некотором увеличении про­
должительности фаз цикла

9,4 1,7 3,0 11,5 происходило выравнивание
их в обеих зонах. При дозе

Как видим, при облучении проростков радиацией происходит 
неодинаковое повреждение различных зон меристемы, о чем сви­
детельствует различная степень увеличения митотического цикла 
и его фаз отдельных групп клеток. Так, если в необлученном 
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контроле минимальная длительность цикла наблюдалась в апикаль­
ной зоне меристемы и была почти в 1,7 раза меньше таковой клеток 
базальной зоны, то при облучении в дозе 400 рад и общем увеличении 
продолжительности цикла во всех зонах они практически вырав­
нивались, а при дозе 800 рад длительность цикла клеток апикаль­
ной зоны почти на 7 ч превосходила длительность цикла базальных.

Рис. 52. Радиоавтографы меристемы 
в дозе 800 рад (2) проростков гороха, 
через сутки после облучения. Срезы

корня необлученного (/) и облученного 
Экспозиция в 3Н-тимидине в течение 24 ч 
не окрашены, X 200.

По всей вероятности, клетки этой зоны, характеризующиеся самой 
высокой пролиферативной активностью, в наибольшей степени 
повреждаются радиацией.

Напротив, длительность цикла в зоне, к которой принадлежит 
центр покоя, практически не изменялась. Увеличение пролифера­
тивной и митотической активности в этой части меристемы при об­
лучении свидетельствует о том, что определенная группа ее кле­
ток (несомненно, это клетки центра покоя) отличается высокой 
радиоустойчивостью. При гибели части активно делящихся клеток 
они начинают пролиферировать, обусловливая стабильность дея­
тельности меристемы в этой зоне. На рис. 52 приведены радио­
автографы меристемы корня в норме и при облучении. Как видим, 
на контрольном автографе четко выделяется зона центров покоя, 
в которой можно насчитать до 1—1,5 тысяч клеток (1—1,5% кле­
ток всей меристемы). При облучении проростков в дозе 800 рад и 
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потере способности к делению у значительного числа клеток, обна­
ружить центр покоя через 24 ч после облучения (плюс 24 ч экспо­
зиции на 3Н-тимидине) не удавалось. Напротив, в предполагаемой 
зоне наблюдали большее по сравнению с другими количество кле­
ток, включающих изотоп, т. е. сохранивших способность к деле­
нию. И хотя в остальной части меристемы длительность цикла уве­
личивалась примерно в равной степени (особенно четко это видно 
из данных табл. 33), чем более коротким был митотический цикл в 
норме, тем в большей степени происходило увеличение его длитель­
ности при облучении. В наименьшей степени длительность цикла 
изменялась в базальной части меристемы, где в норме она была 
наибольшей.

При изменении продолжительности митотического цикла как 
по различным зонам меристемы, так и при различных дозах облу­
чения от 12,7 до 31,3 ч продолжительность 02-фазы оставалась по­
стоянной, митоза — колебалась в пределах от 1,3 до 2,2 ч и S-фазы — 
от 6 до 10,7 ч. Продолжительность же Gj-фазы в норме изменялась 
от 3,4 до 8,3 и при облучении до 15,7 ч. Трудно понять, почему при 
относительной стабильности продолжительности фазы синтеза ДНК 
требуется столь разное время для ее подготовки. Вполне возможно, 
что определенную часть митотического цикла, которая авторадиогра­
фически идентифицируется как Огфаза и у клеток центра покоя 
может достигать нескольких десятков и даже сотен часов [17], 
составляют клетки, находящиеся вне митотического цикла, в так 
называемой й0-фазе. Мы разделяем мнение Буллоу [14] о том, что 
клетка после завершения очередного деления не сразу приступает к 
подготовке следующего. Этому может предшествовать период 
(«фаза выбора пути» по Буллоу), в течение которого решается участь 
клетки: деление или дифференциация. По всей вероятности, участь 
клеток апикальной зоны меристемы — инициалей и первых их произ­
водных однозначна — деление и О0-фаза («дихофаза» по Буллоу) 
у них отсутствует либо очень кратка, и, разделившись, клетка 
сразу же вступает в пресинтетическую фазу. Именно поэтому про­
должительность О1-фазы в клетках этой зоны весьма незначитель­
на. С приближением клеток к базальной части меристемы возраста­
ет вероятность их ухода в зону растяжения и дифференциации, 
что сопровождается увеличением продолжительности дихофазы, 
приводящим к увеличению длительности периода, определяемого 
как С1-фаза.Геном клеток, находящихся в С0-фазе, которая нередко оли­
цетворяется с фазой покоя, по всей вероятности, зарепрессирован, 
в связи с чем они могут обладать высокой радиоустойчивостью; 
Не исключено также, что клетки с более продолжительной пресин- 
тетической фазой успевают более полно репарировать поврежде­
ние молекул ДНК до вступления клеток в фазу репликации. Именно 
вследствие этого клетки меристемы, отличающиеся более продол­
жительным по сравнению с другими митотическим циклом, повреж­
даются радиацией в меньшей степени.
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Таким образом, в меристематической ткани существует слож­
ная организация гетерогенных субпопуляций клеток, с различной 
продолжительностью митотического цикла и радиоустойчивостью. 
Такая гетерогенность определяется положением клеток в меристе­
ме и является результатом взаимодействия между клетками как 
отдельных зон самой меристемы, так и клеток зоны растяжения. Не­
сомненно, она влияет на радиоустойчивость всей меристемы и вно­
сит определенные поправки в процессы репопуляции. Особая роль 
в данном случае принадлежит клеткам центра покоя, обладающим 
чрезвычайно продолжительным митотическим циклом и наиболее 
высокой радиоустойчивостью.

КОЛИЧЕСТВО КЛЕТОК, 
НЕОБХОДИМОЕ ДЛЯ ВОССТАНОВЛЕНИЯ МЕРИСТЕМЫ

При анализе кинетики размножения клеток растущей части кор­
ня в пострадиационный период мы отмечали [6], что количество 
клеток в меристеме уже через 24—48 ч после облучения достигает 
минимального значения, но затем при нелетальных дозах радиа­
ции начинает быстро увеличиваться и через несколько суток вос­
станавливается до первоначального уровня. При облучении в ле­
тальных дозах количество меристематических клеток прогрессив­
но уменьшается и быстро достигает постоянного минимального зна­
чения, определяющегося количеством мумифицированных клеток у 
кончика корня, которые по каким-то причинам не переходят в зону 
растяжения и не лизируют. По-видимому, можно считать, что ко­
личество меристематических клеток в данной ситуации равно нулю.

Наряду с уменьшением общего количества меристематических 
клеток мы отмечали также снижение их репродуктивной способнос­
ти. Об этом свидетельствовало уменьшение величины пролифера­
тивного пула, который также достигал минимума через 24—48 ч 
после облучения, но затем восстанавливался до уровня нормы.

Механизмы такого поведения меристематических клеток в 
облученных корнях понятны, и они подробно обсуждались нами в 
упомянутой работе. Очевидно, для обеспечения нормального роста 
корня меристема должна обладать определенным количеством 
клеток, обладающих способностью делиться. При гибели либо по­
тере способности к делению части клеток в результате повреждения 
радиацией оставшиеся неповрежденными и восстановившие способ­
ность к делению клетки начинают активно делиться, стремясь вос­
становить нормальный объем меристемы. Об этом свидетельствовало 
резкое увеличение скорости деления в пострадиационный период.

Не вызывает, однако, сомнений, что для обеспечения вос­
становления первоначального объема в меристеме должно сохра­
ниться неповрежденным (способных делиться) определенное мини­
мальное количество клеток, которое мы назвали критическим ко­
личеством. Мы проводили специальные исследования для определе­
ния его по количественному подсчету в меристеме корней облучен-
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ных проростков клеток, сохранивших способность к делению. Ис­
следования подобного типа, однако, осложняются тем, что проростки 
весьма гетерогенны по своей индивидуальной радиоустойчивости, 
в связи с чем при облучении в одной и той же дозе радиации часть 
проростков может погибать и количество способных к делению кле­
ток в их меристемах снижаться до нуля, в то время как у другой 
части клетки меристемы могут репопулировать и меристема восста­
навливаться. Исследуя в разные моменты пострадиационного перио­
да различные корни, невозможно получить истинную картину ки­
нетики репопуляции.

В связи с этим мы использовали полулегальные дозы радиа­
ции — дозы, при которых в наших опытах на 10-й день после об­
лучения погибало 50 ± 2% проростков. Эти дозы составили 820 рад 
для 48-часовых проростков гороха и 2030 рад для 72-часовых про­
ростков кукурузы. В двух параллельных опытах определяли аб­
солютное количество меристематических клеток в корнях по мето­
ду Брауна [13], а также количество клеток, сохранивших способ­
ность к делению (пролиферативный пул). Для каждого определения 
ежедневно в течение 6 дней пострадиационного периода фиксирова­
ли корни 40 проростков. Предварительно проростки по длине кор­
ней разделяли на две равные группы: более длинные — предполага­
лось, что в последующем они выживут, и более короткие — те, кото­
рые погибнут. Если в первые два дня после облучения такое разде­
ление носило чисто условный характер, то в дальнейшем различия 
между этими группами проростков становились очень четкими. 
Параллельно подсчитывали количество клеток в меристемах про­
ростков, облученных в дозах, ингибирующих прирост корня при­
мерно в два раза (100%-ная выживаемость), и в дозах, полностью 
летальных. Полученные данные приведены на рис. 53.

Как видим, у обеих культур при всех дозах через сутки по­
сле облучения происходило резкое уменьшение объема меристемы 
и количества пролиферирующих клеток. При облучении в полуле­
гальной дозе на вторые сутки после облучения кривые раздваива­
лись, отражая участь выживших и погибших проростков. Одна 
кривая после достижения определенного минимума поднималась 
вверх, свидетельствуя об увеличении количества меристематичес­
ких клеток и восстановлении способности к делению. Вторая от­
ражала уменьшение количества клеток.

В опытах с горохом минимальное количество клеток в меристеме, 
при котором в дальнейшем было возможно восстановление полови­
ны проростков, равно 28—30 тыс., что составляет около 30% 
общего количества меристематических клеток в норме. Из этого ко­
личества около 45—50% клеток включали 3Н-тимидин, т. е. сохра­
няли способность к делению. Таким образом, критическое коли­
чество клеток меристемы гороха, т. е. минимальное, которое необ­
ходимо для восстановления, можно определить как 15% объема 
меристемы в норме. Для меристемы кукурузы это количество, 
определенное таким же путем, несколько меньше — около 10%.
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Рис. 53. Кинетика изменения количества меристематических и про­
лиферирующих клеток в корнях проростков гороха и кукурузы пос­
ле облучения:
для гороха: / — контроль, 2 — 400, -3 — 820, 4 — 1200 рад-, для куку­
рузы: / — контроль, 2 — 1000, 3 — 2030, 4 — 2500 рад.



К интерпретации полученных данных можно подойти с двух 
позиций. С одной стороны, действительно можно предположить, 
что для восстановления меристемы корня по пути репопуляции 
необходимо, чтобы не менее 15% клеток у гороха и 10% у кукуру­
зы сохраняли способность к делению. В таком случае, не отрицая 
возможной роли в пострадиационном восстановлении клеток центра 
покоя, следует считать, что самостоятельно эти клетки, количество 
которых не превышает 1—2 тыс., обеспечить восстановление не 
могут.

С другой стороны, вполне возможно, что механизмы репопуля- 
ционного восстановления начинают работать задолго до того, как 
наступит репродуктивная гибель поврежденных клеток (а она мо­
жет наступить лишь через несколько делений). Об этом свидетель­
ствует тот факт, что уже через 12 ч после облучения нам удавалось 
отметить включение 3Н-тимидина отдельными клетками центра по­
коя. В этом случае процессы опустошения меристемы и репопу- 
ляционного замещения могут идти параллельно, и зарегистрировать 
критическое количество клеток в такой ситуации, по-видимому, 
невозможно.

Не исключено также, что отмечаемые нами критические уровни 
клеток, которые составляют 10—12 тыс. клеток у обеих культур и 
регистрируются на 48-й час после облучения, могут быть производ­
ными клеток центра покоя (длительность митотического цикла 
клеток меристемы корня гороха составляет 16—17 ч, у кукурузы — 
13—14 ч). Тем не менее можно заключить, что уменьшение количест­
ва клеток ниже отмеченных уровней в меристеме корня проростков 
гороха и кукурузы через 48 ч после облучения влечет за собой не­
возможность восстановления меристемы по пути репопуляции и 
приводит через несколько делений к репродуктивной гибели всех 
клеток.

Изложенные в данной главе результаты экспериментальных ис­
следований свидетельствуют о том, что радиоустойчивость и пост­
радиационное восстановление многоклеточных систем, какие пред­
ставляют собой меристемы корней высших растений, обусловлены 
функциональной гетерогенностью их клеток, являющейся след­
ствием асинхронности клеточных делений и различной радио­
устойчивости клеток, находящихся на различных фазах митотиче­
ского цикла. Такая гетерогенность обусловливает неодинаковую 
повреждаемость клеток при облучении и обеспечивает восстанов­
ление образовательной ткани за счет репопуляции клеток, сохра­
нивших способность к делению.
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ГЛАВА VI

ИЗУЧЕНИЕ РАДИОУСТОЙЧИВОСТИ ВОДОРОСЛЕЙ

Изучение радиоустойчивости синезеленых водорослей, представ­
ляющих собой одну из древнейших филогенетических групп расте­
ний, в последнее время привлекает многих исследователей. Вызва­
но это тем, что синезеленые водоросли обладают очень высокой ра­
диоустойчивостью не только по сравнению с высшими растениями, 
но и среди многих низших.

Об отношении объекта к излучению судят по характеру падения 
кривой выживаемости объекта с увеличением дозы облучения. 
А анализ кривых доза—выживаемость является одним из основных 
методов исследования природы радиационно-генетического пораже­
ния клеток, облученных ионизирующей радиацией. Для таких объ­
ектов, как водорослевые клетки, этот метод является фактически 
единственным, так как использование цитогенетического анализа 
невозможно.

Как было показано [4, 5], при облучении клеточной популяции 
водорослей различными дозами гамма-излучения происходит за­
медление развития популяции, которое выражается в удлинении 
лаг-фазы, более сжатой во времени фазе логарифмического роста и 
в пониженном общем количестве биомассы в фазе стационарного 
роста.

Кинетику роста популяции синезеленых водорослей можно про­
следить на основе построения кривых роста, которые представляют 
собой кривую изменения численности популяции во времени. Как 
и всякая другая популяция, водорослевая популяция при наличии 
благоприятных условий произрастания проходит три стадии свое­
го развития: лаг-фазу, фазу логарифмического роста и фазу ста­
ционарного роста.

Лаг-фаза наблюдается при пересеве клеток культуры на све­
жую питательную среду. Клетки посевного материала — инокуля­
та приспосабливаются к новым условиям питания на всем протяже­
нии лаг-фазы, и постепенно происходит увеличение темпа размно­
жения клеток, максимум которого находится уже в фазе логарифми­
ческого роста. Длительность лаг-фазы зависит от многих причин,
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и в первую очередь от количества вносимого инокулята. Для роста 
клеток в накопительной культуре нужен определенный минимум 
количества вносимого в свежую среду инокулята для того, чтобы 
популяция начала расти. Если инокулята будет слишком мало — 
культура погибнет, если несколько больше — лаг-фаза будет уд­
линена и развитие популяции замедлено, если же, наоборот, очень 
много — лаг-фаза может отсутствовать вообще, а развитие популя­
ции ускорится.

Рис. 54. Зависимость роста популяции 
Anacystis nidulans от количества вно­
симого инокулята:
1 — 1,0 млн!мл, 2 — 3,5 манима, 3 — 
5,0 м,лн[м.л.

Рис. 55. Кривые доза—выживаемость 
Anacystis nidulans в зависимости 
от количества вносимого инокулята: 
1 —• 1,0 манима, 2 — 3,5 манима, 3 — 
5,0 mah![ma.

Мы изучали рост популяции синезеленой водоросли Anacystis 
nidulans при различном количестве вносимого инокулята. Опыт 
проводили следующим образом. В колбы со 100 мл жидкой питатель­
ной среды Фицжеральда № 11 вносили по 1, 3,5 и 5 мл инокулята 
(суспензия клеток плотностью 30 млн. клеток в 1 мл среды). Колбы 
ставили в стандартные условия выращивания (температура 24—27°, 
16 ч освещения и 8 ч темноты); через равные промежутки времени 
проводился отбор проб для определения плотности суспензии на 
ФЭК-57. Как видно из рис. 54, кривая 3 характеризуется сравни­
тельно небольшой лаг-фазой продолжительностью 3—4 дня, к 
16-му дню культивирования водорослей биомасса достигла величи­
ны 80 млн. клеток в 1 мл питательной среды. В то же время кривая 
1 имеет лаг-фазу продолжительностью в 8—9 дней и биомассу толь­
ко 40 млн. клеток на 1 мл среды. Кривая 2 занимает промежуточное 
положение.

В зависимости от условий эксперимента основные параметры 
кривых доза—выживаемость довольно сильно варьируют. Мы изу-
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плотность культуры во всех вариантах
Доза облучения, крад

Рис. 56. Кривые доза — выживаемость, по­
строенные в разные сроки после облучения 
водоросли Mycrocystis pulverea:
I — 5-й, 2 — 7-й, 3 — 10-й день.

чали зависимость этих параметров для синезеленои водоросли 
Anacystis nidulans от количества вносимого в среду инокулята. 
В колбы со ЮОлгл жидкой среды вносили различное количество ино­
кулята, ставили в стандартные условия выращивания, через сутки 
облучали в дозах 10, 20, 30 и 40 крад гамма-радиацией еоСо и снова 
ставили на 10 дней в те же условия. Затем на ФЭК-57 измеряли опыта. Полученные данные 

выражали в процентах по 
отношению к необлученно- 
му контролю и обрабаты­
вали статистически с на­
хождением среднеквадра­
тичного отклонения и до­
верительных интервалов. 
Повторность каждого ва­
рианта и самого опыта была 
трехкратной. Полученные 
данные представлены на 
рис. 55. Для всех кривых 
характерна S-образная фор­
ма, но при большем коли­
честве инокулята (кривая 
3) появляется больший ре­
зистентный участок, кроме 
того, средняя полулеталь- 
ная доза значительно боль­
ше, чем у кривой 1 (33 
вместо 21), а при самой 
большой дозе облучения — 
40 крад и самое большое 
значение выживших кле­
ток — 1,8%.

При выращивании нако­
пительной культуры сине­

зеленых водорослей очень важно знать оптимальный срок снятия 
опыта, так как при раннем сроке не проявляются все особенности 
культуры. На рис. 56 показаны кривые выживаемости водоросли 
Microcystis pulverea, снятые в разные сроки после облучения. Кри­
вая 1 построена на основании данных о накоплении биомассы во­
дорослей на 5-й день культивирования после облучения, кривая 
3— на 10-й день. Характер кривых сильно различается. Если кри­
вая 1 имеет почти экспоненциальную форму, обусловленную мак­
симальной дозой в 20 крад, при которой еще растут клетки, то у 
кривой 3 ясно выраженная S-образная форма с большим рези­
стентным участком, и максимально переносимая доза равна 50 крад. 
Очевидно, клетки, пораженные большой дозой облучения, требуют 
довольно продолжительного времени для проявления своей способ­
ности к размножению.
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Таким образом, внесение различных количеств инокулята в све­
жую питательную среду играет существенную роль в дальнейшем 
развитии и поведении популяции как в норме, так и при облучении.

Как уже указывалось, популяции в своем развитии проходят 
три стадии. Мы провели определение чувствительности популяции 
к действию гамма-радиации на всех стадиях. Для этого водоросль 
Plectonema boryamım выращивали в колбах в накопительной куль-

Доза обучения,край Доза о0лучения,крад
50100 200 500 800 0 100 200

Рис. 57. Кривые доза—выживаемость для 
различных фаз развития популяции Plec­
tonema boryanum:
1,4 — лаг-фаза; 2, 5 — фаза логарифмиче' 
скоро роста; 3,6 — фаза стационарного роста.

Рис. 58. Кривые доза—выжи­
ваемость для разных перио­
дов лаг-фазы у Plecto пета 
boryanum:
1 — начальный, 2 — промежу­
точный, 3 — заключительный 
период *лаг-фазы.

туре и по мере прохождения ею определенной стадии развития от- 
бирались образцы для облучения гамма-лучами 60Со в дозах от 50 
до 800 крад. После облучения половину проб выращивали до 
снятия опыта в стандартных условиях, а вторую половину вы­
севали в чашки Петри на агаризованную среду Фицжеральда № 11 и 
тоже помещали в стандартные условия для выращивания макро­
колоний. Полученные данные представлены на рис. 57. Как уже 
указывалось [4J, рост отдельных клеток и их устойчивость отличают­
ся от роста и устойчивости популяции. Кривые /, 2, 3 характеризу­
ют чувствительность Plectonema boryanum к облучению при выращи­
вании ее в условиях жидкой среды (популяционный эффект), а 
кривые 4, 5, 6 — при выращивании на агаризованной среде (по- 
клеточный эффект). Популяция характеризуется большей устойчи­
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востью к повреждающему действию облучения, чем отдельные клет­
ки, что, возможно, связано с ослаблением межклеточного взаимо­
действия. Несмотря на это общие закономерности поведения при 
облучении у них одни. Так, и в одном и в другом случае самой ра­
диочувствительной фазой развития популяции оказалась фаза ло­
гарифмического роста (кривые 2 и 4), что, очевидно, объясняется 
тем, что в этой фазе максимальный рост и наибольшая скорость 
деления клеток популяции. Несколько более радиоустойчивой ока­
залась лаг-фаза (кривые 1 и 4), а самой радиоустойчивой — фаза 
стационарного роста (кривые 3 и 6). По-видимому, при этой фазе 
популяция достигает зрелости, в ней наступает примерное равно­
весие между количеством образующихся и отмирающих клеток, и, 
очевидно, защитный центр популяции тоже уже вполне сформиро­
ван [6].

Более подробно мы изучали лаг-фазу развития популяции 
Plectonema Ьогуапшп, которую условно разбили на три периода 
и определяли радиоустойчивость ее в каждый из них. Представлен­
ные на рис. 58 данные показывают, что самым радиоустойчивым 
оказался начальный период лаг-фазы. Мы объясняем этот факт тем, 
что при внесении инокулята в питательную среду кроме других 
клеток были внесены и клетки защитного центра популяции, кото­
рые при облучении обеспечили большую выживаемость популяции. 
Следующий период лаг-фазы оказался наиболее радиочувствитель­
ным, потому что клетки защитного центра для закрепления популя­
ции в новых условиях тоже начинают расти и пополнять фонд 
активно живущих клеток, которые являются более уязвимыми. И, 
наконец, последний период, уже переходный к следующей фазе — 
фазе логарифмического роста. Здесь клетки популяции не только 
растут, но и делятся, и в силу этого защитный центр пополняется 
новыми клетками, и радиочувствительность этого периода лаг-фа­
зы несколько увеличивается.

СРАВНИТЕЛЬНАЯ РАДИОУСТОЙЧИВОСТЬ 
ТЕРМОФИЛЬНЫХ ВОДОРОСЛЕЙ

В настоящее время большой интерес представляет использование 
термофильных организмов как в хозяйственной практике, так и в 
теоретических исследованиях. Группа термофильных организмов 
очень интересна с общебиологической точки зрения в связи с тем, 
что живут и размножаются они в диапазоне температур от 40° до 
80°, вызывающих гибель обычных мезофильных микроорганизмов. 
Кроме того, термофилы обладают очень широкой амплитудой скры­
той жизни в условиях низких температур [7, 13]. В процессе приспо­
собления к существованию в необычных условиях выработались 
специфические особенности организации клеток [11], одной из 
которых является их ускоренный обмен. При высоких темпера­
турах биохимические процессы в клетках протекают очень быст­
ро, клетки энергично делятся, наблюдается хороший рост попу­
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ляции, но одновременно происходит быстрое старение и отмирание 
клеток [8].

Основные исследования, проведенные с термофильными организ­
мами, касаются различных групп, выделенных из природы [3, 
12], и очень мало исследований по экспериментальному их получе­
нию [18]. По-видимому, термофилы, являясь весьма своеобразны­
ми организмами, генетически связаны с мезофилами, и, возможно.

Рис. 59. Кривые доза—эффект для термофильной (г) и мезофильной 
(М) форм Anacystis nidulans (а) и Plectonema boryanum (б).

наследственная перестройка их к существованию при высоких 
температурах происходит очень медленно и требует длительного- 
времени.

При изучении термофильных организмов было замечено, что 
они характеризуются большей радиорезистентностью к высоким 
дозам рентгеновых лучей, к некоторым ингибиторам ферментов и 
другим воздействиям [9, 19]. Нашей задачей было изучение чув­
ствительности к гамма-радиации термофильных форм некоторых 
синезеленых водорослей. Были выбраны Anacystis nidulans и 
Plectonema boryanum. Термофильные формы их любезно предоста­
вил нам Б. В. Громов из коллекции Ленинградского биологического 
института. Перед облучением клетки водоросли Anacystis nidulans 
выращивали в колбах с жидкой средой Фицжеральда № 11. Взвесь 
клеток облучали гамма-лучами в0Со в дозах от 5 крад до 1,5 Мрад и 
после облучения высевали на чашки Петри с агаризованной средой. 
Чашки помещали в стандартные условия выращивания. По числу 
выросших макроколоний определяли долю выживших клеток по 
отношению к выжившим в необлученной пробе. Водоросль Plecto­
nema boryanum выращивали в колбах с жидкой средой Фицжераль­
да № 11 не только до облучения, но и после, а кривые строили на 
основании нарастания биомассы водорослей, которое определяли 
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на ФЭК-57. Показателем радиоустойчивости мезофильных и термо­
фильных форм служили кривые доза—эффект. Результаты изучения 
радиоустойчивости исследованных водорослей представлены на 
рис. 59. В случае Anacysti& nidulans (рис. 59, а) у термофильной фор­
мы сильно увеличился резистентный участок кривой, что свидетель­
ствует о большой способности популяции к восстановлению от по­
вреждений. Кроме того, средняя полулегальная доза у нее выше 
примерно в три раза и она способна переносить большую дозу облуче­
ния — 40 крад. У Plectonetna boryanum (рис. 59, б) кривые еще более 
различны: если для мезофила характерна экспоненциальная форма 
кривой выживаемости, то для термофила она S-образная. Средняя 
полулегальная доза для нее больше в 3,5 раза, а некоторые клетки 
переносят дозу облучения в 1,5 Мрад и способный размножению.

Таким образом, при сравнительном изучении термофильных и ме­
зофильных форм синезеленых водорослей было обнаружно, что все 
термофильные формы в несколько раз более радиорезистентны, чем 
мезофильные. Очевидно, устойчивость к температуре как экс­
тремальному фактору коррелирует с устойчивостью к другому экс­
тремальному фактору — гамма-радиации.

ПРОЦЕССЫ ПОСТРАДИАЦИОННОГО ВОССТАНОВЛЕНИЯ 
У СИНЕЗЕЛЕНЫХ ВОДОРОСЛЕЙ

Высокая радиоустойчивость синезеленых водорослей к гамма-ра­
диации обусловлена, по-видимому, не только наличием популя­
ционного восстановления, но и существованием эффективных ме­
ханизмов восстановления индивидуальных клеток. Пострадиа­
ционное восстановление — это результат репарации процессов, 
происходящих во времени в облученной клетке. При пострадиа­
ционном восстановлении уже через несколько минут выдержива­
ния облученной популяции в условиях, задерживающих первое 
пострадиационное деление, выживаемость ее начинает увеличи­
ваться по сравнению с выживаемостью той части популяции, кото­
рая была высеяна сразу же после облучения. Для определения кине­
тики процесса пострадиационного восстановления популяцию об­
лучают, а затем высевают через определенные промежутки времени. 
Если пострадиационное восстановление имеет место, то уже через 
1—2 ч выживаемость облученной популяции начинает увеличи­
ваться, она растет до определенного предела, а затем переходит в 
стационарное состояние — плато. С повышением дозы облучения 
уровень плато снижается. Часто фактором, задерживающим раз­
множение клеток, является вода, в которую помещают облученные 
клетки. Работая с синезелеными водорослями, мы отказались от 
этого приема, так как клетки, помещенные в воду даже через 5 ч, 
не показали достоверного роста процесса восстановления, а у кле­
ток, помещенных в привычную питательную среду, но при понижен­
ных температуре и освещении, процент выживших клеток через 
5 ч с 10 увеличился до 30%. Для выяснения кинетики процесса 
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пострадиационного восстановления мы проводили облучение попу­
ляции водорослей в питательной среде, затем помещали их в усло­
вия пониженной температуры и меньшей интенсивности освещения. 
Отборы проб для выращивания макроколоний в чашках Петри на 
агаризованной среде производили сразу же после облучения и че­
рез различные промежутки времени. На рис. 60, а показан рост 
восстановления водорослей Anacystis nidulans и Plectonema borya-

tonema boryanum (2) при выдерживании их в условиях пострадиационного 
восстановления (а) и при фракционировании дозы облучения (б).

пит после гамма-облучения. Anacystis nidulans была облучена до­
зой, вызывающей гибель 83% клеток, через 2 ч выдерживания клеток 
после облучения процент выживших клеток увеличился до70%, через 
6 ч — почти до 90% и, фактически, кривая вышла на плато. Plec­
tonema boryanum характеризуется значительно большей радио­
устойчивостью к гамма-облучению, чем Anacystis nidulans. Вполне 
возможно, что это связано с большей индивидуальной способнос­
тью к восстановлению облученных клеток. Как видно из рис. 60, 
уже через 2 ч выдерживания клеток этой водоросли в условиях 
пострадиационного восстановления количество восстановившихся 
клеток достигло 85 %.

Принято считать, что восстанавливаются при выдерживании 
клеток после однократного облучения летальные повреждения, так 
как они окончательно формируются не в момент облучения, а зна­
чительно позже, в результате взаимодействия сублетальных по­
вреждений. Поскольку полное восстановление всех пораженных кле­
ток невозможно, то количество выживших клеток всегда будет 
меньше 100%, плато будет идти ниже, причем чем больше доза облу­
чения, тем ниже уровень плато.

Вторым способом изучения процесса восстановления является 
фракционирование дозы облучения. Различные промежутки вре­
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мени между двумя облучениями, во время которых клетки выдер­
живаются в условиях пострадиационного восстановления, позволя­
ют идти процессам восстановления пораженных клеток. А увеличе­
ние выживаемости клеток объясняется исключительно восстанов­
лением сублетально пораженных клеток, выживших после первого 
облучения. Наличие же плато выживаемости в этом случае объяс­
няется полным восстановлением сублетально пораженных клеток 
[1, 2, 10].Нами было проведено фракционирование дозы облучения (ЛД90) 
для водорослей Anacystis nidulans и Plectonema boryanum. Водорос­
ли облучали в жидкой питательной среде, выдерживали различные 
промежутки времени в условиях восстановления, а затем высе­
вали на агаризованную среду в чашки Петри. По количеству вы­
росших макроколоний строили кривые восстановления, представ­
ленные на рис. 60, б. Как и на рис. 60, а, кривая восстановления 
Plectonema boryanum намного опережает кривую восстановления 
Anacystis nidulans. Однако необходимо отметить, что для обеих 
водорослей характерен большой подъем кривой восстановления в 
начальные промежутки времени после облучения (до 30 мин), 
а в последующие 1—1,5 ч наблюдалось угнетение этого процесса. 
Возможно, это вызвано тем, что первая доза облучения вызывает 
синхронизацию клеток, а воздействие второй дозой происходит как 
раз в то время, когда синхронизированные клетки вступили в 
более радиочувствительную фазу своего развития. В дальнейшем 
происходит рассинхронизация популяции и процесс восстановле­
ния идет обычным путем.

МУТАНТЫ СИНЕЗЕЛЕНЫХ ВОДОРОСЛЕЙ

Существование в клетках водорослей системы восстановления под­
тверждается получением у них радиочувствительных мутантов. 
В последнее время много исследований проводится с помощью мутан­
тов синезеленых водорослей [16, 17]. В генетическом отношении, 
однако, синезеленые водоросли изучены сравнительно слабо. В не­
многочисленных работах, посвященных изучению устойчивости 
спонтанных и индуцированных мутантов к различным ядам и анти­
биотикам (в основном к стрептомицину) [21, 23], было показано, что 
возвратные мутации происходят чаще, чем прямые, и именно это 
явление обусловливает высокую генетическую стабильность, при­
сущую синезеленым водорослям, например Anacystis nidulans 
[15, 22]. Большее количество работ посвящено выделению и изуче­
нию мутантных линий Anacystis nidulans [14, 20, 24], имеющих 
различную чувствительность к УФ-излучениям. Причем изучаются 
как радиорезистентные, так и радиочувствительные мутанты. С по­
мощью этих мутантов успешно изучаются репарационные процес­
сы, происходящие в клетках водорослей.

Нами была проведена работа по получению мутантов синезе­
леной водоросли Anacystis nidulans с различной радиочувстви­
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тельностью к гамма-облучению. Для этого использовали два ме­
тода. Первый — острое однократное облучение суспензии клеток 
исходного штамма сублетальной дозой 60 крад с последующим выра­
щиванием макроколоний на агаре в стандартных условиях. Вырос­
шие колонии через 10—12 дней переносили для подращивания на
свежую агаризованную среду 
и через 7—10 дней проводили 
определение их чувствитель­
ности к облучению по сравне­
нию с исходным штаммом. 
Второй метод заключался в 
многократном последователь­
ном облучении этой же дозой 
колоний, выросших после 
предыдущего облучения. В ре­
зультате были получены му­
танты, отличающиеся от ис­
ходной формы Anacystis nidu­
lans как повышенной радио­
резистентностью, так и повы­
шенной радиочувствительнос­
тью к гамма-облучению. Для 
полученных радиорезистент- 
ных штаммов форма кривой 
доза—выживаемость, как пра­
вило, S-образная и повторяет 
форму исходного штамма. Но 
наклон резистентного участка кривой уменьшается, а пле­
чо его увеличивается. Радио­
резистентность клеток этих 
штаммов увеличилась в 1,2— 
1,5 раза.

Для радиочувствительных 
штаммов формы полученных 

Доза облучения, краб

Рис. 61. Кривые доза—выживаемость для 
исходной формы Anacystis nidulans (/) 
и ее радиочувствительного (2) и радиоре- 
зистентного (3) мутантов.кривых доза — выживаемость

не всегда повторяют форму исходного штамма. В большинстве слу­
чаев она S-образная с укороченным резистентным участком и раз­
личной степенью наклона его. Но иногда встречаются и штаммы 
с почти экспоненциальной формой кривой. Радиочувствительность 
клеток полученных радиочувствительных штаммов увеличилась 
в 1,3—1,8 раза;

При сравнении кривых, представленных на рис. 61, видно, что 
резистентный участок у радиорезистентного штамма стал больше, 
хотя форма всей кривой близка к форме кривой исходного штамма. 
Резистентность на уровне ЛД90 увеличилась в 1,2 раза. Форма до­
зовой кривой у радиочувствительного штамма, напротив, резко 
изменилась — стала экспоненциальной, что говорит об увеличении 
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чувствительности популяции, так же, как и величина ЛД90, кото­
рая уменьшилась по сравнению с таковой для исходного штамма 
в 1,9 раза.

Как уже указывалось, с помощью различных мутантов изуча­
ются репарационные процессы, происходящие в клетках после об­
лучения. Наиболее интересны с этой точки зрения радиочувстви-

Рис. 62. Кривые роста восстановле­
ния мутантных форм Anacystis nidu­
lans;
I — исходная форма, 2 — радиорезистент- 
ная, 3 — радиочувствительная.

тельные мутанты, так как сни­
жение чувствительности у кле­
ток, возможно, связано с поте­
рей ими способности к постра­
диационному восстановлению. 
Исходя из этого допущения, мы 
провели определение скорости 
восстановления для полученных 
радиочувствительных и радио- 
резистентных штаммов (рис. 62). 
В результате высева через раз­
личные промежутки времени 
после облучений исходного и по­
лученных штаммов было заме­

чено, что у радиорезистентного штамма процесс восстановления 
облученных клеток происходит достаточно быстро, и к 24 ч вос­
становившихся клеток у него больше, чем в исходном, в 2,5 раза. 
Радиочувствительный штамм, как мы и предполагали, ведет себя 
совершенно одинаково, независимо от времени выдерживания в 
условиях пострадиационного восстановления, и к 24 ч количество 
выживших клеток у него такое же, как и количество клеток, полу­
ченных при высеве непосредственно после облучения. Следователь­
но, можно говорить о том, что у этого штамма система восстановле­
ния клеток не работает.

Таким образом, у синезеленых водорослей, как и у других ор­
ганизмов, можно получать радиорезистентные и радиочувствитель­
ные штаммы, с помощью которых становится возможным изуче­
ние механизмов пострадиационного восстановления этих водорослей 
после у-облучения.
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ГЛАВА VII

МОДИФИКАЦИЯ РАДИОУСТОЙЧИВОСТИ 
МНОГОКЛЕТОЧНОГО РАСТИТЕЛЬНОГО 
ОРГАНИЗМА
ВИДИМЫМ СВЕТОМ

В радиобиологии растений как разделе частной радиобиологии 
проявляются и действуют закономерности, общие для любых радио­
биологических процессов. Эти закономерности часто значительно 
проще выявить на растениях, чем на животных. Вместе с тем у 
растений удается обнаружить такие закономерности, которые не­
возможно выявить на микроорганизмах, особенно те, которые отли­
чают радиобиологические реакции многоклеточных систем от одно­
клеточных. По нашему мнению, проблема перенесения данных, 
полученных на одноклеточных организмах, на многоклеточные 
организмы представляет для радиобиологии значительный интерес. 
Изучение реакций растений на действие ионизирующих излучений 
необходимо не только для развития радиобиологических представ­
лений — в ряде случаев оно оказывается полезным как метод рас­
крытия общебиологических закономерностей.

По мнению ряда авторов [2, 20, 22], в проблеме радиоустойчи­
вости многоклеточных растений системы популяционного восста­
новления играют значительную, если не решающую роль в обеспе­
чении радиоустойчивости популяции клеток и многоклеточного 
организма. Важным вопросом в исследовании природы радиоустой­
чивости организма является изучение возможностей и способов ее 
модификации.

МОДИФИКАЦИЯ ЛУЧЕВОГО ПОРАЖЕНИЯ 
ВИДИМЫМ СВЕТОМ

Возможность модификации радиобиологического эффекта помо­
гает изучать механизмы его развития и обнаруживать пути за­
щиты от действия радиации. В процессах модификации лучевого по­
ражения можно выделить следующие основные уровни: локальный, 
когда модифицируются результаты повреждения отдельных орга­
нелл клетки и их структур, т. е. результат действия отдельных эле­
ментарных событий попадания; поклеточный уровень, когда модифи­
цируются последствия всех элементарных событий попадания в 
150



клетке; на популяционном уровне модификация затрагивает состоя­
ние клеточной популяции в целом. Если модификация на локаль­
ном и клеточном уровнях успешно изучается [13], то проблема 
модификации на популяционном уровне только начинает разраба­
тываться .

Целью настоящей работы было исследование модификации 
радиоустойчивости растений видимым светом, изучение феноменоло­
гических особенностей для того, чтобы подойти к изучению механиз­
мов, обеспечивающих радиоустойчивость растений. Для модифи­
кации лучевого поражения применяют различные факторы. Физи­
ческие факторы как модификаторы имеют ряд существенных 
преимуществ по сравнению с химическими соединениями. Хими­
ческие модификаторы лучевого поражения — радиопротекторы и 
радиосенсибилизаторы обычно токсичны, они нарушают нормаль­
ный ход клеточных процессов, оказывая подчас необратимое дей­
ствие. Физические факторы не имеют такого побочного действия. 
Физические модифицирующие воздействия — свет различных участ­
ков спектра, температура являются древними эволюционными факто­
рами, влияние которых было особенно значительным на ранних этапах 
эволюции, когда земная поверхность подвергалась повышенному 
действию солнечной радиации и резким температурным скач­
кам [2].

Остановимся кратко на феноменологических особенностях и 
механизмах таких различных фотомодифицирующих воздействий, 
как фотореактивация [ФР], фотозащита [ФЗ] и фотодинамический 
эффект [ФДЭ]. Наиболее изученным является механизм ФР [19], 
который состоит в том, что поражающее действие УФ-излучения мо­
жет значительно уменьшаться, если УФ-облученные клетки осве­
тить видимым светом. Обнаружен специальный фермент ФР, ко­
торый репарирует УФ-повреждения ДНК- Эффект ФЗ состоит в 
том, что поражающее действие УФ заметно снижается, если клетки 
перед облучением осветить видимым светом [18]. ФДЭ — необрати­
мое повреждение видимым светом клеток или организмов в присут­
ствии кислорода, сенсибилизированное красителями [7]. Для опи­
сания процесса ФР применяют математические модели: Новика — 
Сцилларда [23] и модель ФР, предложенную E. Н. Кабаковым и 
В. И. Корогодиным [5]. Идеи этих моделей мы использовали при 
интерпретации полученных нами экспериментальных результатов 
и поэтому остановимся на них подробнее ниже. Следует подчерк­
нуть, что описанные механизмы модификации действуют при пора­
жении УФ-излучением. Опубликовано очень мало данных о воз­
можности модификации видимым светом поражения от ионизи­
рующих излучений [17, 15].
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НИТЧАТЫЕ ВОДОРОСЛИ КАК МОДЕЛЬ
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ МОДИФИКАЦИИ ЛУЧЕВОГО ПОРАЖЕНИЯ 
МНОГОКЛЕТОЧНОГО РАСТИТЕЛЬНОГО ОРГАНИЗМА

Для изучения модификации лучевого поражения видимым све­
том мы избрали объектом исследования нитчатую синезеленую 
мйкроводоросль Plectonema boryanum (Р. b.) [4]. Особи этого простей­
шего многоклеточного организма представляют собой трихомы — 
нити, состоящие из цепи клеток (от 1 до 100 и более). За период 
эволюции синезеленые водоросли, по-видимому, сохранились мало- 
измененными, несмотря на действие мутагенных факторов, особенно 
сильных на ранних этапах эволюции. Причины высокой ста- 
бйльности прокариотов — синезеленых водорослей мало изучены. 
Возможно, стабильность данного типа отражается в чрезвычайно 
высокой радиоустойчивости этих организмов [21]. Поэтому изуче­
ние природы радиоустойчивости синезеленых водорослей заслу­
живает, по нашему мнению, особого внимания. Высокая радио­
устойчивость синезеленых водорослей может обеспечиваться осо­
бой радиоустойчивостью генетического аппарата, функционирова­
нием репарирующих систем [14], а также системой популяционно­
го восстановления, высокоэффективной у данного объекта [1]. 
Следует заметить, что в данной работе термин «популяция» употреб­
ляется в широком смысле, для обозначения группы, сформировав­
шейся в процессе отбора особей данного вида, населяющих опреде­
ленное местообитание и имеющих сходную наследственность, но с 
индивидуальными различиями [11] в отличие от определения менде- 
левских популяций [3]. Популяционное восстановление в случае 
данного объекта проявляется в том, что под действием радиации 
происходит элиминация наиболее поврежденных трихомов. Восста­
новление популяции происходит за счет размножения выживших 
трихомов.

Недавно была опубликована работа Асато [15], в которой опи­
сана возможность модификации видимым светом гамма-индуциро- 
ванного лучевого поражения одноклеточной синезеленой водорос­
ли Anacystisnidulans. Ранее нами [8] были опубликованы данные об 
эффективной модификации лучевого поражения у Plectonema borya­
num. Вербин [24] обнаружил у Р. Ь. эффективную ФР после облуче­
ния УФ, чем подтвердил возможность использования видимого све­
та для модификации лучевого поражения у синезеленых водорослей. 
Этот эффект мы впоследствии назвали фотомодификацией (ФМ) 
[9, 10]. Вместе с тем радиобиологические исследования такого про­
стейшего многоклеточного организма, какР. Ь., позволяют получать 
данные, характеризующие различие между радиобиологическими 
реакциями многоклеточных и одноклеточных организмов.

Нами исследованы феноменологические особенности и механиз­
мы модификации лучевого поражения Р. Ь. видимым светом [9, 10]. 
Исследования проводились на нитчатой синезеленой микроводо­
росли Plectonema boryanum (штамм IV 594, коллекция Левина), 
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полученной от Л. А. Сиренко. Культуру водорослей выращивали 
на жидкой среде Фицжеральда 11 в люминотермостате при темпера­
туре 30° и освещенности 1500 люкс. Длина дня и ночи составляла 
соответственно 16 и 8 ч. Трихомы Р. Ь. представляют собой цепочку 
из разного числа клеток, что имеет немаловажное значение при оцен­
ке выживаемости водоросли. Для облучения использовали культуру, 
находящуюся в начале логарифмической фазы роста при концен­
трации клеток 2 млн!мл. Концентрацию клеток определяли по 
оптической плотности на ФЭК-М. Культуру облучали гамма-радиа­
цией 60Со в дозе 200 крад (ЛД90) при мощности дозы 200—300 рад/сек. 
В опытах по фотомодификации (ФМ) воздействовали видимым све­
том до, во время либо после гамма-облучения. Суспензию освещали 
с помощью лампы накаливания (300 ватт), создавая освещенность 
на поверхности пробирок с культурой около 16 000 люкс. Для 
предотвращения нагревания суспензии свет пропускали через 
водяной фильтр. Спектр действия ФМ изучали, используя набор 
стеклянных светофильтров. Постоянство интегральной интенсив­
ности света в разных вариантах опыта обеспечивали соответствую­
щим выбором интенсивности и времени освещения. При изучении тем­
пературной зависимости ФМ облучение и освещение суспензии про­
изводили в термостатированных условиях в интервале температур 
от 5 до 45° (±1). Выживаемость водоросли определяли по методу 
макроколоний при посеве суспензии в чашки Петри на двуслой­
ный агар внутрь верхнего слоя (плотность агара 0,75%). Чашки 
Петри помещали на люминостат (освещенность 4000—5000 люкс) 
и спустя 6—10 дней производили подсчет числа макроколоний. 
Для исследования изменения состояния трихомов при облучении 
культуру водоросли наносили на агаре в камеру Фукса — Розента­
ля и фотографировали трихомы под микроскопом МБИ-6. По фото­
снимкам одних и тех же трихомов до и после облучения судили об 
изменении их состояния. В специальных опытах изучали состав по­
пуляции по частоте встречаемости трихомов разной длины, т. е. 
состоящих из разного числа клеток. Из растущей культуры водо­
рослей на разных этапах роста отбирали пробы и облучали. Суспен­
зию различных вариантов наносили на камеры Фукса — Розен­
таля и фотографировали. Затем на микрофотоснимках производили 
обмер трихомов водоросли и подсчет числа клеток в них (не менее 
1000 особей на вариант). На основании этих данных были построены 
частоты встречаемости трихомов водорослей, состоящих из разного 
числа клеток. В опытах по облучению на твердой среде трихомы, 
фиксированные в агаре, облучали и после проращивания подсчиты­
вали число выживших макроколоний. В опытах с лизоцимом изу­
чали выживаемость и способность к ФМ при обработке водоросли 
препаратом лизоцима «Серва» в различных концентрациях.
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ФЕНОМЕНОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ
ФОТОМОДИФИКАЦИИ ЛУЧЕВОГО ПОРАЖЕНИЯ
У СИНЕЗЕЛЕНОЙ ВОДОРОСЛИ PLECTONEMA BOR YANUM

Представление об эффективности процесса ФМ можно получить, 
изучая зависимость эффекта от интегральной интенсивности света. 
С этой целью мы проводили эксперименты, используя два подхода. 
При первом, поддерживая постоянную интенсивность света (16 000 
люкс), изменяли время освещения (рис. 63). Кривая 1 характеризует 
кинетику ФМ в зависимости от времени воздействия видимого света, 
начиная с момента, когда было начато гамма-облучение и после не­

го. Как видно, с увеличением 
интегральной интенсивности

Доза облучения, крад 
ВремяФМ.мин

Рис. 63. Зависимость выживаемости 
от времени освещения (/), дозы (2), 
а также зависимость относительной 
эффективной дозы от времени 
освещения (5). Заштрихованная по­
лоса — время гамма-облучения.

Рис. 64. Зависимость выживаемости 
от интенсивности освещения (время 
освещения 20 мин).

света выживаемость водоросли 
увеличивается и, достигая мак­

симального уровня, выходит на плато, которое ниже уровня вы­
живаемости необлученного контроля. Последнее обстоятельство 
говорит о наличии необратимого компонента лучевого поражения. 
Отметим, что наблюдаемая нами ФМ является процессом более бы­
стрым, чем ФР; она полностью завершается за 60 мин, в то время 
как ФР у данного объекта завершается за 20 ч [24]. Форма кривой 
кинетики ФМ и наличие плато характерны также для кривой ФР 
[5], т. е. для процесса восстановления по типу уменьшения эффек­
тивной дозы (модель Новика — Сцилларда [23]), которая описыва­
ется уравнением

О) = -^- = K + {\-K)e~Bt

где Do—доза гамма-облучения, Dt —эффективная доза, которой 
соответствует выживаемость после времени восстановления t, 
К — необратимый компонент лучевого поражения, В — скорость 
восстановления, D* — относительная эффективная доза.
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Условно применим данную модель к описанию процесса ФМ. 
Обработка кривой ФМ (рис. 63, 1) дает следующие параметры моде­
ли: скорость ФМ — В = 0,07 мин~г = 4,2 ч-1, а необратимый ком­
понент ФМ — /(=0,3.При втором подходе варьировали интегральную интенсивность 
света, сохраняя неизменной экспозицию. Как видно из рис. 64, в 
области малой интенсивности света с возрастанием ее до 2 000 

Рис. 65. Зависимость выживаемости си­
незеленой водоросли Plectonema borya­
num от дозы гамма-радиации в темно­
те (/) и на свету (2).

WW//W.V/T

-20 -10 0 10 20 $0
время освещения, мил

Рис. 66. Влияние позиции све­
тового воздействия (20 мин) отно­
сительно периода гамма-облуче­
ния на выживаемость водоросли. 
«0» — начало гамма-облучения, 
заштрихованная полоса — время 
гамма-облучения в дозе 200 крад.люкс наблюдалось резкое увеличе­

ние выживаемости, однако с даль­
нейшим ростом интенсивности све­
та выживаемость плавно уменьшалась, достигая некоторого посто­
янного уровня, который расположен выше уровня выживаемости 
водорослей, облученных в темноте. Изменение интенсивности света 
не влияло на выживаемость необлученного контроля. Выявленный 
характер кинетики свидетельствует о наложении, по крайней мере, 
двух эффектов, один из которых является положительной ФМ, а 
другой представляет собой отрицательную ФМ.

Для понимания сущности эффекта ФМ многое дают радиобиоло­
гические характеристики процесса (рис. 65). Фактор уменьшения 
дозы (ФУД) для ФМ составляет 1,5. Сектор ФМ, равный 1—1/ФУД, 
по нашим данным, составил 0,4. Экстраполяционное число в слу­
чае ФМ -— 2, для темновой выживаемости — 3. Полученные данные 
говорят о высокой эффективности процесса ФМ.

Ряд экспериментов был посвящен изучению оптимальных усло­
вий для наблюдения эффекта ФМ. В частности, исследовали, в ка­
кой момент времени следует воздействовать светом до, во время 
или после гамма-облучения, чтобы ФМ была максимальной. Ре­
зультаты эксперимента приведены на рис. 66. Освещение начинали 
в определенный момент времени, указанный на графике, и про­
должали в течение 20 мин. Как видно, ФМ наиболее существенная в 
том случае, когда действие света захватило период гамма-облуче-
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ния. ФМ при воздействии света до, а особенно после гамма-облу­
чения была неэффективной. Эти данные говорят о том, что необра­
тимый компонент ФМ формируется непосредственно во время 
действия радиации. Видимо, при облучении возникают состояния

Рис. 67. Кинетика роста культуры (а), зависимость темновой выжи­
ваемости (б) и выживаемости после ФМ от возраста облучаемой куль­
туры (в).

клеток или трихомов водоросли, которые могут быть фотомодифи- 
цированы, но могут и утрачивать эту способность.

Для выбора оптимальных условий ФМ необходимо знать, бу­

Рис. 68. Зависимость выживаемости 
от температуры во время гамма- 
облучения в темноте (/) и на све­
ту (•?)■

дет ли возраст культуры и связанное 
с ним физиологическое состояние 
объекта влиять на ход ФМ. В свя­
зи с этим мы изучали темновую 
выживаемость и способность к ФМ 
у культуры разного возраста (рис. 
67). Выживаемость и способность 
к ФМ оказалась наибольшей на 4— 
5-й день роста, что соответствует 
началу логарифмической фазы рос­
та культуры. Поэтому все опыты 
проводили на культуре 4—5-днев­
ного возраста.
Мы изучали в условиях опти­

мальной ФМ спектр действия это­
го эффекта и обнаружили достоверный максимум в синей области 
спектра (340—400 нм). Небезынтересно, что максимум ФР у Р. Ь. 
также имеет место в синей области спектра [24].
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На рис. 68 приведены данные о зависимости эффекта ФМ и вы­
живаемости в темноте от температуры. Выживаемость в темноте 
мало зависит от температуры в момент облучения. В диапазоне от 
5 до 45° температурный коэффициент для нее составляет всего 
1,1 (Qlo). При ФМ с повышением температуры от 5 до 16° выжи­
ваемость незначительно возрастала (Qlo = 1,2); при дальнейшем 
повышении температуры от 16 до 45° имел место резкий спад вы­
живаемости, свидетельствующий о потере водорослями способности 
к ФМ. По нисходящему участку кривой можно оценить энергию 
активации перехода фотомодифицируемого состояния трихома в 
нефотомодифицируемое, которая составляет весьма скромную ве­личину (Е = 7 ккал/моль).

Таковы феноменологические особенности эффекта ФМ. Сравни­
вая ФМ с такими известными механизмами модификации лучевого 
поражения видимым светом, как ФР, ФЗ и ФДЭ [7], можно сделать 
вывод, что эффект ФМ нельзя свести ни к одному из них.

МЕХАНИЗМ ФОТОМОДИФИКАЦИИ ЛУЧЕВОГО 
ПОРАЖЕНИЯ СИНЕЗЕЛЕНОЙ ВОДОРОСЛИ PLECTONEMA 
BORYANUM

Для объяснения наблюдаемого эффекта мы выдвигали гипотезу 
фрагментации трихомов, сущность которой состоит в допущении, 
что при действии радиации и света возникают «метастабильные» 
состояния трихомов, которые могут распадаться на жизнеспособ­
ные фрагменты, причем свет способствует этому. Вместе с тем три­
хомы могут утрачивать способность к фрагментации. Возникаю­
щие фрагменты могут сформировать отдельные макроколонии. Гипо­
теза фрагментации трихомов предполагает существование попу­
ляционного механизма ФМ. В соответствии с гипотезой должна 
существовать связь между выживаемостью водоросли при облучении 
в темноте и способностью к ФМ. Для проверки этого предположе­
ния мы изучали темновую выживаемость после облучения в дозе 
200 крад и способность к ФМ при разных мощностях дозы (рис. 69). 
С возрастанием мощности дозы темновая выживаемость уменьша­
лась, выживаемость же варианта при максимальной ФМ практи­
чески не зависела от мощности дозы. Видимо, система ФМ дополня­
ет своим действием то, что не успевает завершить темновая система 
обеспечения радиоустойчивости, действующая непосредственно во 
время гамма-облучения. Связь системы темновой модификации (ТМ) 
и ФМ представляется нам достаточно четко наметившейся. Эти дан­
ные хорошо согласуются с гипотезой фрагментации трихомов. Для 
наблюдаемого процесса ТМ мы считаем возможным применить 
модель, предложенную В. Г. Петиным [12] для описания про­
цесса восстановления дрожжей, происходящего во время облуче­
ния и зависящего от мощности дозы. Модель В. Г. Петина представ­
ляет собой видоизмененную модель Новика — Сцилларда (модель 
уменьшения эффективной дозы) для случая, когда восстановление 
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происходит во время облучения, т. е. зависит от мощности дозы и 
описывается уравнением

= +KIt,

где I — мощность дозы, t — время гамма-облучения, К — необра­
тимый компонент ТМ, b — скорость ТМ, I • t = Do — доза гамма- 
облучения, Dt — эффективная доза, которой соответствует выжи­

Рис. 70. Кинетика ФМ при гамма-облу­
чении в дозе 250 крад (1) и 500 крад (2). 
Повторная ФМ после облучения второй 
дозой 250 крад (3).

Рис. 69. Влияние мощности дозы 
гамма-радиации на выживаемость 
водоросли при облучении в темноте 
(/) и на свету (2).

ваемость после /-времени ТМ. Применение этой модели к нашим дан­
ным дает такие параметры ТМ: k = 0,45; b = 0,5 ч-1. ТМ менее 
эффективна, чем ФМ.

Согласно гипотезе, возникновение фрагментов трихомов при 
облучении должно изменять радиочувствительность популяции во 
время облучения и ФМ, так как способность к фрагментации, ви­
димо, постепенно уменьшается. Для проверки этого предположения 
мы применили метод повторной ФМ. Если популяционное замеще­
ние по механизму фрагментации трихомов играет значительную 
роль в ФМ, то повторная ФМ в максимуме первой ФМ должна быть 
мало эффективной. Полученные данные (рис. 70) показывают, что 
после максимальной первой ФМ резко, примерно на два порядка, 
убывает радиоустойчивость водоросли к повторному облучению, 
а также уменьшается способность к повторной ФМ, т. е. резко уве­
личивается необратимый компонент ФМ. Видимо, в период макси­
мума первой ФМ популяция приходит в состояние высокой радио­
чувствительности. Можно предположить, что при этом происходит 
сильная фрагментация трихомов, что резко повышает радиочувстви­
тельность водоросли к повторному облучению и снижает ее спо­
собность к ФМ. Изложенные выше факты полностью объясняются 
гипотезой фрагментации трихомов.
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Мы провели ряд специальных экспериментов для изучения 
фрагментации трихомов. Для этого фиксированные на агаре в ка­
мере Фукса — Розенталя трихомы облучали и фотографировали 
под микроскопом. На микрофотографиях (рис. 71) видно, что спу­
стя сутки появились фрагменты трихомов. Следовательно, под влиянием гамма-облучения трихо­
мы действительно фрагментируют­
ся. Естественная фрагментация 
трихомов вследствие размножения 
(контроль) происходила значитель­
но позже — на 6—8-день роста.

Результаты исследования час­
тоты встречаемости трихомов раз­
ной длины в популяции водорос­
ли представлены на рис. 72. На 
второй день роста (рис. 72, а) три­
хомы укорочены, и число оди­
ночных клеток в популяции уве­
личено. Различия между световыми 

Рис. 71. Состояние трихомов водо­
росли (указанных стрелками) нака­
нуне (7), сразу после облучения (2) 
и на следующий день

и темновыми вариантами, а также ФМ выживаемости не наблюда­
лось. На четвертый день роста (рис. 72, б) трихомы удлинились, 
число одиночных клеток уменьшилось. Различия вариантов, кото­
рые видны только в числе одиночных клеток, показывают, что гам­
ма-облучение на свету заметно увеличивает число одиночных кле­
ток по сравнению со световым контролем. В этом случае в популя­
ции наблюдалась эффективная ФМ. На седьмой день роста (рис. 72, в) 

G Число к потоков трихоме

Рис. 72. Кривые частоты встречаемости трихомов водоросли с раз­
ным числом клеток в нити на 2-й (а), 4-й (б) и на 7-й (в) день 
роста культуры:
1 — облучение в темноте, 2 — облучение на свету, 3 — контроль на свету, 
4 — контроль в темноте.
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происходило дальнейшее удлинение трихомов популяции и умень­
шение числа одиночных клеток. Свет и радиация способствовали 
увеличению числа одиночных клеток в составе популяции. Наблю­
далась эффективная ФМ. Таким образом, свет и радиация заметно 
влияют на структуру популяции, вызывая увеличение числа корот­
ких фрагментов и одиночных кле­
ток. Данные являются прямым под­
тверждением гипотезы фрагмента­
ции трихомов.

Поскольку число макроколо­
ний, возникающих от фрагментов 
трихомов, должно зависеть от плот­
ности агара, этим можно вос­
пользоваться для оценки вклада 
фрагментации трихомов в ФМ и ра­
диоустойчивость водоросли. В спе­
циальных экспериментах мы изу­
чали влияние плотности агара 
на способность к ФМ культуры, 
облучаемой на твердой среде. С уве­
личением плотности агара радио­
устойчивость водоросли уменьша­
лась. При облучении на плотном 

Рис. 73. Кинетика ФМ при облуче­
нии суспензии водоросли (/) и при 
облучении водоросли на твердом 
агаре (0,5%) (2).

агаре (0,75, 1,1,5%) ФМ не наблюдалась. Только при плотности агара 
0,5% наблюдали заметную ФМ, которая составляла 30% ФМ,
регистрируемой у этой же культуры, облученной в жидкой суспензии (рис. 73). Вероятно, плот-

03
0,2

°,1

д/
0,5

0,4

0024 0,0320,008 0,010
Концентрация лизоцима?/о

Рис. 74. Зависимость выживаемости водоросли 
при обработке суспензии различными концентра­
циями лизоцима после облучения в дозе 250 
крад в темноте (7) и при максимальной ФМ (2).

О

ныи агар, препятствуя 
расхождению фрагмен­
тов, влияет на выжи­
ваемость водоросли при 
облучении в темноте и 
снижает ее способность 
к ФМ.

Известно, что обра­
ботка лизоцимом лишает 
клетки синезеленых во­
дорослей оболочки [16]. 
Возможно, при этом по­
вышается вероятность 
образования фрагментов 
трихомов. В связи с этим 
мы использовали лизо­
цим в различных концен­
трациях как фрагмен­

тирующий фактор. Из рис. 74 видно, что лизоцим имитирует эффект 
ФМ. Фотомодификация проявлялась при малых концентрациях ли­
зоцима, при высоких концентрацях она оказалась неэффективной.
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Таким образом, видимый свет и лизоцим при действии гамма-радиа­
ции и света конкурируют друг с другом за влияние на радиоустой­
чивость нитчатой синезеленой водоросли Plectonema boryanum.

МАТЕМАТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ ФОТОМОДИФИКАЦИИ

Полученные нами данные позволяют считать, что эффект по­
пуляционного замещения, видимо, играет основную роль в обеспе­
чении радиоустойчивости Plectonema boryanum и в эффекте ФМ. Наи­
более вероятным механизмом, обеспечивающим радиоустойчивость 
популяции и ее способность к ФМ, является индуцируемая гамма- 
радиацией и светом способность к образованию жизнеспособных 
фрагментов трихомов. На основании полученных данных, исполь­
зуя модели Новика — Сцилларда, В. Г. Петина и В. И. Корогоди­
на, мы построили математическую модель ФМ и ТМ по механизму 
фрагментации трихомов. В модели предполагается, что гамма-ин- 
дуцированные метастабильные состояния трихомов могут на свету 
с вероятностью Р4 фрагментироваться на М-жизнеспособных фраг­
ментов и с вероятностью Р3 утратить эту способность к фрагмента­
ции. Проведенная нами формализация этих предположений дает 
такую формулу для эффективной дозы после /-времени ФМ:

+ Jə! (l—e-(6 + BHo)4-
+ (1 - ” (fг++/А~) До} [^ + (1 - К) • е ~ g (Z ~ ц |, 

где: Д*м — эффективная доза после /-времени ФМ; п — число 
фрагментов, приходящихся на один выживший трихом при ФМ во 
время облучения; Do — доза облучения; Рг— вероятность фрагмен­
тации трихома при облучении в темноте; Р2—вероятность утратить 
эту способность; Р3 — вероятность фрагментации во время ФМ; 
/^—вероятность утратить эту способность; b = /\+ Р2 — скорость 
ТМ; В = Р3ф- Р4— скорость ФМ; К = 1 — 4iP4(P3+ Р4) — необра­
тимый компонент ФМ; м — то же самое во время ФМ в пострадиа­
ционный период;/0 — время гамма-облучения; / — мощность дозы. 
Выражение в фигурных скобках представляет собой эффективную 
дозу, полученную в результате ТМ и ФМ за время гамма-облуче­
ния. Ниже представлены основные параметры ТМ и ФМ после обра­
ботки экспериментальных данных с позиций этой модели:

Темновая модификация
/\ = 0,3 ч~1
Р2 = 0,2 ч-1
К = 0,45
b = 0,5 ч~1

ФУД = 2,2

ФУД, ТМ и ФМ рассчитаны для 
способности к фрагментации, и 
тивность процесса фрагментации

Фотомодификация
Р3 = 2,1ч-1

■ Р4 = 2,1 ч-1
К = 0,3
В = 4,2 ч-1ФУД = 3,3 

популяции, полностью лишенной 
характеризуют скрытую эффек- 
трихомов.
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ВОЗМОЖНАЯ РОЛЬ РЕПОПУЛЯЦИИ ПО МЕХАНИЗМУ 
ФРАГМЕНТАЦИИ В РАДИОУСТОИЧИВОСТИ РАСТЕНИЙ

Изучение эффекта ФМ у Plectonema boryanutn позволило обнару­
жить важную роль популяционного механизма — фрагментации 
трихомов в обеспечении ее радиоустойчивости на свету и в темноте. 
Оказалось, что простейший многоклеточный организм — синезеле­
ная водоросль обладает быстрой и эффективной системой обес­
печения радиоустойчивости. Возможно, подобные механизмы есть 
у многих биологических объектов. Фрагментация — способность 
многоклеточной биологической системы и популяции делиться функ­
ционально или морфологически на жизнеспособные подсистемы, ге­
терогенные по радиочувствительности, и с помощью этой гетеро­
генности резко увеличивать радиоустойчивость организма или 
популяции является, вероятно, достаточно универсальным спосо­
бом защиты многоклеточного организма и популяции от действия 
экстремальных факторов, в том числе и от ионизирующей радиации. 
Ранее мы отмечали, что синезеленые водоросли являются, видимо, 
самыми радиоустойчивыми организмами на земле. По данным Кра­
ус [21], ЛД90 для них изменяется в пределах от 200 до 2000 крад 
(табл. 34). Выживаемость водорослей Краус определяла по при-

Таблица 34
Характеристика радиочувствительности различных видов синезеленых водорослей

Радиочувст­
вительность Вид ЛД,о, 

крад
Морфологическая 

форма

Чувстви­
тельныеЛД90 < 400 
крад

Anacystis marina (К)
Anacystis nidulans IU 615
Schizothrix calcicola (BB), (K 7)
Microcystis aeruginosa (K) 
Coccochloris peniocystis

одноклеточная 
одноклеточная 
нитчатая 
одноклеточная 
одноклеточная

Среднечувст­
вительные 
400<ЛД90< 
<1200 крад

Scytonema hoffmannii (K) 
Phormidium autumnale (K) 
Coccochloris stagnina 
Oscillatoria brevis 
Anabaena variabilis (K) 
Tolypothrix tenuis 
Anacystis thermalis 
Tremyella diplosiphon

900

1200
1000

нитчатая 
нитчатая 
одноклеточная 
нитчатая
нитчатая 
нитчатая 
одноклеточная 
нитчатая

Высокоус­
тойчивые

ЛД8о>1200 
крад

Oscillatoria tenuis 
Phormidium luridum 
Plectonema calothricoides 
Schizothrix calcicola (SF) 
Plectonema boryanum 
Nostoc lunckia (K) 
Nostoc muscorum (K) 
Nostoc sp. (Tex) 
Lyngbyades tuarii (K) 
Microcoleus vaginatus [K]

1400

1700

1750
1600 
1400

19501970

нитчатая 
нитчатая 
нитчатая 
нитчатая 
нитчатая 
нитчатая 
нитчатая 
нитчатая 
нитчатая 
нитчатая
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ростам веса биомассы. Автор разбила исследованную группу во­
дорослей по радиочувствительности на три класса: чувствитель­
ные (ЛД90 < 400 крад), среднеустойчивые (400 крад ЛД90 < 
< 1200 крад), устойчивые (ЛД90> 1200 крад). Мы добавили графу, 
в которой дана характеристика организации и степени слож­
ности исследованных организмов (одноклеточные, нитчатые). 
Из этой графы таблицы видно, что среди чувствительных видов 
нитчатая форма встречается один раз из пяти, в группе средне­
устойчивых их шесть из восьми изученных, а среди высокоустой­
чивых все формы нитчатые. Представляет интерес синезеленая 
водоросль Lyngbyades tuarii (К), ЛД90 которой одно из самых вы­
соких (1950 крад). Для нее характерны наличие специального меха­
низма высвобождения фрагментов из оболочки трихома и гетероген­
ность клеток по длине трихома. По нашим данным, такая осо­
бенность морфологии должна существенно сказаться на ее радио­
устойчивости. Самый радиоустойчивый из описанных организмов 
Microcoleus vaginatus (К) (ЛД90 = 1970 крад) имеет во влагали­
щах систему канатовидноскрученных трихом [6], что, видимо, долж­
но влиять на его радиоустойчивость. На основании данных, полу­
ченных на Plectonema boryanum, можно полагать, что радиочувстви­
тельность отдельных видов микроводорослей зависит от степени 
морфологической сложности, уровня организации и эффективности 
механизма защиты по типу фрагментации трихомов. Вероятно, 
замеченное нами повышение радиоустойчивости у различных ви­
дов синезеленых водорослей по мере их морфологического услож­
нения можно объяснить эффектами, подобными механизму фрагмен­
тации трихомов при облучении у синезеленой водоросли Plecto­
nema boryanum.По нашему мнению, Plectonema boryanum, являясь простейшим 
многоклеточным организмом, может служить объектом и моделью 
для изучения радиобиологических особенностей многоклеточных 
организмов по сравнению с одноклеточными.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Процессы, происходящие в облученных растительных клетках и 
многоклеточных организмах, характеризуются большим разнооб­
разием. Они охватывают отдельные звенья метаболизма и регу­
ляцию эпигенетических явлений. Ряд процессов связан с прогрес­
сивным развитием лучевого поражения, которое приводит впо­
следствии к летальному исходу. Часть же процессов направлена 
на нормализацию всех функций растения, поэтому их можно рас­
сматривать как составляющие сложного явления пострадиацион­
ного восстановления. Совокупность процессов, нормализующих 
функции клетки или организма, имеет прямое отношение к радио­
устойчивости растений, их можно называть механизмами радио­
устойчивости. Радиоустойчивость, характеризующаяся уровнем 
переносимых доз радиации, отражает эффективность действия от­
дельных процессов восстановления. Действительно, радиоустой­
чивость организма определяют не только факторы, которые вос­
станавливают возникшие при действии излучения молекулярные 
повреждения, но и такие, благодаря которым выход радиационно­
химических нарушений оказывается заниженным. Следователь­
но, нужно отличать механизмы радиоустойчивости восстанавли­
вающего характера от механизмов, обусловливающих низкий уро­
вень первичных молекулярных повреждений. Несомненно, оба 
типа процессов, определяющих радиоустойчивость растения, в 
своем проявлении тесно связаны: если возникают потенциально 
летальные повреждения, то в последующие периоды жизни клет­
ки они подвергаются элиминации благодаря функционированию 
систем восстановления. Факторы, модифицирующие радиоустой­
чивость, могут затрагивать условия, определяющие выход радиа­
ционно-химических повреждений, либо изменять интенсивность 
восстанавливающих процессов. Если факторы химической при­
роды изменяют радиационные выходы первичных поражений, их 
относят к радиопротекторным или радиосенсибилизирующим. 
Если же изменяется напряженность восстанавливающих процес­
сов, говорят о модификации лучевого поражения.

Сложность ситуации, определяющей уровень радиоустойчи­
вости растения, не позволяет свести природу радиоустойчивости
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к достаточно простому определению. Это и сказалось на струк­
туре данной монографии, описываемые в которой факты и зако­
номерности на первый взгляд могут показаться несколько раз­
общенными. Однако это — кажущаяся разобщенность: совокуп­
ность обнаруженных явлений свидетельствуют о четкой слажен­
ности функционирования ряда систем, кооперация которых 
определяет возможные уровни переносимых доз радиации и пре­
делы модифицируемости радиоустойчивости организма.

Радиационное поражение начинается с тех нарушений, кото­
рые порождаются молекулярными повреждениями ядра клетки 
и уникальных структур цитоплазмы. На этом этапе радиопро- 
текторные и радиосенсибилизирующие агенты оказывают опреде­
ляющее влияние на радиоустойчивость. Они могут иметь эндоген­
ное происхождение или проникать к месту действия радиации в 
клетку извне. Конечно, основными восстанавливающими процес­
сами на этом уровне является репарация ДНК и восстановление 
хроматина за счет его компонентов, синтезированных de novo. 
В связи с этим чрезвычайно важен установленный факт четкой 
зависимости радиоустойчивости растения от функционального 
состояния генома: в зависимости от того, пребывают ли гены в 
состоянии репрессии или дерепрессии, существенно изменяется 
радиоустойчивость растения.

Именно вследствие этого радиоустойчивость клетки на протя­
жении жизненного цикла подвержена существенному варьирова­
нию, причем наиболее устойчивым его периодом является первая 
половина пресинтетической фазы. Если считать, что выживае­
мость клеточной популяции определяется фракцией клеток, ха­
рактеризующейся самой высокой радиоустойчивостыо, то асин­
хронность клеточных делений, благодаря которой в клеточной 
популяции в любой момент времени имеются клетки пресинтети­
ческой фазы, является одним из существенных факторов, обу­
словливающих уровень радиоустойчивости растения.

В том случае, когда субклеточные системы, определяющие ра­
диоустойчивость образовательной ткани, не приводят к ликви­
дации повреждений генетических управляющих систем клетки, 
последние могут элиминироваться. Форма инактивации повреж­
денной клетки определяет момент ее элиминации.

Особенно четко клеточные и тканевые процессы, определяю­
щие радиоустойчивость организма, проявляются у водорослей, у 
которых в наиболее элементарной форме представлены основные 
механизмы пострадиационного восстановления клеток и восста­
новительные процессы клеточно-популяционного уровня.

Понимание существа процессов, определяющих радиоустойчи­
вость растения, служит основой для построения определенной 
стратегии в управлении лучевыми реакциями, что имеет большое 
значение и для общей радиобиологии растений, и для решения 
многих задач прикладной радиобиологии.
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