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Цель: Оценка эффективности репарации ДНК в лимфоцитах периферической крови человека, облученных ex vivo нейтронами с 
энергией 14,1 МэВ.
Материал и методы: Для исследований использовалась периферическая кровь трех физически здоровых мужчин-доноров в воз-
расте 28–40 лет. Забор периферической крови проводили в K2ЭДТА-вакутейнеры (Vacuette). У всех доноров было получено со-
гласие на проведение данного исследования. Выделение лимфоцитов проводили путем центрифугирования в градиенте плотности 
фиколл-верографин 1,077 г/см3 (Histopaque, Sigma-Aldrich) в соответствии с прилагаемой инструкцией. Облучение клеток прово-
дили в МРНЦ им. А.Ф. Цыба – филиале ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздрава России на нейтронном генераторе НГ-14 (ФГУП 
«ВНИИА», Россия), обеспечившим поток нейтронов с энергией 14,1 МэВ, и гамма-терапевтическом аппарате «РОКУС-АМ» (АО 
«Равенство», Россия; кобальт-60, мощность дозы 0,5 Гр/мин) в дозах 0,1, 0,25 и 0,5 Гр. Для оценки эффектности репарации ДНК 
использовался метод ДНК-комет в щелочных условиях. Исследование проводили непосредственно после облучения и через 15 
мин инкубации клеток в полной культуральной среде при 37 °С. В качестве критерия поврежденности ДНК использовали мо-
мент хвоста и % ДНК в хвосте ДНК-комет. Статистическую значимость оценивали с использованием дисперсионного анализа 
(ANOVA). 
Результаты: Продемонстрировано, что эффективность репарации ДНК в лимфоцитах периферической крови человека после воз-
действия нейтронов 14,1 МэВ ~ в 4–5 раз ниже, чем после воздействия гамма-излучения кобальта-60. Полученные результаты 
свидетельствуют, что в случае воздействия нейтронного излучения 14,1 МэВ вклад сложных, труднорепарируемых повреждений 
ДНК гораздо выше, чем при воздействии гамма-излучения, что и определяет высокую относительную биологическую эффектив-
ность нейтронного излучения. 
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Abstract

Purpose: To evaluate the efficiency of DNA repair in human peripheral blood lymphocytes irradiated ex vivo by 14.1 MeV neutrons.
Material and methods: The peripheral blood of three physically healthy male donors aged 28–40 years was used for the study. The peripheral 
blood was collected in K2EDTA vacutainers (Vacuette). All donors gave their consent to conduct this study. Isolation of lymphocytes was 
performed by centrifugation in a ficoll-verografin density gradient of 1.077 g/cm3 (Histopaque, Sigma-Aldrich) in accordance with the at-
tached instructions. Cell irradiation was performed at the A.F. Tsyb Medical Radiological Research Center on the NG-14 neutron generator 
(FSUE VNIIA, Russia), which provided neutron fluxes with an energy of 14.1 MeV, and the gamma-therapeutic device “ROKUS-AM” 
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Высокоэнергетические (быстрые) нейтроны являют-
ся значительным компонентом вторичного излучения на 
борту космических аппаратов [1, 2]. В медицине быстрые 
нейтроны применяются для лечения неоперабельных и 
радиорезистентных злокачественных новообразований 
головного мозга, головы и шеи [3]. Быстрые нейтроны 
обладают очень высокой проникающей способностью 
за счет низкого сечения взаимодействия. При этом ней-
троны сами по себе не вызывают ионизацию вещества, 
но взаимодействуя с атомами клеток и межклеточной 
среды, индуцируют каскады вторичных частиц (прото-
нов, альфа-частиц и т.д.), которые формируют сложные 
повреждения клеточных структур, в том числе и ДНК 
[4]. Несмотря на последние существенные успехи в 
радиобиологии нейтронного излучения, их биологиче-
ские эффекты пока изучены недостаточно, что связано 
как со сложностью дозиметрии нейтронов, так и ограни-
ченным количеством имеющихся в наличии источников 
нейтронного излучения. При этом реакторы генерируют 
сложный энергетический спектр гамма-нейтронного из-
лучения, что делает сложной интерпретацию изучаемых 
радиобиологических эффектов. Хорошо известно, что 
энергия нейтронов фактически определяет их биоло-
гическую эффективность [4]. В настоящее время суще-
ствуют генераторы нейтронного излучения, способные 
генерировать поток моноэнергетических нейтронов. 
Примером таких генераторов являются портативные 
генераторы нейтронов, разработанные Всероссийским 
научно-исследовательским институтом автоматики им. 
Н.Л. Духова, и генерирующими мощный поток нейтро-
нов с энергией 14,1 МэВ [5].

Цель работы: оценка эффективности репарации ДНК 
в лимфоцитах периферической крови человека, облу-
ченных ex vivo нейтронами 14.1 МэВ.

Для оценки эффектности репарации ДНК использо-
вался электрофорез ДНК единичных клеток в геле ага-
розы. Свое второе название «ДНК-комет» метод полу-
чил из-за того, что ДНК иммобилизованных в агарозу 
и затем лизированных клеток после проведения элек-
трофореза с последующей ее окраской флуоресцент-
ными красителями, серебром или по Гимза выглядит 
под микроскопом подобно кометам звездного неба [6]. 
Высокомолекулярная неповрежденная ДНК образует 
«ядро» кометы, а релаксированные петли и фрагменты 
ДНК во время электрофореза мигрируют в геле агарозы 
к аноду, создавая своеобразный «хвост» [6, 7]. В работе 
была использована версия метода ДНК-комет с щелоч-
ной денатурацией и электрофорезом ДНК при pH>13, 
позволяющая анализировать изменения относительного 
количества однонитевых разрывов и щелочнолабильных 
сайтов  ДНК при дозах ионизирующего излучения от 
5‒10 сГр [8, 9]. 

(JSC Ravenstvo, Russia; cobalt-60, dose rate 0.5 Gy/min) at doses of 0.1, 0.25 and 0.5 Gy. To assess the effectiveness of DNA repair, the 
DNA comet method was used under alkaline conditions. The study was performed immediately after irradiation and after 15 min of cell 
incubation in complete culture medium at 37 °C. The tail moment and % DNA in the comet tail were used as a criterion for DNA damage. 
Statistical significance was assessed using analysis of variance (ANOVA).
Results: It was demonstrated that the efficiency of DNA repair in lymphocytes peripheral blood of a person after exposure to 14.1 MeV 
neutrons is ~ 4–5 times lower than after exposure to cobalt-60 gamma-radiation. The results obtained indicate that in the case of exposure 
to 14.1 MeV neutron radiation, the contribution of complex, difficult-to-repair DNA damage is much higher than when exposed to gamma 
radiation, which determines the high relative biological effectiveness of neutron radiation.
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Материал и методы

Выделение лимфоцитов
Для исследований использовалась кровь трех физи-

чески здоровых мужчин-доноров в возрасте 28‒40 лет. 
Забор периферической крови проводили в K2ЭДТА-
вакутейнеры (Vacuette). У всех доноров было получено 
согласие на проведение данного исследования. 

Выделение лимфоцитов крови человека проводили 
путем центрифугирования в градиенте плотности фи-
кол-верографин 1,077 г/см3 (Histopaque, Sigma-Aldrich) 
в соответствии с прилагаемой инструкцией. После вы-
деления лимфоциты трижды отмывали и ресуспензиро-
вали в фосфатно-солевом буфере (рН=7,4) до конечной 
концентрации 1×106 клеток/мл.

Облучение
Облучение клеток проводили в МРНЦ им. А.Ф. Цы- 

ба  – филиале ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздра-
ва России на нейтронном генераторе НГ-14 (ФГУП 
«ВНИИА», Россия), обеспечившим поток нейтронов с 
энергией 14,1 МэВ, и гамма-терапевтическом аппарате 
«РОКУС-АМ» (АО «Равенство», Россия; кобальт-60, 
мощность дозы 0,5 Гр/мин) в дозах 0,1, 0,25 и 0,5 Гр. До-
зиметрия нейтронного поля осуществлялась с помощью 
радиометра быстрых нейтронов РБН (Частное учрежде-
ние «ИТЭР-Центр», Россия). Дозиметрия гамма-облу-
чения выполнялась согласно методике TRS-398 rev.1 с 
Unidos Webline и ионизационной камерой типа Farmer 
TM30013 (PTW, Германия). Погрешность дозиметрии 
нейтронного излучения не превышала 5 %. Погреш-
ность дозиметрии гамма-излучения – 2 %. 

Метод ДНК-комет
200 мкл суспензии клеток смешивали с 600 мкл 1 % 

раствора легкоплавкой агарозы (тип IV) (Sigma-Aldrich, 
США) в фосфатно-солевом буфере (рН‒7,4) при темпе-
ратуре 37,5 ºС. 60 мкл полученной суспензии клеток в 
жидкой агарозе наносили на предварительно покрытые 
слоем 1 % нормоплавкой агарозы предметные стекла, 
накрывали покровными стеклами и оставляли на 10 мин 
при 4 ºC до образования плотного геля.

Для индукции репарации ДНК полученные агароз-
ные слайды с иммобилизированными в них клетка-
ми (далее агарозные слайды) инкубировали в течение 
15 мин в культуральной среде RPMI-1640 (Gibco, США), 
содержащей 10 % эмбриональной сыворотки крупного 
рогатого скота (Gibco, США), при температуре 37 °С.

Затем агарозные слайды (как без индукции репара-
ции ДНК, так и с индукцией репарации ДНК) инкуби-
ровали 1 ч при 4 °С в лизирующем буфере (2,5 M NaCl, 
100 мM Na2EDTA, 20 мM Tris-HCl, pH = 10,0, 1 % Triton 
X-100) с добавлением 10 % ДМСО (AppliChem). Затем 
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слайды переносили в щелочной раствор (300 мM NaOH, 
1 мM EDTA, рН > 13) и выдерживали 20 мин для распле-
тания (щелочной денатурации) нитей ДНК.

Электрофорез проводили в щелочном растворе 
(300 мM NaOH, 1 мM EDTA, рН > 13) при напряжении  
1 В/см в течение 20 мин. После электрофореза прово-
дили нейтрализацию для ренатурации (восстановления 
нативности) ДНК (трехкратная промывка в 0,4 М Трис-
НСl буфере, рН = 7,4), после чего слайды слегка подсу-
шивали и фиксировали в этаноле 70 % в течение 10 мин. 
Для окраски ДНК использовали йодистый пропидий 
(Invitrogen, США). Визуализацию ДНК-комет проводи-
ли на люминесцентном микроскопе Nikon Eclipse Ni-U 
(Nikon, Япония), оснащенном видеокамерой высокого 
разрешения ProgRes MFcool (Jenoptik AG, Германия), 
с использованием наборов светофильтров Y-2E/C (воз-
буждение 540‒580 нм и эмиссия 600‒660 нм). На каж-
дом слайде регистрировали по 50 комет. Обрабатывали 
по 3 слайда от каждого донора на экспериментальную 
точку. 

Для анализа и обработки микрофотоизображе-
ний ДНК-комет использовали программу СASP 1.2.2 
(СASPlab). В качестве критерия поврежденности ДНК 
использовали момент хвоста (произведение % ДНК в 
хвосте на длину хвоста ДНК-кометы в условных едини-
цах) и % ДНК в хвосте ДНК-комет.

Статистический анализ
Статистический и математический анализ данных 

проводили с использованием программного обеспече-
ния GraphPad Prism 9.0.2.161 (GraphPad Software). Ре-
зультаты представлены как среднее арифметическое ре-
зультатов ± стандартная погрешность среднего (SEM). 
Статистическую значимость проверяли с использовани-
ем дисперсионного анализа (ANOVA). 

Результаты и обсуждение
На рис. 1 представлены результаты оценки момента 

хвоста ДНК-комет лимфоцитов сразу после облучения 
гамма-излучением или 14,1 МэВ нейтронами в дозе 
0,5 Гр и после 15 мин инкубации в питательной среде при 
37 °С (репарация). Видно, что воздействие гамма-излу-
чения и нейтронов в дозе 0,5 Гр индуцирует статически 
значимое (р < 0,001) увеличение момента хвоста ДНК-
комет ~ в 7,7 и 7,1 раза соответственно, по сравнению 
с контрольными значениями. При этом изначальные мо-
менты хвоста ДНК-комет после воздействия гамма-излу-
чения и нейтронов статистически значимо не различают-
ся (p=0,395). Ситуация меняется после 15 мин инкубации 
клеток в питательной среде при 37 °С, во время которой 
идут процессы репарации ДНК. После облучения клеток 
гамма-излучением репарации в течение 15 мин достаточ-
но для уменьшения значений момента хвоста ДНК-комет 
в 5,2 раза по сравнению с изначальными значениями 
(рис. 1). В то время как после 15 мин инкубации клеток, 
облученных нейтронами 14,1 МэВ, значения момента 
хвоста ДНК-комет снижаются всего в 1,7 раза по сравне-
нию с изначальными значениями (рис. 1).

Расчеты, выполненные с учетом разницы между 
значениями в облученных и контрольных клетках, по-
казали, что через 15 мин репарации в гамма-облученных 
клетках остается ~ 5,9±3,0 %, а в клетках облученных 
нейтронами ~ 30,4±13,5 % от изначально индуцирован-
ных повреждений ДНК, влияющих на значения момента 
хвоста ДНК-комет.

Помимо момента хвоста при оценке результатов 
метода ДНК-комет часто используется более простой 
показатель % ДНК в хвосте. Момент хвоста учитыва-

ет как долю ДНК, мигрировавшей во время электро-
фореза в область хвоста, так и относительное расстоя-
ние ее миграции. Тогда как % ДНК в хвосте учитывает 
только долю ДНК, мигрировавшей во время электро-
фореза в область хвоста. Принципиальные различия 
между этими двумя показателями заключаются в том, 
что в случае использования % ДНК важно количество 
ДНК в хвосте, а не расстояние ее «пробега». Резуль-
таты оценки % ДНК в хвосте ДНК-комет лимфоцитов 
сразу после облучения гамма-излучением или нейтро-
нами в дозе 0,5 Гр и после 15 мин инкубации в пита-
тельной среде при 37  °С (репарация) представлены на 
рис. 2. Интересно, что если использование разных по-
казателей практически не влияет на результаты, полу-
ченные на лимфоцитах, облученных гамма-излучением, 
то в случае воздействия нейтронов выбор показателя 
важен. Во-первых, в клетках, облученных нейтрона-
ми, изначальные значения % ДНК в хвосте ~ 1,6 раз  
(р < 0,001) ниже, чем в клетках облученных гамма-из-
лучением. Во-вторых, хотя после 15 мин инкубации 
после облучения нейтронами и наблюдается некоторое  
(~ в 1,3 раза) снижение % ДНК в хвосте, оно не является 
статистически значимым (р = 0,063). По всей видимо-
сти, спектры повреждений ДНК при воздействии ней-
тронного и гамма- изучений существенно отличаются с 
учетом того факта, что на % ДНК в хвосте существенно 
влияют на замедляющие электрофоретическую подвиж-
ность петель ДНК повреждения ДНК, такие как сшивки. 

Рис. 1. Значения момента хвоста ДНК-комет лимфоцитов 
периферической крови человека непосредственно после облучения 

(гамма-излучения или 14,1 МэВ нейтроны) в дозе 0,5 Гр и после 
инкубации в полной культуральной среде при 37 °С

Fig. 1. Values of DNA comet tail moment of human peripheral blood 
lymphocytes immediately after irradiation (gamma radiation or 14.1 MeV 

neutrons) at a dose of 0.5 Gy and after incubation in complete culture 
medium at 37 °C

Рис. 2. % ДНК в хвосте ДНК-комет лимфоцитов периферической 
крови человека непосредственно после облучения (гамма-

излучение или нейтроны) в дозе 0,5 Гр и после инкубации в полной 
культуральной среде при 37 °С

Fig. 2. % DNA in the tail of DNA comets of human peripheral blood 
lymphocytes immediately after irradiation (gamma radiation or neutrons) 

at a dose of 0.5 Gy and after incubation in complete culture  
medium at 37 °C
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ДНК-ДНК и ДНК-белок [10]. Целесообразно в будущем 
провести исследования индукции этих повреждений 
при воздействии нейтронного излучения. 

Так же как и в случае момента хвоста ДНК-комет, 
для % ДНК в хвосте были проведены расчеты относи-
тельных изменений этого показателя за вычетом кон-
трольных значений. Показано, что через 15 мин репара-
ции в гамма-облученных клетках остается ~ 7,5±1,0 %, а 
клетках, облученных нейтронами ~ 32,4±13,8 % от изна-
чально индуцированных повреждений ДНК, влияющих 
на значения момента хвоста ДНК-комет. В целом, полу-
ченные значения близки к тем, которые были получены 
при анализе момента хвоста ДНК-комет.

Заключение
Основываясь на данных метода ДНК-комет в ще-

лочных условиях можно заключить, что эффективность 
репарации ДНК в лимфоцитах периферической крови 
человека после воздействия нейтронов 14,1 МэВ ~ в 
4‒5 раз ниже, чем после воздействия гамма-излучения 
кобальта-60. Полученные результаты свидетельствуют, 
что в случае воздействия нейтронного излучения вклад 
сложных, труднорепарируемых повреждений ДНК го-
раздо выше, чем при воздействии гамма-излучения, что 
и определяет высокую относительную биологическую 
эффективность нейтронного излучения.
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