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рефераТ
 Цель: Изучение влияния хронического воздействия ионизи-

рующего излучения на секреторный и пролиферативный потен-
циал фибробластов.

Материал и методы: Изучены пролиферативный потенци-
ал и секреторная активность фибробластов, полученных от лиц, 
подвергшихся хроническому радиационному воздействию во 
время проживания на радиоактивно-загрязненных территориях 
вдоль реки Течи (10 образцов), а также необлученных доброволь-
цев (10 образцов). Пролиферативная активность фибробластов 
изучалась путем определения клеточного и нормализованного 
клеточного индекса дельта, а также угла наклона кривой на ста-
дии экспоненциального роста, секреторная активность оценива-
лась по концентрации в культуральной жидкости фактора роста 
эндотелия сосудов (VEGF), интерлейкина 6 (ИЛ-6), нейротро-
фического фактора мозга (BDNF) и фактора роста фибробластов.

результаты: Установлена значимо (p < 0,05) более высокая 
концентрация VEGF и BDNF у необлученных добровольцев по 
сравнению с лицами, подвергшимися радиационному воздей-
ствию. Концентрация ИЛ-6 и время удвоения клеточной популя-
ции были значимо выше у последних. Показана зависимость про-
лиферативной активности фибробластов от дозы ионизирующего 
излучения: более высокие значения времени удвоения клеточной 
популяции у лиц, подвергшихся воздействию меньших доз ио-
низирующего излучения. Установлено наличие корреляционных 
связей между дозой излучения и секреторной и пролиферативной 
активностью фибробластов. 

Выводы: Накопленная доза излучения на мягкие ткани и 
ККМ оказывает значимое влияние на секреторную активность и 
пролиферативный потенциал фибробластов кожи, коррелирует 
с сывороточными уровнями основных биохимических маркеров 
лиц, подвергавшихся хроническому облучению. Установлены 
клинико-лабораторные параметры, имеющие корреляционную 
связь с показателями пролиферативной и секреторной актив-
ности, которые могут быть использованы в дальнейших иссле-
дованиях при создании расчетного индекса пролиферативного 
потенциала.

ABSTRACT 
 Purpose: To evaluate the influence of the ionizing radiation on 

fibroblasts’ secretion activity and their proliferative potential.
Material and methods: Secretion activity and proliferative 

potential of fibroblasts gained from chronically exposed to ionizing 
radiation people (10 specimens) and healthy donors (10 specimens) 
were studied. Cell index, normalized cell index delta, and slope of the 
exponential growth curve were calculated, concentration of vascular 
endothelial growth factor (VEGF), interleukin-6 (IL-6), brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF), and fibroblast growth factor (FGF) in the 
cultural media were determined.

Results: Higher concentration of VEGF and BDNF in cultural 
fluid of fibroblasts gained from healthy volunteers was found. 
Concentration of IL-6 and cell doubling time were greater in patients’ 
exposed to ionizing radiation. Cell doubling time was bigger for 
fibroblasts gained from patients with lower dose of irradiation. It was 
found that there is the correlation between the dose of ionizing radiation 
and the fibroblasts’ secretion activity and proliferative potential.

Conclusion: Ionizing radiation affects fibroblasts’ secretion and 
proliferation on doze-dependent manner.
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Введение

В последнее время отмечается повышение радиа-
ционного воздействия на человека как от естествен-
ных, так и от искусственных источников. Повышение 
уровня естественного ионизирующего излучения 
связывается с неблагоприятным антропогенным воз-
действием на окружающую среду. Повышение искус-
ственного радиационного воздействия связывается 
с учащающимся его использованием в противоопу-
холевой терапии, при рентгенологических исследо-
ваниях, с антропогенным загрязнением отходами 
и побочными продуктами атомной энергетики [1]. 
Чрезмерное воздействие ионизирующего излучения 
вызывает нарушения на молекулярном, клеточном 
и тканевом уровнях и может обусловить, таким об-
разом, развитие клинически значимой патологии [2].

При воздействии ионизирующего излучения, в 
отличие от других физических факторов, обнаружи-
вается разная чувствительность (радиочувствитель-
ность) отдельных органов и тканей. Их повреждения 
выявляются лишь после достижения определен-
ной для каждой ткани (органа) пороговой дозы, а 
по времени — после некоторого скрытого периода, 
длительность которого для каждой ткани зависит 
еще и от продолжительности цикла клеточного об-
новления [3]. радиационная гибель фибробластов и 
мультипотентных мезенхимальных клеток, радио-
чувствительность которых достаточно велика [4], 
рассматривается как основная причина изменения 
функциональных особенностей кожи. 

фибробласты обеспечивают морфофункциональ-
ную организацию кожи не только в физиологических 
условиях, но и при патологии — активно участвуют 
в восстановлении её целостности после поврежде-
ний [5, 6]. Состояние фибробластов признано клю-
чевым фактором развития злокачественных новооб-
разований [7]. фибробласты продуцируют комплекс 
биологически активных веществ: фактор роста эн-
дотелия сосудов (VEGF), интерлейкин 6 (IL-6), ней-
ротрофический фактор мозга (BDNF), фактор роста 
фибробластов (FGF), благодаря чему осуществляется 
регуляторная и репаративная функции, а также реа-
лизуется их роль в патологических процессах [7, 8].

Таким образом, хроническое радиационное воз-
действие может оказывать негативное влияние на 
состояние фибробластов и обусловливать нарушение 
гомеостаза кожи, течение раневого процесса, пре-
ждевременное ее старение, а также развитие злокаче-
ственных новообразований.

Целью настоящей работы явилось изучение вли-
яния хронического воздействия ионизирующего из-
лучения на секреторный и пролиферативный потен-
циал фибробластов.

Материал и методы

Исследование выполнено с использованием фи-
бробластов кожи, полученных от лиц, подвергшихся 
воздействию хронического ионизирующего излуче-
ния во время проживания на радиоактивно-загряз-
ненных территориях вдоль реки Течи — 10 образцов, 
полученных от 10 пациентов. Образцы были разделе-
ны на группы в зависимости от накопленной пациен-
том дозе излучения на мягкие ткани: до 0,01 Гр (груп-
па 1.1); больше 0,01 Гр (группа 1.2) и накопленной 
дозе на красный костный мозг (ККМ): 1а группа — до 
0,031 Гр; 1б группа — 0,042 — 1,5 Гр.

Характеристика обследованного контингента 
представлена в табл. 1. Сопутствующая патология в 
группе была представлена распространенными в по-
пуляции нозологическими формами. У обследован-
ных пациентов не было зарегистрировано заболева-
ний, которые могли бы значимым образом влиять на 
состояние фибробластов кожи. 

Таблица 1
характеристика [%, (абс.)] исследуемого 

контингента

Признак Градация Облученные

Национальность
Тюрки 52 

Славяне 48 

Пол
Мужчины 30 

Женщины 70 

Всего 100 

Средний возраст, лет 66,4 ± 2,0

Средняя накопленная доза на мягкие ткани, Гр 0,035 ± 0,01

Средняя накопленная доза на ККМ, Гр 0,58 ± 0,14

Образцы крови брали у добровольцев только по-
сле подписания «Информированного согласия». 
Одновременно получали «Согласие на обработ-
ку персональных данных» (федеральный закон от 
27.07.2006 № 152-фЗ «О персональных данных»).

В качестве контроля использовались образцы, 
полученные от 10 необлученных добровольцев — 
группа 2.

В исследование не включались пациенты при на-
личии у них аутоиммунных заболеваний, признаков 
острых или хронических инфекционных заболева-
ний, лихорадочных состояний, онкологических за-
болеваний в анамнезе, хронических заболеваний пе-
чени и почек в стадии обострения, а также пациенты, 
проходившие обследование или получавшие лечение 
при помощи рентгенологических методов в течение 
6 месяцев до включения в исследование.

Забор биоматериала, выделение первичной куль-
туры, наращивание клеточной массы, составление 
иммунофенотипического профиля, а также криокон-
сервирование полученной культуры были выполнены 
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в рамках научно-исследовательской работы «Оценка 
онкогенного потенциала фибробластов кожи лиц, 
подвергающихся хроническому воздействию иони-
зирующего излучения, с помощью эксперименталь-
ной модели».

Для расчета контрольных точек в исследование 
были включены культуры фибробластов, выделенные 
из биоптатов кожи 10 необлученных добровольцев, не 
подвергавшихся воздействию хронического ионизи-
рующего излучения. После подписания информиро-
ванного согласия донору под местной анестезией 2 % 
раствором лидокаина проводился срез кожи в зауш-
ной области площадью 2×2 мм и помещался в среду 
для транспортировки (DMEM 1000 mg D-glucose, 5 % 
FBS, антибиотики). Биоптаты немедленно доставля-
лись в лабораторию. Выделение первичной культуры, 
наращивание клеточной массы, а также криоконсер-
вирование проводились по той же методике, которая 
использовалась для экспериментальной группы.

Ткани биоптатов подвергали ферментативной об-
работке коллагеназой II типа и полученные суспензии 
одиночных фибробластов культивировали при 37 °C, 
5 % CO2 в стандартной культуральной среде DMEM с 
высоким содержанием глюкозы (StemCellTechnology, 
СШа) с добавлением 2 мM L-глутамина 
(StemCellTechnology, СШа), 100 ед/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина (StemCellTechnology, 
СШа) и 20 % FBS (BiologicalIndustries, Израиль) в 
течение 14 сут. В дальнейшем клетки снимали с по-
верхности флаконов 0,05 % раствором трипсина и 
пассировали с плотностью 104 клеток/см2 в той же 
культуральной среде, но с уменьшенным до 10 % со-
держанием FBSdef. Клетки пассировали при дости-
жении культурой 80–90 % монослоя. Замену среды 
осуществляли каждые 3 сут. В работе использовали 
культуральную посуду фирмы Corning-Costar (СШа), 
реактивы фирмы Sigma (СШа).

ранее заготовленные криопробирки с культу-
рами клеток фибробластов быстро размораживали 
при 37 °С, затем, медленно перемешивая, добавляли 
по капле стандартную культуральную среду. Оценка 
жизнеспособности клеток проводилась на автомати-
ческом счетчике клеток Countess (Invitrogen, СШа). 
После разморозки жизнеспособность клеток во всех 
образцах составляла не менее 92 %. Клетки культиви-
ровали в течение 3 сут в полной среде.

В дальнейшем экспериментальные и контроль-
ные культуры снимали с пластика раствором трип-
сина с 0,25 % ЭДТа (StemCellTechnology, СШа), 
инактивацию трипсина и отмывку клеток проводили 
в полной среде. Клетки пассировали на 16-луноч-
ные планшеты с позолоченными микроэлектродами 
(ACEA Biosciences, СШа) в клональной плотности 
15×103 кл/см. Для оценки пролиферативной актив-

ности клеток планшеты помещались в клеточный 
анализатор xCELLigence (ACEA Biosciences, СШа) 
при 37 °С, 5 % СО2. Исследование проводилось в те-
чение 20 сут, при этом показания с прибора снима-
лись в непрерывном режиме. фиксировались основ-
ные параметры, характеризующие пролиферативную 
активность клеточной культуры: клеточный и норма-
лизованный клеточный индекс дельта (DCI и NDCI), 
а также угол наклона кривой на стадии экспоненци-
ального роста (Slope). 

Для оценки секреторной активности фибробла-
сты высевали в культуральную посуду и культиви-
ровали в полной среде при 37 °С и 5 % СО2. Смену 
среды осуществляли каждые 3 дня. При достижении 
культурой 100 % конфлюэнтности производили пол-
ную смену среды и культивировали клетки еще 3 сут 
Полученную кондиционированную среду аккуратно 
отбирали в отдельные промаркированные пробирки 
и замораживали при –20 °C. После получения образ-
цов кондиционированных сред от всех исследуемых 
культур фибробластов проводили оценку секретор-
ной активности клеток в культуральной среде с ис-
пользованием Ифа-наборов R&D Systems (СШа) 
по методике производителя. Исследовали основной 
комплекс биологически активных веществ, которые 
продуцируют фибробласты: фактор роста эндотелия 
сосудов (VEGF), интерлейкин 6 (IL-6), нейротрофи-
ческий фактор мозга (BDNF), фактор роста фибро-
бластов (FGF).

В лунки планшета с иммобилизированными на 
внутренней поверхности моноклональными анти-
телами вносили по 100 мкл раствора для разведения 
образцов. В один стрип вносили по 50 мкл калибро-
вочных и контрольного образца, в остальные лунки 
добавляли по 50 мкл исследуемой культуральной сре-
ды. Стрипы закрывали пленкой и оставляли инкуби-
роваться 2 ч при комнатной температуре. По оконча-
нии инкубации снимали липкую пленку и добавляли 
по 100 мкл рабочего раствора конъюгата. Закрывали 
пленкой, инкубировали 1 ч при комнатной темпера-
туре. По окончании инкубации лунки стрипов про-
мывали отмывочным буфером 5 раз. В каждую лунку 
вносили по 200 мкл рабочего раствора субстрата, ин-
кубировали 30 мин при комнатной температуре. По 
окончании инкубации вносили во все лунки с той же 
скоростью по 50 мкл стоп-раегента. результаты реги-
стрировали при помощи спектрофотометра, измеряя 
оптическую плотность в двухволновом режиме: ос-
новной фильтр — 450 нм, референс-фильтр — в диа-
пазоне 540–570 нм. Время между остановкой реакции 
и измерением оптической плотности не превышало 
5 мин. Для расчета результатов строили в линейных 
координатах калибровочный график зависимости 
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оптической плотности от концентрации цитокина в 
калибровочных образцах.

Статистическая значимость различий между 
группами по количественным признакам оценива-
лась по U-критерию Манна–Уитни. анализ корре-
ляционных связей изученных параметров проведен 
путем расчета рангового коэффициента корреляции 
Спирмена, пропущенные данные удалялись попар-
но, корреляции считались значимыми при p < 0,05.

Данные представлены в терминах «медиана 
(межквартильный интервал)».

результаты и обсуждение

Для подтверждения чистоты клеточных культур 
контрольной группы составили иммунофенотипи-
ческий профиль культивированных фибробластов 
кожи. фибробласты имели высокий уровень экс-
прессии CD44, CD116, CD13, CD90, CD105, CD73, 
не экспрессировали маркеры прогениторных, гемо-
поэтических (CD34, CD45, CD14, CD117) клеток, а 
также имели низкий уровень экспрессии молекулы 
адгезии (CD54) (табл. 2).

При сравнении показателей секреторной и проли-
феративной активности фибробластов у необлучен-
ных добровольцев (группа 2) и пациентов, подверг-
шихся хроническому воздействию ионизирующего 
излучения (группа 1) выявлены значимо (p < 0,05) бо-
лее высокие значения концентрации VEGF и BDNF 
у необлученных добровольцев: 168,3 (150,5–201,15) 
пг/мл и 80,9 (56,7–93,2) пг/мл соответственно по 
сравнению с пациентами 1 группы: 35,8 (7,0–297,7) 
пг/мл и 7,91 (0,00–38,33) мг/мл. Концентрация IL-6 
в культуральной среде фибробластов, полученных от 
необлученных добровольцев была, напротив, значи-
мо (p < 0,05) ниже: 26,3 (19,6–33,67) пг/мл против 
131,7 (5,09–252,0) пг/мл у лиц, перенесших воздей-
ствие ионизирующего излучения. Время удвоения 
клеточной популяции было значимо выше у паци-
ентов 1 группы: 170,35 (125,0–334,0) ч против 109,2 
(99,5–120,9) ч у необлученных добровольцев.

При изучении влияния дозы ионизирующего 
излучения на мягкие ткани на секреторную и про-
лиферативную активность фибробластов выявлены 
значимо (p < 0,05) более высокие показатели време-
ни удвоения клеточной популяции у лиц с меньшей 
дозой облучения (группа 1.1) 233,9 (177,7–250,0) ч по 
сравнению с лицами, подвергшимися воздействию 
более высоких доз (группа 1.2) — 143,0 (132,4–163,3) ч 
(рис. 1).

Таблица 2
фенотипический профиль экспрессии поверхностных маркеров фибробластов

антитела 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 референсные значения

CD13 93,5 96,2 95,9 94,2 96,1 93,9 94,7 96,5 95,8 94,8 ≥95 %

CD 14 0,1 0,2 0,5 0,2 0,4 0,3 0,1 0,6 0,2 0,4 Большая часть ф/б не экспрессирует

CD 34 0,4 1,6 1,2 0,8 0,6 1,1 0,9 0,4 0,7 0,6 ≤2 %

CD 44 97,5 93,5 94,8 92,1 96,2 97,1 96,1 94,5 93,9 92,9 ≥95 %

CD 45 1,4 1,1 0,7 1,8 0,6 0,8 1,2 0,4 0,7 1,5 ≤2 %

CD 54 3,4 4,4 3,8 2,1 7,2 6,1 5,4 3,2 2,6 3,9 Большая часть ф/б не экспрессирует

CD 90 98,7 99,6 96,4 98,2 98,9 97,1 97,8 95,4 98,3 95,9 ≥95 %

CD 105 98,4 99,4 98,8 99,1 98,3 98,7 99,3 99,1 98,6 98,5 ≥95 %

CD 117 0,2 0,1 0,3 0,6 0,2 0,4 0,1 0,7 0,5 0,4 Большая часть ф/б не экспрессирует

CD 73 96,8 95,8 96,2 97,8 97,4 95,9 96,3 96,7 97,6 98,1 ≥95 %

рис. 1. Влияние ионизирующего облучения на 
показатели секреторной и пролиферативной активности 

фибробластов кожи. 
Примечания:  Добровольцы — необлученные здоровые 

добровольцы; пациенты — пациенты, подвергнутые 
хроническому воздействию ионизирующего излучения, 

маркер — медиана. 
* — p < 0,05, U-критерий Манна–Уитни по сравнению 

со значениями, полученными в группе 1
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При сравнении показателей пролиферативной и 
секреторной активности фибробластов пациентов, 
подвергавшихся хроническому воздействию ионизи-
рующего излучения, выявлены более высокие значе-
ния времени удвоения клеточной популяции у лиц, 
подвергнутых меньшим дозам облучения (группа 1а) 
на ККМ: 233,9 (162,5–250,0) ч по сравнению с 163,3 
(143,0–177,4) ч у группы пациентов с более высокой 
дозой облучения (группа 1б). Концентрация IL-6 и 
нейротрофического фактора мозга в культуральной 
среде фибробластов пациентов группы 1а также была 
выше: 182,41 (48,3–186,74) пг/мл и 16,66 (0,0–20,0) 
пг/мл соответственно по сравнению с 90,91 (35,32–
172,4) пг/мл и 6,66 (5,83–9,16) пг/мл у лиц группы 1б, 
вместе с тем, различия в группах не достигали уровня 
статистической значимости.

анализ корреляционных связей изученных пара-
метров выявил значимые (p < 0,05) корреляционные 
зависимости параметров, характеризующих проли-
феративную и секреторную активность фибробла-
стов и полученных доз ионизирующего облучения: 
выявлены сильные обратные корреляционные связи 
между концентрацией BDNF и дозой излучения на 
мягкие ткани (–0,71) и ККМ (–0,73), связи средней 
силы между временем удвоения клеточной популя-
ции и дозой излучения на мягкие ткани (0,54) и ККМ 
(0,67), также между стадией экспоненциального ро-
ста культуры клеток (Slope) и дозой излучения на 
мягкие ткани (–0,45).

Существенный интерес представляют выявлен-
ные связи между полученными дозами облучения и 
концентрацией в плазме крови триглицеридов низ-
кой плотности: –0,52 для связи с дозой облучения 
на мягкие ткани и –0,58 для связи с дозой на ККМ, 
а также корреляционной связи концентрации белка 
и полученных пациентом доз облучения на мягкие 
ткани (–0,46) и ККМ (–0,50).Указанные показате-
ли, в свою очередь, имеют корреляционную связь (от 
средней до сильной) с показателями пролифератив-
ной активности фибробластов: концентрация липо-
протеинов низкой плотности обратно коррелирует с 
концентрацией VEGF (–0,80), BDNF (–0,63) в куль-
туральной жидкости и углом наклона кривой на ста-
дии экспоненциального роста (Slope) (–0,60) и прямо 
коррелирует со временем адгезии (0,63), концентра-
ция белка показала обратную корреляционную связь 
с VEGF (–0,40), IL-6 (–0,40), FGF (–0,40), време-
нем адгезии (–0,94) и DT (–0,60) и прямую с FGF 
(0,40). Указанные связи также не были статистически 
значимыми.

Кроме того, были установлены значимые 
(p < 0,05) связи между углом наклона кривой на ста-
дии экспоненциального роста (Slope) и концентра-
цией триглицеридов (–0,89), IL-6 и концентраци-

ей креатинина (0,71) и систолическим аД (–0,84), 
между BDNF и концентрацией билирубина (–0,76) 
и липопротеинов высокой плотности (–0,63), меж-
ду VEGF и концентрацией липопротеинов высокой 
плотности (–0,75). 

Выводы

Накопленная доза излучения на мягкие ткани и 
ККМ оказывает значимое влияние на секреторную 
активность и пролиферативный потенциал фибро-
бластов кожи, коррелирует с сывороточными уров-
нями основных биохимических маркеров лиц, под-
вергавшихся хроническому облучению. Установлены 
клинико-лабораторные параметры, имеющие корре-
ляционную связь с показателями пролиферативной и 
секреторной активности, которые могут быть исполь-
зованы в дальнейших исследованиях при создании 
рассчетного индекса пролиферативного потенциала.
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