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РЕФЕРАТ

Цель: Оценить влияние однократного воздействия рентгеновского излучения в дозах 80, 250 и 1000 мГр на частоты и спектр 
хромосомных аберраций (ХА) в клеточной линии мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток (ММСК) человека в 
процессе длительного культивирования.
Материал и методы: ММСК выделяли из слизистой ткани десны человека ферментативным способом и культивировали в бес-
сывороточной среде. Присутствие поверхностных антигенов определяли с помощью метода проточной цитометрии. Способность 
клеточной линии дифференцироваться в остеогенном, адипогенном и хондрогенном направлениях исследовали с использованием 
индукционных сред. Аутентификацию осуществляли методом генотипирования полиморфных STR-локусов, цитогенетический 
анализ – методом мультицветной флуоресцентной гибридизации in situ (mFISH). Облучение проводили на рентгеновской биологи-
ческой установке РУБ РУСТ-М1 (Россия) при мощности дозы 40 мГр/мин, напряжении 100 кВ, токе 0,8 мА.
Результаты: На первом пассаже после облучения статистически достоверное увеличение частоты неклональных ХА по сравнению 
с контролем зафиксировано после облучения в дозе 80, но не 250 и 1000 мГр. На поздних этапах культивирования средняя частота 
разрывов на хромосому в группе необлученных клеток не отличалась от значений, полученных после облучения в дозах 80, 250 и 
1000 мГр (p > 0,05). Однако в ММСК, облученных в дозе 80 мГр, чаще происходили повреждения в парах хромосом 6 и 10, а в дозе 
1000 мГр – в паре хромосом 9. Однократное облучение ММСК in vitro не повлияло на рост и прогрессию характерных для иссле-
дованной первичной клеточной линии ММСК клональных клеток с хромосомными транслокациями и моносомией X, но привело 
к увеличению представленности клона с тетрасомией 8. Общее количество возникших de novo случайных клонов с хромосомными 
транслокациями увеличилось только после облучения в дозе 1000 мГр.
Заключение: Незначительные колебания доли клеток с неклональными ХА в зависимости от полученной дозы на ранних сроках 
после облучения (1–4 пассаж) исчезали на поздних этапах культивирования (8–14 пассаж). Средние частоты разрывов в хромосо-
мах облученных и необлученных ММСК не отличались, но после облучения повреждения в некоторых хромосомах могли проис-
ходить чаще, чем в других. Однократное рентгеновское облучение ММСК может способствовать росту и прогрессии первичных 
патологических цитогенетических клонов независимо от полученной дозы, а также увеличению общего количества возникших de 
novo клеточных клонов с хромосомными транслокациями.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate the frequency and spectrum of chromosome aberrations under X-Ray exposure at doses of 80, 250, and 1000 mGy in 
a human multipotent mesenchymal stromal cell (MMSC) cell line during long-term cultivation.
Material and methods: MMSCs were isolated from human gingival mucosa by an enzymatic method and cultured in a serum-free medium. 
The presence of surface antigens was determined using the method of flow cytometry. The ability of the cell line to differentiate in the 
osteogenic, adipogenic, and chondrogenic directions was studied using induction media. Authentication was performed by genotyping of 
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Введение
Соматические или тканевые стволовые клетки – это 

недифференцированные, характеризующиеся свойства-
ми самообновления и пластичности, долгоживущие 
клетки, присутствующие во всех тканях организма че-
ловека. Для сохранения функциональной активности и 
генетической стабильности тканевые стволовые клетки 
in vivo могут длительное время не вступать в стадию ми-
тоза [1–3]. Состояние покоя, с одной стороны, позволяет 
избежать ошибок репликации и сохранить клеточный 
пул стволовых клеток в тканях, а с другой – способству-
ет накоплению генетических нарушений, возникающих 
в результате спонтанного мутагенеза. Преимуществен-
ным способом репарации в неделящихся клетках явля-
ется негомологичная рекомбинация (NHEJ), подвержен-
ная ошибкам, приводящим к формированию различных 
структурных хромосомных перестроек [1, 4–7]. После 
активации пролиферации возможным механизмом со-
хранения исходной ДНК-матрицы стволовых клеток яв-
ляется асимметричное деление, при котором одна дочер-
няя клетка остаётся стволовой и сохраняет способность 
к самоподдержанию, а вторая – вступает на путь диф-
ференциации. Предполагается, что пространственное 
разделение таких клеток in vivo обеспечивает тканевое 
микроокружение: клетки с матричной ДНК остаются в 
«стволовой нише», а клетки с дочерней вновь синтези-
рованной цепочкой ДНК, с возможными ошибками, диф-
ференцируются, утрачивая способность к делению [4, 8].

Способность к самообновлению, морфологическая 
и иммунофенотипическая схожесть, зависимость от 
микроокружения, подтвержденная экспериментально 
возможность опухолевой трансформации – это свойства 
не только нормальных соматических, но и раковых ство-
ловых клеток. Происхождение опухолевых стволовых 
клеток из клеточного пула тканевых стволовых клеток 
является предметом обсуждения, в том числе и Между-
народной комиссии по радиационной защите, один из 
докладов которой посвящен исследованиям механизмов 
радиационно-индуцированного канцерогенеза и биоло-
гии стволовых клеток [1]. Особое внимание уделяется 
исследованию отдаленных эффектов ионизирующего 
излучения в малых дозах, получаемых в результате воз-
действия естественного радиационного фона, при ис-
пользовании диагностических и лечебных медицинских 

polymorphic STR loci, cytogenetic analysis was performed by multicolor fluorescent in situ hybridization (mFISH). Irradiation was car-
ried out on an X-ray biological unit RUB RUST-M1 (Russia) at a dose rate of 40 mGy/min, a voltage of 100 kV, and a current of 0.8 mA.
Results: At the first passage after irradiation, a statistically significant increase in the frequency of non-clonal CA compared with the control 
was recorded at a dose of 80, but not 250 and 1000 mGy. At the late stages of cultivation, the average frequency of breaks per chromosome 
in the group of non-irradiated cells did not differ from the values obtained after irradiation at doses of 80, 250, and 1000 mGy (p > 0.05). 
However, in MMSCs irradiated at a dose of 80 mGy, damage occurred more often in pairs of chromosomes 6 and 10, and at a dose of 1000 
mGy, in a pair of chromosomes 9. A single irradiation of MMSCs in vitro did not affect the growth and progression of MMSCs characteristic 
of the studied primary cell line, of clonal cells with chromosome translocations and monosomy X, but led to an increase in the representa-
tion of a clone with tetrasomy 8. The total number of random clones with chromosome translocations that arose de novo increased after 
irradiation at a dose of 1000 mGy.
Conclusion: Minor fluctuations in the proportion of cells with non-clonal CA, depending on the dose received in the early stages after irra-
diation (passage 1–4), disappeared at the later stages of cultivation (passage 8–14). There were no differences in mean frequencies between 
irradiated and non-irradiated MMSCs, but after irradiation, damage to some chromosomes could occur more frequently than others. A single 
X-ray irradiation of MMSCs can promote the growth and progression of primary pathological cytogenetic clones, regardless of the dose 
received, as well as an increase in the total number of de novo cell clones with chromosomal translocations that have arisen. A single X-ray 
irradiation of MMSCs can promote the growth and progression of primary pathological cytogenetic clones, regardless of the dose received, 
as well as an increase in the total number of de novo cell clones with chromosomal translocations that have arisen.
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процедур, связанных с применением ионизирующих 
излучений. Проблема обсуждается в аспекте сравни-
тельной оценки радиочувствительности соматических 
стволовых клеток, выделенных из разных тканей, и вза-
имосвязи механизмов радиационного канцерогенеза с 
возраст-зависимым истощением «стволового» пула.

ММСК – гетерогенная популяция соматических 
мультипотентных стромальных фибробластоподобных 
клеток, обнаруженных во многих тканях и органах че-
ловека. Они демонстрируют свойства пластичности, 
высокой пролиферативной активности и генетической 
стабильности при культивировании [9], а по радиорези-
стентности in vitro, по мнению M.F. Chen et al [10], со-
поставимы с опухолевой иммортализованной клеточной 
линией аденокарциномы легкого человека А549. После 
воздействия ионизирующего излучения в больших до-
зах in vitro ММСК могут сохранять профиль поверх-
ностных рецепторов (иммунофенотип) и способность к 
дифференцировке в трех направлениях (хондрогенном, 
адипогенном, остеогенном), но при этом их пролифера-
тивная активность и способность к клонообразованию 
могут снижаться, сопровождаясь появлением экспрес-
сии биологических маркеров, ассоциированных со ста-
рением [11–13]. In vivo стромальные клетки костного 
мозга считаются более радиорезистентными по срав-
нению с гемопоэтическими. Об этом свидетельствуют 
факты обнаружения аутологичных ММСК в костном 
мозге пациентов после тотального облучения и высоко-
дозной химиотерапии с последующей успешной алло-
генной трансплантацией гемопоэтических стволовых 
клеток [2, 14]. Механизмы радиорезистентности ММСК 
до конца не изучены, но есть сведения об эффективном 
ответе ММСК in vitro на радиационно-индуцированные 
повреждения ДНК на уровне сигнальных путей, регули-
рующих контрольные точки клеточного цикла и запуск 
репарации [10].

Исследование цитогенетических эффектов воз-
действия радиации на стволовые клетки человека, в 
частности ММСК, позволяет оценить не только коли-
чественный кластогенный эффект облучения (способ-
ность к образованию двунитевых разрывов ДНК), но 
и, при использовании технологии длительного куль-
тивирования in vitro, отследить отсроченные эффекты, 
обусловленные некорректной репарацией радиационно-
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индуцированных разрывов ДНК, открывая возможность 
интерпретации канцерогенной индукции без привязки 
к моделям дозовых кривых. В этом случае при анализе 
учитывается не только общее количество хромосомных 
повреждений, но и особенности клонообразования, кле-
точной прогрессии и отбора клеток с ХА, а также рас-
пределения спонтанных и радиационно-индуцирован-
ных разрывов хромосом по геному.

Увеличение частоты возникновения ХА разного типа 
является одним из самых чувствительных и специфич-
ных биологических маркеров радиационного поражения 
[15]. Для оценки влияния ионизирующего излучения на 
частоты ХА в ММСК человека в настоящем исследова-
нии был использован метод мультицветного FISH окра-
шивания хромосом (mFISH), который, благодаря точной 
идентификации всех пар хромосом кариотипа человека, 
позволяет описать все известные типы хромосомных 
повреждений размером более 5 Мб и уменьшить объём 
статистически значимой выборки анализируемых мета-
фазных клеток.

Материал и методы
Выделение и культивирование ММСК
Биоптат слизистой десны инкубировали в среде, со-

держащей DMEM F12, 2 % фетальной бычьей сыворот-
ки, 2 мМ L-глутамина, 200 Ед/мл пенициллина, 200 мг/
мл стрептомицина, 200 Ед/мл амфоторицина и 100 Ед/
мл гентамицина (StemCell Technology, США), при 37 °С 
не менее 8 ч. Затем диспергировали и инкубировали в 
0,25 %-ном растворе трипсин-EDTA при 37 °С в течение 
1 ч, отмывали фосфатно-солевым буфером и инкубиро-
вали в 0,15 %-ной коллагеназе II типа (Sigma, США) при 
37 °С в течение 2 ч. Полученные клеточные суспензии 
отмывали фосфатно-солевым буфером и высаживали 
в вентилируемые культуральные флаконы при 37 °С и  
5 % СО2 в культуральной среде MesenCult™ MSC Basal 
Medium Human (Stem Cell Biology, США). Через 1–3 сут 
неприлипшие клетки удаляли сменой среды. Через 14 
сут клетки снимали с пластика с помощью 0,25 %-ного 
раствора трипсин–ЭДТА и затем пассировали каждые 
7 сут в бессывороточной среде MesenCult™ MSC Basal 
Medium Human (Stem Cell Biology, США).

Оценка дифференцировочного потенциала  
и иммунофенотипа ММСК
Принадлежность к ММСК оценивали с учетом тре-

бований Международной организации клеточной тера-
пии [16]. Дифференцировку клеток осуществляли по 
стандартным методикам согласно инструкции произво-
дителя (Biological Industries, США). На 3-ем пассаже при 
достижении клетками 80–90 % конфлюэнтности произ-
водили смену питательной среды на индукционные сре-
ды: полные питательные среды с дифференцировочны-
ми факторами для остеогенной (MSCgo™ Osteogenic XF 
differentiation media; Biological Industries, США), хондро-
генной (MSCgo™ Chondrogenic differentiation medium; 
Biological Industries, США) и адипогенной (MSCgo™ 
Adipogenic XF differentiation media; Biological Industries, 
США) дифференцировки. В качестве контроля исполь-
зовали ММСК тех же образцов и пассажей, культиви-
рованных в стандартной ростовой среде без добавления 
дифференцировочных добавок.

Иммунофенотип ММСК исследовали на проточном 
цитометре BDFACS Canto II. Окрашивание клеток про-
водили с помощью моноклональных антител против 
поверхностных антигенов CD90, CD73, CD105, CD34, 
CD45, HLA-DR, конъюгированных с флюорохрома-
ми в соответствии с рекомендациями производителя 
(BDBiosciences, США).

Аутентификация ММСК с использованием  
STR–типирования
Для контроля происхождения и отсутствия кросс-

контаминации клеточной линии выполняли анализ 
коротких тандемных повторов (STR-типирование) с 
использованием набора реагентов COrDIS Plus (Гор-
диз, Россия). Для выделения ДНК применяли ПЦР-
совместимый реагент для лизиса COrDIS Sprint (Гордиз, 
Россия), затем запускали мультиплексную амплифика-
цию 19-ти STR-маркеров и локуса амелогенина челове-
ка и разделяли фрагменты с использованием капилляр-
ного электрофореза (Гордиз, Россия).

Облучение ММСК
Облучение клеток проводили однократно на рентге-

новской биологической установке РУБ РУСТ-М1 (Рос-
сия), оснащенной двумя рентгеновскими излучателями, 
при мощности дозы 40 мГр/мин, напряжении 100 кВ 
и силе тока 0,8 мА (фильтр 1,5 мм А1) с охлаждением 
термогранулами до температуры 4 °C. Культуральные 
флаконы с конфлюэнтным монослоем ММСК облучали 
в среде культивирования, полученные дозы составили 
80, 250 и 1000 мГр. Погрешность отпускаемой дозы не 
превышала 15 %.

Цитогенетический анализ препаратов ММСК
Цитогенетический анализ ММСК проводили до на-

чала эксперимента на 5-ом пассаже культивирования, а 
затем после облучения – на 1, 4, 8, 10, 12 и 14-ом пас-
сажах после воздействия рентгеновского излучения. На 
каждом пассаже исследовали четыре группы культур: 
необлученные клетки в качестве контроля и облученные 
в дозах 80, 250 и 1000 мГр. Для проведения цитогенети-
ческого исследования через 2–3 сут после пассирования 
при достижении клетками фазы логарифмического ро-
ста во флакон добавляли колхицин до конечной концен-
трации 0,005 мкг/мл на 4–5 ч для накопления митотиче-
ских клеток. После этого клетки снимали со дна флакона 
с помощью раствора трипсин-ЭДТА (StemCell, США) 
(2–5 мин при 37 ºС). Гипотонизацию осуществляли  
0,55 %-ным раствором KCl (10 мин при 37 ºС). Фикси-
ровали клетки смесью метилового спирта и ледяной ук-
сусной кислоты (в объёмном соотношении 3:1) с исполь-
зованием трех смен фиксатора. Полученные клеточные 
суспензии раскапывали на охлажденные влажные стек-
ла и подсушивали.

Для окраски mFISH цитогенетические препараты 
подвергали щелочной денатурации, проводили гибри-
дизацию с дифференциально меченными специфич-
ными ДНК-зондами (24XCyte; MetaSystems, Germany) 
в течение 24–48 ч. Затем препараты отмывали в рас-
творе 0,4-кратного SSC при 72 ºС в течение 2 мин и в 
растворе 2-кратного SSC-Tween 20 в течение 30 с при 
комнатной температуре, контрастировали красителем 
DAPI, следуя протоколу производителя (MetaSystems, 
Germany). Препараты автоматически сканировали и 
фотографировали, а затем анализировали с помощью 
программного обеспечения ISYS (Metasystems, Герма-
ния). Для анализа отбирали метафазные пластинки по 
принципу общей цитологической пригодности. При-
знаком клональности в соответствии с международной 
цитогенетической номенклатурой [17] считали выяв-
ление трех идентичных клеток с гипоплоидией или 
двух с гиперплоидией или структурной хромосомной 
аномалией.

Статистическая обработка
Статистический анализ экспериментальных данных 

проводили с использованием пакета статистических 
программ Statistica 7. Значимость различий оценивали с 
помощью точного критерия Фишера и t-критерия Стью-
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дента. Различия считали достоверными при вероятности 
нулевой гипотезы с уровнем значимости р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Клеточная линия ММСК слизистой десны человека 

была охарактеризована до начала эксперимента и соот-
ветствовала требованиям Международной организации 
клеточной терапии [16]. На 5-ом пассаже культивиро-
вания она представляла собой морфологически гомо-
генную фибробластоподобную монослойную культуру 
клеток с четко очерченными ядрами, перинуклеарной 
зернистостью и длинными отростками. Способность 
клеток к дифференцировке в остеогенном, адипоген-
ном и хондрогенном направлениях была подтвержде-
на согласно протоколу производителя. При анализе 
иммунофенотипа с помощью проточной цитометрии 
было выявлено присутствие в большом количестве (бо-
лее 96 %) маркеров, характерных для ММСК: CD90 
(N-гликозилированный заякоренный белок с вариа-
бельным иммуноглобулиноподобным доменом), CD105 
(эндоглин), CD73 (экто-5ʹ-нуклеотидаза) и малое ко-
личество (менее 1,7 %) маркеров гемопоэтического и 
лимфоцитарного происхождения – CD34, CD45, а также 
HLA-DR. 

С использованием мультилокусного генотипиро-
вания полиморфных STR-локусов хромосомной ДНК 
была описана уникальная комбинация 19 STR-маркеров 
(табл. 1). После длительного культивирования и об-
лучения не было обнаружено мутаций, меняющих по-
следовательности или количество STR повторов, что 
свидетельствует об отсутствии кросс-контаминации в 
исследованных клеточных образцах и о стабильности 
генетических профилей клеточной линии.

Таблица 1
Локусы STR–повторов исследованной клеточной линии ММСК
Loci of STR (short tandem repeats) in the studied MMSC cell line

Маркер Расположение на 
хромосоме

Локусы STR–
повторов

X/Y амелогенин Xp22.1–22.3
Yp11.2

Присутствует
Присутствует

D3S1358 3p21.31 15 / 16
TH01 11p15.5 9,3 / 9,3
D12S391 12p13.2 18 / 19
D1S1656 1q42 17,3 / 17,3
D10S1248 10q26.3 11 / 15
D22S1045 22q12.3 11 / 17
D2S441 2p14 14 / 15
D7S820 7q21.11 9 / 10
D13S317 13q31.1 8 / 11
FGA 4q31.3 21 / 21
TPOX 2p25.3 8 / 8
D18S51 18q21.33 12 / 14
D16S539 16q24.1 11 / 12
D8S1179 8q24.13 13 / 14
CSF1PO 5q33.1 10 / 11
D5S818 5q23.2 11 / 12
VWA 12p13.31 17 / 17
D21S11 21q21.1 29 / 30
SE33 6q14 22 / 35,2

Для цитогенетического описания исследованной кле-
точной линии ММСК на пятом пассаже культивирова-
ния были проанализированы 252 митотические клетки, 
исходный кариотип которых был охарактеризован как 
нормальный мужской (46,XY) (табл. 2). В 3,2 % клеток 
наблюдали полиплоидию, кратное увеличение набора 

хромосом, что соответствует ранее полученным данным 
о частоте полиплоидии в ММСК человека из разных ис-
точников и от разных доноров [18]. В 4 % клеток были 
выявлены неклональные ХА, в 5,2 % – клональные хро-
мосомные аномалии (табл. 2). Частота спонтанных не-
клональных ХА соответствует полученным ранее ре-
зультатам об уровне хромосомных аберраций в линиях 
ММСК, выделенных из разных тканей человека [18]. 
Среди клеток с клональными хромосомными аномали-
ями, 3,6 % были анеуплоидными: с моносомией Х (по-
терей хромосомы Y) и тетрасомией 8 (двумя дополни-
тельными хромосомами 8); а остальные 1,6 % содержа-
ли хромосомные транслокации: t(1;16)(p13;q13) и t(5;9)
(p13;q34). Ранее было показано, что для части культур 
ММСК уже на ранних пассажах в процессе адаптации к 
условиям культивирования in vitro характерно подобное 
клонообразование клеток с аномальным кариотипом. 
Это связывают с нерегулируемым накоплением ХА и 
дальнейшим отбором тех из них, которые влияют на се-
лективную пролиферацию, а также колониеобразующим 
характером роста фибробластоподобных клеточных ли-
ний [19–21]. Все выявленные цитогенетические клоны 
были небольшими и не превышали 10 %-ный уровень, 
допустимый Международным обществом клеточной те-
рапии [22]. Этот факт наряду с описанным STR профи-
лем и низким уровнем неклональных ХА позволяет сде-
лать вывод о генетической стабильности исследованной 
клеточной линии до пятого пассажа культивирования.

Дальнейший цитогенетический анализ проводили, 
ведя отсчёт пассажей от дня рентгеновского облучения 
(1, 4, 8, 10, 12 и 14 пассажи) и сравнивая группы необ-
лученных (0 мГр) и облученных (80, 250 и 1000 мГр) 
ММСК. На первом пассаже после облучения статисти-
чески достоверное увеличение доли клеток с неклональ-
ными ХА по сравнению с контрольной группой (0 мГр) 
наблюдали только при дозе 80 мГр (р < 0,05), в отличие 
от групп 250 и 1000 мГр (р > 0,05). На последующих пас-
сажах ни одна из групп облученных клеток (80, 250, 1000 

Таблица 2
Цитогенетическая характеристика 

исходной клеточной линии ММСК человека
Cytogenetic characterization of the original human MMSC cell line

Характе-
ристика

Цитогенетическое описание Доля 
клеток, 

%
Кариотип 
конституцио-
нальный

46,XY [221] 87,7±2,1

Полиплоидия 92,XXYY [8] 3,2±1,1
Неклональные 
транслокации

46,XY,t(X;1)(p22.1;p22) [1] 
46,XY,t(X;2)(p21;q12) [1]
46,XY,t(Y;1)(p11.2;p13) [1]
46,XY,t(2;6)(q37;q13),t(16;22)(q22;q13) [1] 
46,XY,t(2;7)(q14;p15) [1]
46,XY,t(2;17)(p21;p11.2) [1]
46,XY,t(7;13)(p22;q12) [1]
46,XY,t(6;9)(q24;q34) [1]
46,XY,t(6;9)(q21;q31) [1]
46,XY,t(5;16)(q11.2;p13.3) [1]

4,0±1,2

Клональные клетки (всего) 5,2±1,4
Тетрасомия 8 48,XY,+8,+8 [6] 2,4±1,0
Моносомия X 45,X,–Y [3] 1,2±0,7
Транслокация 1 46,XY,t(1;16)(p13;q13) [2] 0,8±0,6
Транслокация 2 46,XY,t(5;9)(p13;q34) [2] 0,8±0,6

Примечание: В квадратных скобках дано количество клеток с указан-
ным кариотипом
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мГр) существенно не превышала контрольные значения  
(табл. 3). При этом уровень ХА в ММСК, облученных 
в дозе 80 мГр, снижался в процессе культивирования, 
статистически значимые отличия были выявлены между 
первым и десятым, а также первым и четырнадцатым 
пассажами (12,90 ± 3,48 против 5,26 ± 2,29 и 5,36 ± 2,13 
соответственно, табл. 3). Наблюдаемые флуктуации 
доли клеток с ХА в зависимости от полученной дозы на 
ранних сроках после облучения (1–4 пассаж) не вписы-
вались в линейно-квадратичную модель (Y=αD + βD2) 
дозовой зависимости. Более того, на поздних этапах 
культивирования (8-14 пассаж) они были нивелированы 
(рис. 1). Средние частоты неклональных ХА на поздних 
пассажах не отличались в облученных (80, 250, 1000 
мГр) и необлученных культурах (0 мГр) и в среднем со-
ставили 7,53 ± 0,68 % (от 6,5 до 8,5 %). При сравнении с 
уровнем ХА в необлученных ММСК до начала экспери-
мента на 5 пассаже (4,0 ± 1,2 %) были выявлены стати-
стически существенные отличия (р < 0,05). Повышение 
частоты ХА на поздних пассажах, видимо, связано с эф-
фектом накопления аберрантных клеток в диплоидных 
клеточных линиях при культивировании [18–20]. По-
сле облучения в спектре ХА появлялись центрические 

кольца, дицентрики и инсерции (вставка участка одной 
хромосомы в другую), а также комплексные ХА, сочета-
ющие транслокации по трем и более хромосомам одно-
временно. Таким образом, был зафиксирован «кластер-
ный эффект» радиации, связанный с формированием 
пострепарационных сложных (комплексных) перестро-
ек. В то же время, при учёте только количественных па-
раметров, полученные результаты свидетельствуют об 
отсутствии значимого влияния однократного рентгенов-
ского облучения в дозах 80, 250 и 1000 мГр на уровень 
неклональных ХА в исследованной клеточной линии 
ММСК человека на поздних этапах культивирования.

Отсутствие значимого повышения уровня ХА на ран-
них пассажах после облучения 250 и 1000 мГр может 
быть связано с временной остановкой клеточного цикла 
в клетках с радиационными повреждениями ДНК [10], в 
этом случае получение метафазных клеток методически 
невозможно. Нельзя исключать и известные факты о ра-
диорезистентности ММСК in vitro [10–14], связанные с 
эффективными процессами активации контрольных точек 
клеточного цикла, антиоксидантной защитой и репарации 
разрывов ДНК в них. Интересен тот факт, что кинетика 
репарации двойных разрывов в культивируемых ММСК 
человека после облучения в малых и средних дозах может 
отличаться. Через 24 ч после воздействия рентгеновского 
излучения в дозе 80 мГр наблюдали феномен длительного 
поддержания повышенного числа фокусов γH2AX (до 33 
%), тогда как в тот же временной промежуток после облу-
чения в дозе 1000 мГр только 1,3 % γH2AX фокусов было 
зафиксировано в ядрах ММСК [23, 24].

Кроме того, осуществление экспериментов по оценке 
радиочувствительности адгезивных клеточных линий in 
vitro затрудняет асинхронность процесса пролиферации 
в них. Даже при тщательном планировании невозмож-
но избежать вариабельности количественных эффектов 
из-за нахождения клеток в культуре на разных стадиях 
клеточного цикла с разной степенью чувствительности 

Таблица 3
Частоты хА в клеточной линии ММСК на разных пассажах 

культивирования после облучения в различных дозах
Frequencies of CA (chromosomal aberrations) in the MMSC cell line 
at different passages of cultivation after irradiation at different doses
Пас-
саж

Число 
мета-
фаз

Транс-
локации 
некло-

нальные

Транс-
локаций

всего

Хромосом-
ные и хро-
матидные 

фрагменты

Дру-
гие 

ХрА^

Частота 
клеток с не-
клональны-
ми ХрА, %

Частота ХрА на 1 клетку
0 мГр

1 75 0,013 0,013 0,027 0 4,00±2,26
4 92 0,065 0,065 0,000 0 6,52±2,57
8 103 0,087 0,087 0,010 0 9,71±2,92
10 100 0,050 0,060 0,030 0 8,08±2,74
12 109 0,064 0,064 0,018 0 8,26±2,64
14 63 0,032 0,032 0,048 0 7,94±3,41

80 мГр
1 93 0,054 0,054 0,065 0,011 12,90±3,48*
4 93 0,086 0,108 0 0 8,79±2,97
8 110 0,045 0,055 0,018 0,018 8,26±2,64
10 95 0,042 0,042 0,011 0 5,26±2,29**
12 56 0,036 0,036 0,018 0,018 7,14±3,44
14 112 0,018 0,018 0,036 0 5,36±2,13**

250 мГр
1 97 0,021 0,021 0,041 0 6,19±2,45
4 97 0,113 0,155 0 0 11,83±3,35
8 103 0,068 0,117 0,010 0,010 9,18±2,92
10 100 0,020 0,030 0,040 0 6,06 ±2,4
12 91 0,055 0,066 0,011 0 6,67±2,63
14 66 0,015 0,015 0,030 0,015 6,06±2,94

1000 мГр
1 103 0,068 0,126 0,010 0,010 9,28±1,47
4 78 0,103 0,103 0,013 0 11,54±3,62
8 113 0,097 0,106 0,009 0 10,71±2,92
10 94 0,053 0,053 0,011 0 6,38±2,52
12 74 0,027 0,041 0 0 2,74±1,91
14 111 0,063 0,126 0,036 0 10,58±3,02

Примечания: 
^ – Центрические кольца, дицентрики, инсерции;
* – Статистически существенные отличия при сравнении с контроль-
ной группой (0 мГр);
** – Статистически существенные отличия при сравнении с первым 
пассажем после облучения в дозе 80 мГр

Рис. 1. Кривые зависимости частот ХА от дозы облучения на ранних 
(а) и поздних (б) пассажах культивирования ММСК

Fig.1. Dependency curves for CA frequencies and irradiation dose at early 
(а) and late (б) passages of MMSC cultivation
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к облучению. Поэтому дальнейший анализ был связан 
с описанием и интерпретацией качественных эффектов 
однократного облучения на длительно-культивируемые 
ММСК, таких как изменение представленности суще-
ствующих цитогенетических клонов, отбор клеток с но-
выми генетическими нарушениями и клонообразование, 
клеточная прогрессия, а также распределение спонтан-
ных и радиационно-индуцированных разрывов хромо-
сом в кариотипе.

Для выявления нестабильности отдельных пар хромо-
сом была рассчитана частота возникновения и распреде-
ления повреждений в них в облученных и необлученных 
культурах ММСК. Для этого средние частоты разрывов 
на каждые 100 проанализированных метафаз были пере-
считаны на 1 Мб (1 млн пар оснований) длины каждой 
из хромосом с использованием геномной базы Human 
Genome Assembly, версии GRCh38.p14 [https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/grc/human/data] (рис. 2). Средняя частота раз-
рывов на пару хромосом в группе необлученных клеток 
(0,0020 ± 0,0003) не отличалась от значений, полученных 
после облучения в дозах 80, 250 и 1000 мГр, соответствен-
но: 0,0021 ± 0,0003; 0,0018 ± 0,0002; 0,0023 ± 0,0002 (р > 
0,05). Однако при анализе внутригрупповых распределе-
ний частот разрывов по разным хромосомам оказалось, 
что в клетках, получивших дозу 80 мГр, повреждения в 
хромосомах 6 и 10 происходили чаще, чем в остальных. 
Также как в группе после облучения в дозе 1000 мГр, 
средняя частота разрывов в хромосоме 9 была выше, чем 
в других. Частоты разрывов по этим парам хромосом на-
ходились за пределами двух стандартных отклонений от 

средних значений при нормальном распределении в груп-
пах (80 и 1000 мГр) и выпадали за 95 % основных данных, 
то есть принадлежали другой генеральной совокупно-
сти. Значения частот разрывов по хромосомам 6 (0,0047)  
и 10 (0,0047) после облучения в дозе 80 мГр и 9 (0,0050) 
после облучения в дозе 1000 мГр были выше среднегруп-
повых даже с учетом поправки на множественность срав-
нений (t-критерий, р < 0,05). Небольшое количество вы-
явленных мутационных событий пока не позволяет сде-
лать вывод о специфичности хромосомных повреждений 
в исследованной линии ММСК после облучения. В то же 
время, полученные результаты могут лечь в основу даль-
нейших исследований радиочувствительности отдельных 
хромосом, их районов и локусов.

Ранее нами было показано, что у участника ликвида-
ции Чернобыльской аварии (цитогенетическая доза 3,2 
Гр) распределение разрывов хромосом по геному было 
неравномерным, частота их возникновения оказалась 
значительно ниже в хромосомах 13 и 20. Наибольшее 
количество разрывов было описано в хромосомных 
регионах: 1p32–p36.1, 3p21–22, 5q31–q35, 6p21–p22, 
8q11.2–q13, 10q24–q26, 12p13, 14p10–q13, 14q24 [25]. 
Радиочувствительными могут быть сегменты хромо-
сом, характеризующиеся повышенной мутагенностью. 
К ним относятся участки ДНК, прикрепленные к ядер-
ному матриксу, находящиеся в конформационном со-
стоянии изгиба или петли [6, 7]. Репарация в них инду-
цированных и неиндуцированных двунитевых разрывов 
ДНК посредством несовершенной негомологичной ре-
комбинации, характерной для неделящихся тканевых 

Рис. 2. Распределение частот разрывов хромосом на 1 млн пар оснований (1 Мб) в ММСК до и после облучения. Прямые линии – ожидаемые 
значения нормального распределения, ○ – хромосомы. Статистически достоверные отличия (p < 0,05) от основной генеральной совокупности 

данных выявлены для хромосом 6 и 10 (Хр.6 и Хр.10) после облучения 80 мГр и хромосомы 9 (Хр.9) после облучения 1000 мГр
Fig.2. Frequency distribution of chromosome breaks per 1 million base pairs (1 Mb) in MMSC before and after irradiation. Straight lines are the expected 
values of the normal distribution, ○ are chromosomes. Statistically significant differences (p < 0.05) from the main general dataset were found for chromo-

somes 6 and 10 (Xp.6 and Xp.10) after exposure to 80 mGy and chromosome 9 (Xp.9) after exposure to 1000 mGy
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стволовых клеток, может приводить к возникновению 
хромосомных перестроек, таких как транслокации и 
инверсии. Точки разрывов в этих участках хромосом ас-
социированы с риском развития лейкозов [6, 26]. Нако-
пление экспериментальных результатов о частотах появ-
ления таких «горячих точек» после облучения в разном 
диапазоне доз в процессе культивирования может стать 
одним из подходов для оценки качественных эффектов 
ионизирующего излучения с использованием диплоид-
ных клеточных линий ММСК человека.

Выявление в исследованной первичной клеточной 
линии ММСК постоянных цитогенетических клонов 
(табл. 2) позволило, наряду с поставленной целью, оце-
нить влияние рентгеновского излучения в дозах 80, 250 
и 1000 мГр на рост и прогрессию клональных клеток с 
хромосомными (транслокации) и геномными (анеупло-
идии) мутациями. В трех из четырех описанных клонов 
(моносомия Х, транслокация 1 и 2, табл. 2) статистиче-
ски достоверных различий в необлученных и облучен-
ных культурах не выявлено. Количественные измене-
ния в процессе культивирования были зафиксированы 
только для клона с тетрасомией по хромосоме 8 (рис. 
3). В необлученных ММСК доля клона с тетрасомией 
8 достигала максимума на восьмом пассаже культиви-
рования, а затем уменьшалась. Высокий пролифератив-
ный потенциал клеток с кариотипом 48,XY,+8,+8, ско-
рее всего, связан с увеличением числа копий онкогена 
c-MYC, который расположен на длинном плече хромо-
сомы 8. Клоны с полисомией 8 ранее были описаны в 
диплоидных клеточных линиях ММСК, колонии таких 
клеток могут достигать довольно больших размеров 
благодаря селективному преимуществу перед клетками 
с нормальным кариотипом [19]. В облученных культу-
рах ММСК значительный рост клона с тетрасомией 8 
наблюдали позже, только на 10, 12 и 14-ом пассажах  
(рис. 3). Наибольшие значения были после облучения в 
дозе 80 мГр на 12-ом пассаже, в дозе 250 мГр на 12 и 
14 пассажах и в дозе 1000 мГр на 10-ом пассаже куль-
тивирования. В этих точках отношение частот метафаз-
ных клеток с тетрасомией 8 к остальным варьировало от 
25:75 до 30:70. Для сравнения, в первичной необлучен-
ной линии ММСК (на пятом пассаже культивирования) 
доля этого клона от общего количества метафаз состав-
ляла всего 3 %, а в необлученном контроле (т.е. при про-
должении культивирования) не превышала 12 %. Таким 

образом, после облучения количество клональных деля-
щихся клеток с тетрасомией 8 в ММСК значительно уве-
личивалось (рис. 3). Выявление клона с полисомией по 
8 хромосоме является диагностическим критерием для 
некоторых злокачественных заболеваний крови, более 
того, его наличие может указывать на резистентность 
к химио- и радиотерапии и влиять на показатели про-
должительности жизни у пациентов [27]. В нашем ис-
следовании после облучения ММСК в клональных клет-
ках с тетрасомией 8 наблюдали и качественные измене- 
ния – дополнительные ХА: хромосомные фрагменты, 
транслокации, инверсии и дицентрики. Выявленные ХА 
наблюдали в части клональных клеток с тетрасомией 8 
во всех группах, начиная с первого пассажа после об-
лучения и независимо от полученной дозы (80, 250 или 
1000 мГр). На рис. 4 показаны примеры метафаз с ХА 
в клоне с тетрасомией по 8 хромосоме. В одной из них 
имеется дицентрик с сопутствующим хромосомным 
фрагментом, а в другой – дополнительная транслокация 
t(11;14) (между хромосомами 11 и 14). Дополнительные 
ХА в клональных опухолевых клетках являются пока-
зателями генетической нестабильности клона [28]. Воз-
можно, это и стало причиной клональной прогрессии 
на поздних этапах культивирования после облучения и 

Рис. 3. Частота выявления клональных клеток с тетрасомией по восьмой хромосоме (48,XY,+8,+8) в зависимости от дозы рентгеновского облуче-
ния и пассажа культивирования ММСК: 1–14 – пассажи культивирования, * – статистически достоверные отличия от контрольной группы (0 мГр)
Fig. 3. The frequency of detection of clonal cells with tetrasomy on the eighth chromosome (48,XY,+8,+8) depending on the dose of X-ray irradiation and 

passage of MMSC cultivation: 1–14 – cultivation passages, * – statistically significant differences from the control group (0 mGy)

Рис. 4. Примеры метафазных пластинок клональных клеток с тетра-
сомией по хромосоме 8 и дополнительными аберрациями в виде:  

а – дицентрической хромосомы и б – транслокации: Хр. 8 – хромосо-
ма 8; dic(2;9) – дицентрическая хромосома, включающая хромосомы 
2 и 9, с сопутствующим хромосомным фрагментом – chrb(9); t(11;14) 

– транслокация между хромосомами 11 и 14
Fig. 4. Metaphase plates of clonal cells with tetrasomy on the 8 chromo-

some and scattered aberrations: a – dicentric chromosome and б – translo-
cation: Хр. 8 – chromosome 8; dic(2;9) is a dicentric chromosome, includ-
ing chromosomes 2 and 9, with an accompanying chromosomal fragment, 

chrb(9); t(11;14) – translocation between chromosomes 11 and 14
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вызывает очевидные аналогии с возникновением радио-
резистентных клонов злокачественных клеток при ле-
чении онкологических заболеваний и, в целом, с отсро-
ченными канцерогенными эффектами ионизирующего 
излучения в малых дозах у человека.

Кроме описанных выше, в облученных и необлучен-
ных культурах в процессе культивирования было выяв-
лено еще восемь цитогенетических клонов, возникших 
de novo (табл. 4). В клональные хромосомные транс-
локации были вовлечены хромосомы Х, 1, 2, 4–10, 12, 
13, 15 и 16. Все выявленные клональные хромосомные 
транслокации описаны как сбалансированные, то есть 
при их возникновении не произошло грубых изменений 
кариотипа, связанных с потерей генетического матери-
ала. Пролиферативная способность клональных клеток 
с транлокациями, по всей видимости, не отличалась 
от остальных (с нормальным кариотипом), что, в свою 
очередь, определило их малочисленность в культуре 
ММСК. Этот факт затрудняет проведение достоверно-
го статистического анализа представленности каждого 
клона на отдельных пассажах культивирования в каждой 
из групп до и после облучения. Более того, методически 
невозможно отсортировать клоны, закономерно возни-
кающие при культивировании in vitro интактной ММСК 
от тех, что были индуцированы в результате облучения. 
Однако при сравнении общей (суммарной) доли вновь 
возникнувших клональных клеток с хромосомными 
транслокациями в необлученных и облученных культу-
рах, было выявлено, что их количество увеличивалось 
после однократного рентгеновского облучения в дозе 
1000 мГр (табл. 4). Полученные результаты подтверж-
дают данные о том, что при культивировании ММСК 
характер прироста патологических клонов может зна-
чительно меняться: увеличиваться, приостанавливать-
ся или полностью прекращаться [9, 18–20, 29, 30]. При 
этом наибольшей представленностью, по-видимому, ха-
рактеризуются цитогенетические клоны с изменениями, 
влияющими на скорость пролиферации. Однократное 
воздействие рентгеновского излучения на клеточную ли-
нию ММСК человека может вызвать рост и прогрессию 
наиболее пролиферативно-активных и злокачественных 
первичных клеточных клонов и увеличить вероятность 
возникновения новых клональных ХА.

заключение
Незначительные колебания доли клеток с неклональ-

ными ХА в зависимости от полученной дозы на ранних 
сроках после облучения (1–4 пассаж), исчезали на позд-
них этапах культивирования (8–14 пассаж). Средняя 
частота неклональных ХА на поздних пассажах культи-
вирования как облученных, так и необлученных ММСК 
превышала спонтанный уровень ХА исследованной 
клеточной линии до начала эксперимента, что скорее 
связано с накоплением хромосомных мутаций в усло-
виях длительного культивирования, а не с облучением.  
В то же время, в спектре хромосомных повреждений 

облученных ММСК были обнаружены характерные 
для радиационного поражения нестабильные аберра-
ции (центрические кольца и дицентрические хромосо-
мы), а также стабильные комплексные ХА и инсерции. 
Средняя частота разрывов на хромосому в группе не-
облученных клеток не отличалась от значений, полу-
ченных после облучения в дозах 80, 250 и 1000 мГр  
(р > 0,05). Однако в клетках, получивших дозу 1000 
мГр, чаще происходили повреждения в хромосоме 9, а 
дозу 80 мГр – в хромосомах 6 и 10 (р < 0,05). Одно-
кратное рентгеновское облучение в дозах 80, 250 и 
1000 мГр не влияло на рост и прогрессию характер-
ных для исследованной первичной клеточной линии 
ММСК клональных клеток с хромосомными транс-
локациями t(1;16), t(5;9) и моносомией по хромосоме 
X(45,X,–Y), но приводило к увеличению представлен-
ности клона с двумя дополнительными копиями хромо-
сомы 8(48,XY,+8,+8). После однократного облучения в 
дозе 1000 мГр общее количество возникших de novo 
клеточных клонов с хромосомными транслокациями 
увеличивалось по сравнению с контрольной группой. 
Детальное исследование количественных и качествен-
ных цитогенетических характеристик с применением 
высокотехнологичных методов позволяет рассмотреть 
особенности процессов формирования и накопления 
ХА в длительно культивируемых ММСК после об-
лучения. Модельные системы на основе облученных 
культивируемых in vitro соматических стволовых кле-
ток человека не позволяют в полной мере отразить фи-
зическую величину поглощенной дозы в диапазоне до  
1 Гр с использованием цитогенетического метода, но 
могут быть использованы для исследования отдален-
ных стохастических эффектов ионизирующего излуче-
ния, механизмов радиорезистентности, а также инди-
видуальной и тканевой радиочувствительности.

Таблица 4
Процент клеток с клональными транслокациями в клеточной 

линии ММСК человека после облучения в различных дозах
Percentage of cells with clonal translocations in the human MMSC 

cell line after irradiation
Доза, мГр 0 80 250 1000
t(X;2)(p21;q12) – 0,54 – 1,22
t(2;4)(p24;q12), 
t(6;12)(q24;q12)

0,38 – 0,72 –

t(2;10)(q11.2;q26) 0,13 0,18 – –
t(2;15)(p13;q22) – – – 1,75
t(6;9)(q13;p23) – – 0,54 –
t(7;15)(p22;q22) – 0,36 – –
t(8;15)(q24;p10) – – – 0,35
t(9;13)(p13;q12) 0,38 0,36 1,26 0,17
Доля клеток  
с клональными 
транслокациями

1,3±0,5 1,4±0,5
(р = 0,1991)

2,5±0,7
(р = 0,0598)

3,5±0,8*
(р = 0,0094)

Примечание:* – Статистически существенные отличия при сравне-
нии с контрольной группой (0 мГр)
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