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Введение

В условиях современного индустри-
ального общества неизбежно возрастает 
вероятность контакта человека с ионизиру-
ющим излучением, как при плановом при-
менении источников, так и при различных 
радиационных авариях. Для обеспечения 
эффективной радиологической защиты, 
включая методы оперативной и долгосроч-
ной оценки последствий облучения, тре-
буется не только высокотехнологическое 
оборудование, но и соответствующая мето-
дология, основанная на накопленном опы-
те обследования облучившихся лиц, одним 
из наиболее перспективных способов кото-
рой является биологическая дозиметрия по 
аберрациям хромосом в лимфоцитах крови 
человека.

Характерные свойства лимфоцитов 
крови человека и метод их культивиро-
вания лежат в основе т.н. «золотого стан-

дарта» биологической дозиметрии [1]. 
Показано, что данный метод является на-
дежным и эффективным способом оцен-
ки дозы ионизирующего излучения при 
остром аварийном или неконтролируемом 
облучении [2, 3], а также при иных воз-
можных вариантах контакта человека с 
излучением [4]. В случае отсутствия физи-
ческой дозиметрии при неконтролируемом 
облучении или при необходимости неза-
висимого подтверждения величины дозы 
цитогенетический метод на основе анализа 
радиационно-индуцированных хромосом-
ных аберраций в лимфоцитах перифериче-
ской крови является наиболее адекватным 
и точным подходом, особенно в случае об-
щего облучения. Область применимости и 
погрешности оценки дозы при локальном 
фракционированном облучении требуют 
дальнейших исследований и уточнения 
[5]. Одним из способов решения такой за-

СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДОВ БИОЛОГИчЕСКОй ДОЗИМЕТРИИ 
ПуТЕМ АНАЛИЗА ХРОМОСОМНыХ АБЕРРАЦИй В ЛИМФОЦИТАХ 

КРОВИ чЕЛОВЕКА ПРИ ОБЛучЕНИИ in vitRo И in vivo
1ФГБУ Медицинский радиологический научный центр Министерства 

здравоохранения России, г. Обнинск, Россия
2ФГБУ Федеральный медицинский биофизический центр 

имени А.И. Бурназяна, г. Москва, Россия

В настоящей работе выполнено исследование частоты радиационно-индуцированных 
аберраций хромосом в лимфоцитах крови человека при облучении in vitro и in vivo. Ста-
бильные и нестабильные аберрации изучались метафазным методом в клетках первого 
митоза с фиксацией на 48 ч после начала культивирования. Были обследованы две груп-
пы по 4 человека, облучившихся в высоких дозах при радиационных авариях и в ре-
зультате проведения радикальной лучевой терапии. Показано, что при ретроспективной 
биодозиметрии по стабильным аберрациям необходимо учитывать снижение их уровня с 
течением времени, чтобы избежать систематического занижения оценки дозы. В случае 
локального пролонгированного облучения, характерного для лучевой терапии онкологи-
ческих пациентов, необходимо учитывать частичное облучение лимфоцитов крови чело-
века и фактор пострадиационного восстановления клеток.

Ключевые слова: биологическая дозиметрия, культура лимфоцитов, хромосомные 
аберрации, дицентрики, транслокации  
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дачи является анализ частоты аберраций в 
лимфоцитах крови аварийно облучивших-
ся лиц и онкологических пациентов при 
проведении курса дистанционной лучевой 
терапии (ДЛТ) с известным дозиметриче-
ским сопровождением [6]. 

По степени пригодности для биологи-
ческой дозиметрии в остром периоде среди 
структурных нарушений хромосом могут 
применяться как нестабильные аберра-
ции (дицентрики, центрические кольца и 
ацентрики), так и стабильные аберрации 
(транслокации). Ключевой проблемой для 
оценки дозы является выбор калибровоч-
ной дозовой зависимости для частоты 
хромосомных аберраций. На практике в 
каждой цитогенетической лаборатории 
используют собственную калибровочную 
кривую, полученную при облучении лим-
фоцитов крови in vitro [1]. При этом для 
расширения области применимости цито-
генетического метода с целью оценки дозы 
локального облучения необходимо иссле-
довать дозовую зависимость частоты всех 
типов нестабильных аберраций (дицентри-
ков, центрических колец и ацентриков). 
Для оценки целесообразности использова-
ния указанных методов при воздействии in 
vivo наиболее адекватным представляется 
подход в форме цитогенетического обсле-
дования лиц, пострадавших при различ-
ных радиационных авариях, а также он-
кологических пациентов при проведении 
радикального курса ДЛТ. 

В настоящей работе исследована воз-
можность применения метода биологиче-
ской дозиметрии по частоте стабильных 

и нестабильных хромосомных аберраций 
при общем аварийном облучении человека 
в дозах от 1,3 Гр до 3,5 Гр и при локальном 
фракционированном облучении человека 
в суммарной очаговой дозе (СОД) 50 Гр и 
70 Гр. Основное внимание было обращено 
на исключение погрешностей при оценке 
дозы, приводящих к ее занижению,  как 
наиболее нежелательного практического 
недостатка биологической дозиметрии. 

Материал и методы исследования

Была обследована группа из 8 человек 
мужского пола, подвергшихся воздействию 
ионизирующей радиации в высоких до-
зах (таблица 1). В подгруппе с П1 по П4 
представлены лица в возрасте от 44 до 72 
лет, облучившиеся в прошлом при остром 
аварийном воздействии в дозах общего об-
лучения от 1,3 до 3,5 Гр, что привело к раз-
витию у них острой лучевой болезни (ОЛБ) 
первой и третьей степени. Подгруппа с П5 
по П8 – онкологические пациенты в возрас-
те от 52 до 70 лет с диагнозом рак легкого 
при центральной локализации процесса, 
получавших курс ДЛТ в СОД 50 Гр и 70 Гр. 
Лучевая терапия пациентов проводилась 
в клинике ФГБУ МРНЦ Минздрава Рос-
сии на установках «Агат Р» и «Рокус АМ» 
(60Co) по схеме ускоренного гиперфракцио-
нирования с неравномерным дроблением 
дневной дозы (1,0 Гр+1,5 Гр). Длитель-
ность отдельных сеансов составляла от 1 
до 1,5 мин. Общая продолжительность кур-
са ДЛТ – в пределах 27-44 суток.

Хромосомные аберрации изучались 
метафазным методом в клетках первого 

Таблица 1 – Возрастные и дозиметрические показатели обследованных лиц 

Код Год рождения Возраст при 
облучении, лет

Возраст при 
заборе крови, лет

Длительность 
облучения, дней

Известная заранее 
доза облучения, Гр

П1 1960 26 52 острое (ОЛБ-III) 3,5* 
П2 1940 35 71 острое (ОЛБ-III) 3,5 *
П3 1967 33 44 острое (ОЛБ-I) 1,3 *
П4 1938 23 72 острое (ОЛБ-I) 2,0 * 
П5 1960 52 52 29 70 (СОД)
П6 1940 72 72 27 50 (СОД)
П7 1951 61 70 33 50 (СОД)
П8 1942 70 70 44 50 (СОД)

Примечание: * – доза при общем облучении всего тела человека.
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митоза. Методика заключалась в подго-
товке препаратов метафазных хромосом 
из культуры лимфоцитов крови, окраши-
вании препаратов и микроскопическом 
анализе препаратов на световом и флуо-
ресцентном микроскопе. Культивирова-
ние клеток, приготовление препаратов и 
фиксация выполнялись по стандартной 
методике в соответствии с международны-
ми рекомендациями [1]. Для анализа не-
стабильных и стабильных аберраций хро-
мосом использовали стандартный метод 
окрашивания по Гимза и FISH-метод, со-
ответственно. При окраске FISH-методом 
применяли гибридизацию in situ с ис-
пользованием биотинилированных ДНК-
проб, специфичных к трем хромосомам 
человека (#2, #4, #12), которые составляют 
19% массы всего генома [7]. Из аберраций 
хромосомного типа учитывали ацентри-
ки (парные фрагменты и точки), центри-
ческие кольца и дицентрики. Эти виды 
аберраций относят к классу нестабиль-
ных аберраций. К аберрациям стабильно-
го типа относятся простые транслокации 
и аномальные моноцентрики (атипичные 
хромосомы), которые образуются вслед-
ствие симметричных хромосомных обме-
нов и перицентрических инверсий.

На отдельный образец крови анализиро-
вали от 88 до 1000 метафаз. Всего было про-
анализировано 6427 метафаз стандартным 
методом и 749 методом FISH.

В таблице 2 представлены полученные 
авторами ранее коэффициенты регресси-
онной дозовой зависимости частоты неста-
бильных и стабильных аберраций при облу-

чении лимфоцитов крови человека in vitro 
[8]. Для нестабильных аберраций представ-
лены параметры основных классов аберра-
ций, имеющих значение в биологической 
дозиметрии. Эти зависимости представле-
ны в форме наблюдаемой частоты, вклю-
чающей спонтанный уровень аберраций. В 
таком представлении коэффициент "с" име-
ет смысл статистической оценки спонтан-
ного уровня соответствующего показателя. 
Дозовая зависимость суммы транслокаций 
представлена как в виде наблюдаемой ча-
стоты (включая спонтанный уровень), так и 
радиационно-индуцированной частоты. 

Базовым стандартом биологической 
дозиметрии является решение следующего 
уравнения относительно величины дозы D:

2DDcY βα ++= ,

где Y – частота аберраций в анализиру-
емом образце крови, (с, α, β) – коэффици-
енты регрессии соответствующей дозовой 
зависимости. В качестве «золотого стан-
дарта» применяют анализ дицентриков в 
образце крови, взятом не позже 3-4 недель 
после окончания облучения, а дозовую за-
висимость получают при облучении образ-
цов крови доноров в лабораторных услови-
ях (in vitro) при заданных дозах, обычно в 
диапазоне 0-5 Гр [1]. При таких условиях, 
теоретически, могут быть использованы 
и транслокации, поскольку они индуци-
руются в лимфоцитах крови с такой же 
вероятностью, что и дицентрики, однако 
для анализа непосредственно после облу-
чения частота транслокаций практически 
не используется, поскольку распознавание 

Таблица 2 – Коэффициенты регрессионной дозовой зависимости частоты 
нестабильных и стабильных аберраций хромосомного типа при облучении лимфоцитов 
крови человека in vitro, Y = c + αD + βD2

Тип аберраций Коэффициенты регрессии, (аберр./100 кл.)
c ±SE* α, Гр-1 ±SE* β, Гр-2 ±SE*

1 дицентрики 0,017±0,013 1,43±0,22 4,16±0,13
2 дицентрики +центрические кольца 0,016±0,013 1,87±0,25 5,01±0,15

3 дицентрики +центрические 
кольца+ацентрики 0,32±0,05 3,16±0,36 7,27±0,19

4 транслокации наблюдаемые 0,67±0,25 4,59±1,33 2,92±0,51
5 транслокации индуцированные - 4,53±1,25 2,93±0,50

Примечание: * SE – стандартная ошибка среднего.
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транслокаций существенно более сложное 
и дорогое по сравнению с дицентриками. 
Тем не менее, анализ транслокаций необ-
ходим при проведении ретроспективной 
биодозиметрии, поскольку они относятся к 
классу стабильных аберраций и, в отличие 
от дицентриков, проявляются в лимфоци-
тах крови человека в течение многих лет 
после облучения. 

Поскольку лимфоциты крови постоянно 
обновляются с характерным временем око-
ло 3 лет [1], то при ретроспективной биодо-
зиметрии приходится анализировать абер-
рации не в непосредственно облученных 
клетках, а в пролиферировавших потомках 
облученных стволовых клеток. При этом на-
чальная частота аберраций (дицентриков и 
транслокаций) в момент облучения и соот-
ветствующая частота в отдаленном периоде 
могут существенно отличаться. Известно, 
что частота дицентриков быстро снижается 
по мере элиминации облученных лимфоци-
тов, но и частота транслокаций также сни-
жается, несмотря на то, что они относятся к 
классу стабильных аберраций. 

В настоящей работе для выполне-
ния ретроспективной биодозиметрии на 
основе частоты транслокаций предложе-
но учесть фактор ее снижения с течением 
времени, используя накопленные в лабо-
ратории результаты динамического наблю-
дения пострадавших лиц при различных 
радиационных авариях. В результате ста-
тистического анализа таких данных были 
оценены параметры временной зависимо-
сти частоты стабильных аберраций, ко-
торые предложено использовать в ретро-
спективной биодозиметрии. В результате 
удается внести обоснованную поправку в 
оценку дозы, что исключает существенное 
ее занижение. Предложенный метод про-
иллюстрирован на примере обследован-
ных лиц (П1-П4).  

При локальном облучении тела чело-
века в течение длительного времени, что 
характерно для ДЛТ, оценка дозы по абер-
рациям также может быть существенно за-
нижена, если не учитывать особенности об-
лучения. Так, в данной работе расчет инди-

видуальных доз по частоте аберраций для 
пациентов (П5-П8) производили по методу 
усеченного Пуассоновского распределения 
Dolphin [9]. Для этого были использованы 
полученные в нашей лаборатории кали-
бровочные дозовые зависимости частоты 
аберраций при облучении лимфоцитов кро-
ви человека in vitro (таблица 1). В методе 
Dolphin анализируется распределение ди-
центриков по клеткам в предположении, 
что это распределение состоит из двух 
частей. Первая часть – это распределение 
Пуассона, которое формируют облученные 
лимфоциты, и вторая – вклад от необлучен-
ных клеток. Данный метод позволяет вы-
числить локальную дозу D, Гр; долю облу-
ченной популяции лимфоцитов (f), а также 
дать оценку облученной части тела челове-
ка (F). Расчет указанных величин произво-
дили по следующим формулам [9]:

,

где N – общее число проанализиро-
ванных клеток, n0 – число клеток, не со-
держащих дицентриков, Y – среднее число 
дицентриков на одну облученную клетку, 
X – число дицентриков. Локальная доза D 
вычисляется по in vitro дозовой зависимо-
сти частоты дицентриков, используя вели-
чину Y. 

2
111)( DDcDYY DIC βα ++== ,

где YDIC – частота дицентриков, (с1, α1, 
β1) – коэффициенты регрессии (таблица 2). 
Оценка облученной части тела (F) выпол-
няется с учетом интерфазной гибели кле-
ток и митотической задержки по следую-
щим формулам [9]:

,

где D0  – параметр интерфазной гибе-
ли клеток в интервале 2,7÷3,5 Гр. В данной 
работе принято D0 = 3,0 Гр. 
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Метод учета длительности облуче-
ния (фактора мощности дозы) основан на 
оценке процесса пострадиационного вос-
становления облученных лимфоцитов кро-
ви при пролонгированном облучении. Этот 
метод позволяет вычислить поглощенную 
дозу, накопленную в течение длительного 
облучения за время t, которое превышает 
период пострадиационного восстановле-
ния клеток [10]. В этом случае расчет про-
изводится по формулам:

2

2
111

)1(2
x

exG

DGDcY
x−+−

=

++= βα

,

где Y – наблюдаемая частота дицен-
триков в лимфоцитах крови пациента, (c1, 
α1, β1) – регрессионные коэффициенты, 
D – поглощенная доза, G – функция, опи-
сывающая снижение вклада квадратич-
ной компоненты, зависящей от мощности 
дозы, за счет процессов репарации ДНК в 
облученных клетках [1]. При остром об-
лучении G(x) = 1. В случае непрерывного 
облучения G(x) снижается до нуля. Вели-
чина x = t/t0 , где t - время (длительность) 
облучения, t0 - время существования пер-
вичного повреждения хромосом, принятое 
для лимфоцитов крови равным 2 ч [10]. 

Поскольку схема курса лучевой тера-
пии характеризуется локальным и дробно-
пролонгированным облучением, то в ра-
боте использовался метод, включающий 
формулы метода Dolphin и метода учета 
фактора мощности дозы G(x).

При статистической обработке полу-
ченных данных стандартные ошибки вы-
числяли для аберрантных клеток в пред-
положении биномиального распределения, 
а для частоты аберраций – распределения 
Пуассона. В качестве критерия значимости 
для проверки гипотезы о равенстве сред-
них использовалась Z-статистика без до-
полнительных предположений о дисперси-
ях исследуемых распределений. Наблюда-
емые распределения аберраций по клеткам 
сравнивали с теоретически ожидаемым 
распределением Пуассона с помощью па-

раметрического критерия [11]. Для полу-
чения интервальных оценок был использо-
ван подход, основанный на учете 95%-ных 
доверительных интервалов, применяемый 
при биодозиметрическом анализе как для 
индивидуальной погрешности единично-
го измерения, так и для зоны регрессии 
среднего хода регрессионной зависимости 
частоты аберраций [1].

Результаты исследования 

Проведенные авторами ранее цитогене-
тические обследования аварийно облучив-
шихся лиц позволяют оценить параметры 
динамики радиационно-индуцированных 
стабильных аберраций in vivo за период 
до 35 лет после облучения. Для этой цели 
были использованы цитогенетические дан-
ные группы из 14 человек мужского пола, 
подвергшихся воздействию ионизирую-
щей радиации в высоких дозах острого 
общего облучения от 0,9 до 4,0 Гр (с на-
чальной частотой дицентриков ( от 5,0 до 
100 диц./100 клеток). Такое облучение при-
вело к развитию у этих лиц ОЛБ от первой 
до третьей степени [12-14]. Уникальной 
особенностью цитогенетических данных 
этой группы является наличие результатов 
как на момент непосредственно после об-
лучения, так и в последующий пострадиа-
цонный период у одних и тех же лиц. Всего 
для целей данной работы было проанали-
зировано 14 измерений частоты дицентри-
ков стандартным методом непосредствен-
но после облучения, 33 измерения частоты 
транслокаций методом FISH и 89 измере-
ний частоты аномальных моноценириков 
стандартным методом за период до 35 лет 
после облучения. 

На рисунке 1 показана динамика 
радиационно-индуцированных аномаль-
ных моноцентриков в лимфоцитах об-
лучившихся лиц. По ординате отложено 
отношение частоты транслокаций, наблю-
даемой in vivo, в зависимости от времени 
после облучения, к частоте дицентриков, 
которые наблюдались у этого человека сра-
зу после облучения. Частота радиационно-
индуцированных аномальных моноцен-
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триков была получена путем вычитания из 
результатов наблюдения возрастного кон-
троля обследованного человека на момент 
взятия у него образца крови. 

На рисунке 2 показана  динамика 
радиационно-индуцированных трансло-
каций в лимфоцитах крови облучивших-
ся лиц. По ординате отложено отношение 
частоты транслокаций, пересчитанной на 
полный геном по формуле Lucas [7] в зави-
симости от времени после облучения к ча-
стоте дицентриков, которые наблюдались 
у этого человека сразу после облучения. 
Частота радиационно-индуцированных 
транслокаций также была получена путем 
вычитания из результатов наблюдения 
возрастного контроля [15] обследованно-
го человека на момент взятия у него об-
разца крови. 

В таблице 3 приведены параметры ре-
грессионной зависимости динамики ста-
бильных аберраций in vivo, оцененные в 
работе по имеющимся цитогенетическим 

данным. Выбранная формула регрессии 
включает три параметра, имеющих ясный 
биофизический смысл: Y0 и Y1 – начальный 
и асимптотический уровень аберраций по 
отношению к исходному уровню дицентри-
ков, T1 – характерное время снижения ча-
стоты стабильных аберраций от начального 
до асимптотического уровня. 

В таблице 4 и таблице 5 представлены 
результаты цитогенетического обследова-
ния, проведенного в подгруппе аварийно 
облучившихся лиц и онкологических па-
циентов, соответственно. У пациентов П1 
и П2 стабильные аберрации анализирова-
лись как стандартным, так и FISH-методом 
в одних и тех же образцах крови. П2 по-
вторно обследовался в течение года стан-
дартным методом. Онкологические паци-
енты обследовались по следующей схеме: 
(1) до начала ДЛТ; (2) после первого дня 
облучения (две фракции 1,0 Гр+1,5 Гр) и 
(3) непосредственно после окончания все-
го курса ДЛТ (за исключением П7, для ко-

Таблица 3 – Параметры регрессионной зависимости динамики стабильных аберраций 
in vivo, в соответствии с приведенными на рисунке 1 и рисунке 2 результатами. 
Формула регрессии: Y=Y1 +(Y0-Y1) exp(-t/T1)

Данные Параметры динамики стабильных аберраций 
Y0±SE Y1±SE T1±SE, лет

аномальные моноцентрики (14 человек, 89 точек) 0,16±0,02 0,056±0,009 3,44±1,58
индуцированные транслокации (14 человек, 33 точки) 1,84±0,084 0,36±0,06 4,46±0,98

Рисунок 1 – Динамика частоты 
стабильных аберраций (аномальных 

моноцентриков) у облучившихся 
лиц в дозах от 0,9 до 4,0 Гр. Точки – 

индивидуальные показатели, 
сплошная линия – регрессионная 

зависимость (таблица 3)

Рисунок 2 – Динамика частоты 
стабильных аберраций (транслокаций) 

у облучившихся лиц в дозах от 0,9 
до 4,0 Гр. Точки – индивидуальные 

показатели, сплошная линия – 
регрессионная зависимость (таблица 3)
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торого результаты приведены только при 
первом и последнем обследовании).

В таблице 6 приведены результаты ста-
тистического анализа распределения ди-
центриков по клеткам обследованных лиц 
на соответствие распределению Пуассона 
по методу [11]. Известно [1], что превыше-
ние величины u по абсолютному значению 
1,96 свидетельствует о несоответствии на-
блюдаемого распределения Пуассоновско-
му с превышением дисперсии при положи-
тельном значении u и снижением диспер-
сии при отрицательном u. 

Из таблицы 6 следует, что в 6 из 16 
случаев распределение дицентриков отли-
чается от Пуассоновского. Из этих 6 отли-
чий 4 распределения для онкологических 
пациентов после ДЛТ могут быть интер-
претированы как следствие локального 

облучения. Величина u при этом варьиру-
ется от 3,24 (П2) до 8,62 (П8). Оставшиеся 
2 случая (П1 и П6) могут быть интерпре-
тированы как проявление повышенного 
уровня дицентриков, возможно, вслед-
ствие ранее перенесенного радиационно-
го воздействия.  

Очевидно, что частота дицентриков у 
аварийно облучившихся лиц и у онкологи-
ческих пациентов до начала ДЛТ повышена 
по сравнению с принятой международным 
научным сообществом оценки спонтанной 
величины (в среднем 1 дицентрик на 1000 
клеток [1]). И хотя индивидуальные пока-
затели статистически значимо не отлича-
ются от спонтанного уровня, полученные 
результаты могут свидетельствовать либо 
о наличии хромосомной нестабильности 
клеток у обследованных пациентов, либо о 

Таблица 4 – Результаты цитогенетического анализа лимфоцитов крови облучившихся 
лиц при различных радиационных авариях
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П1 26 1000 11 6 3 5 62 409 15 3
П2 36 1000 6 4 1 1 87 340 11 1
П2 37 400 6 7 1 4 26 - - -
П3 12 1000 8 4 1 4 39 - - -
П4 51 1000 9 3 2 4 8 - - -

Примечание: * – анализ стандартным методом; ** – анализ методом FISH с одноцвет-
ной окраской (2, 4, 12) хромосом.
Таблица 5 – Результаты цитогенетического анализа лимфоцитов крови обследованных 
онкологических пациентов

Код 
пациента

Время после 
облучения

Число 
клеток

Число 
аберрантных 

метафаз

Хромосомные аберрации

ацентрики центрические кольца дицентрики

П5
до ДЛТ 200 3 1 0 2
1 сут. 260 14 9 2 8

после ДЛТ 200 85 30 22 98

П6
до ДЛТ 200 5 4 0 3

ч-з 1 сут. 200 11 10 0 2
после ДЛТ 125 38 22 14 45

П7 до ДЛТ 188 9 9 0 1
после ДЛТ 166 121 44 53 191

П8
до ДЛТ 200 5 3 0 2

ч-з 1 сут. 200 9 5 4 2
после ДЛТ 88 33 16 8 45

Обмен опытом
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возможном влиянии предшествующих ди-
агностических рентгено-радиологических 
обследований.

В таблицах 7 и 8 представлены резуль-
таты расчета индивидуальных поглощен-

ных доз при ретроспективной оценке для 
аварийно облучившихся лиц и при оценке 
СОД для онкологических пациентов, соот-
ветственно. В обоих случаях полученные 
оценки доз сопоставлены со стандартным 

Таблица 7 – Результаты ретроспективной биологической дозиметрии по 
цитогенетическим показателям облучившихся лиц

Код 
пациента

Известная 
доза, Гр

Оценка по in vitro кривой, Гр Ретроспективная оценка дозы, Гр
аномальные 

моноцентирики транслокации аномальные 
моноцентирики транслокации

П1 3,5 0,9 (0,7÷1,1) 1,5 (1,0÷2,0) 5,0 (4,8÷5,1) 2,9 (2,4÷3,3)
П2 3,5 1,1 (1,0÷1,3) 1,3 (0,7÷1,7) 5,9 (5,8÷6,1) 2,5 (2,0÷3,0)
П2 3,5 0,9 (0,6÷1,2) - 5,1 (4,9÷5,4) -
П3 1,3 0,6 (0,5÷0,8) - 3,8 (3,6÷3,9) -
П4 2,0 0,2 (0,05÷0,3) - 1,7 (1,5÷1,8) -

Таблица 8 – Результаты биологической дозиметрии по цитогенетическим показателям 
обследованных пациентов при проведении курса ДЛТ

Код 
пациента

Заданная СОД, 
Гр

Оценка дозы по 
in vitro кривой, 

Гр

Оценка по методу Dolphin+G(x)
длительность ДЛТ, 

дн G(x) СОД, Гр

П5 2,5 0,7 (0,3÷1,0) 0,25 0,46 1,0 (0,4÷1,3)
П5 70 3,3 (2,9÷3,6) 28 0,00573 40 (34÷46)
П6 3,0 0,3 (0÷0,6) 0,25 0,46 0,5 (0÷0,8)
П6 50 2,8 (2,3÷3,2) 29 0,00615 34 (27÷41)
П7 50 5,1 (4,7÷5,5) 35 0,00504 58 (52÷63)
П8 2,0 0,3 (0÷0,6) 0,25 0,46 0,4 (0÷0,8)
П8 50 3,3 (2,8÷3,8) 44 0,00378 63 (49÷85)

Таблица 6 – Распределение дицентриков по клеткам у обследованных пациентов  и 
оценка его соответствия распределению Пуассона 
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** Распределение дицентриков по клеткам

σ2/Y u0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

П1 26 лет 1000 5 0,50±0,26 996 3 1 0 1,40 9,90*
П2 36 лет 1000 1 0,10±0,10 999 1 0 0 1,00 0,00
П2 37 лет 400 4 1,00±0,50 396 4 0 0 0,99 -0,12
П3 12 лет 1000 4 0,40±0,20 996 4 0 0 1,00 -0,08
П4 51 год 1000 4 0,40±0,20 996 4 0 0 1,00 -0,08

П5
до ДЛТ 200 2 1,00±0,71 198 2 0 0,99 -0,07

ч-з 1 сут. 260 8 3,08±1,07 252 8 0 0,97 -0,33
после ДЛТ 200 98 49,0±6,6 137 44 9 7 1 1 1 0 1,76 7,66*

П6
до ДЛТ 200 3 1,50±1,12 198 1 1 0 0 1,66 8,06*

ч-з 1 сут. 200 2 1,00±0,71 198 2 0 0 0 0,99 -0,07
после ДЛТ 125 45 36,06±6,4 94 20 8 3 0 1,41 3,24*

П7 до ДЛТ 188 1 0,53±0,53 187 1 0 1,00 0,00
после ДЛТ 166 191 115±11 68 51 25 10 6 3 1 1 1 0 1,80 7,26*

П8
до ДЛТ 200 2 1,00±0,71 198 2 0 0,99 -0,07
ч-з 1 сут 200 2 1,00±0,71 198 2 0 0,99 -0,07

после ДЛТ 88 45 51,1±11,5 65 13 3 3 3 1 0 2,29 8,62*

Примечание: * не соответствует распределению Пуассона;** SE – ошибка среднего.
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расчетом дозы при помощи соответствую-
щей in vitro дозовой зависимости (кали-
бровочной кривой), которая обычно ис-
пользуется при подобной биологической 
дозиметрии. 

Приведенные в таблице 7 оценки дозы и 
соответствующих доверительных интерва-
лов по in vitro кривой выполнены, исполь-
зуя индивидуальную частоту стабильных 
аберраций (аномальных моноцентриков и 
транслокаций) и коэффициенты регресси-
онной дозовой зависимости для индуци-
рованных транслокаций (таблица1). Такой 
подход основан на предположении, что на-
блюдаемые при стандартном анализе ано-
мальные моноцентрики преимущественно 
представлены полными или неполными 
транслокациями. При проведении расче-
тов индуцированная частота стабильных 
аберраций получалась путем вычитания 
из результатов наблюдения возрастного 
контроля [15] обследованного человека на 
момент взятия у него образца крови. Пере-
счет частоты наблюдаемых транслокаций 
на трех хромосомах в частоту на всех хро-
мосомах производился в рамках гипотезы 
об однородном распределении первичных 
повреждений по генетическому материалу 
клетки. В этом случае частота аберрации на 
весь геном составляет FG = FP / NGE, где FP 
– парциальная частота аберраций с участи-
ем только «окрашенных» хромосом, NGE 
– число геном-эквивалентных клеток (кле-
точный эквивалент-GE), соответствующих 
числу проанализированных метафаз, N [7]. 
При этом величины связаны между собой 
известным соотношением NGE = fg N; где 
fg=0,313 для набора хромосом (2, 4, 12), 
использованного в данной работе.

Следует отметить, что результаты рас-
чета по in vitro кривой представлены лишь 
в качестве иллюстрации логически противо-
речивого подхода, который не должен при-
меняться в случае ретроспективной био-
дозиметрии. Противоречие состоит в том, 
что in vitro кривой описываются аберрации 
в непосредственно облученных клетках, а 
в отдаленные сроки анализируются клетки, 
являющиеся потомками облученных стволо-

вых клеток. Одним из нежелательных прак-
тических следствий такого противоречия яв-
ляется существенное, до двух раз, занижение 
оценки поглощенной дозы (таблица 7). 

Приведенные в таблице 7 ретроспек-
тивные оценки дозы и соответствующих 
доверительных интервалов выполнены, 
используя начальную индивидуальную 
частоту дицентриков и коэффициенты ре-
грессионной дозовой зависимости для ди-
центриков (таблица 1). Начальные индиви-
дуальные частоты дицентриков были ре-
конструированы, используя индивидуаль-
ную частоту индуцированных стабильных 
аберраций (аномальных моноцентриков 
и транслокаций) в отдаленном периоде и 
статистически оцененную зависимость от-
ношения частоты стабильных аберраций к 
начальной частоте дицентриков, рисунок 1 
и рисунок 2. В результате начальная часто-
та дицентриков оказалась примерно в ( 1/
Y1 ) раз выше, чем соответствующая часто-
та стабильных аберраций (таблица 3), т.е. в 
17,8 и в 2,8 раз для аномальных моноцен-
триков и транслокаций, соответственно.

В таблице 8 представлены рассчитанные 
СОД по предложенному ранее авторами ме-
тоду Dolphin+G(x) [8], в котором учитыва-
ется локальный характер облучения и про-
тяженность воздействия по времени, равная 
общей продолжительности всего курса ДЛТ 
(таблица 8). Аналогично таблице 7, для 
сравнения приведены результаты расчета 
по in vitro кривой для дицентриков (таблица 
1), которые также приводят к существенно-
му, до 10-20 раз, занижению оценки дозы. 
Причина состоит в том, что при локальном, 
пролонгированном по времени лучевом воз-
действии облученные и необлученные лим-
фоциты перемешиваются в кровяном русле, 
при этом существенную роль играют про-
цессы пострадиационного восстановления 
клеток. Все это влияет на дозовую зависи-
мость частоты наблюдаемых после облуче-
ния аберраций, что необходимо учитывать 
для корректной оценки поглощенной дозы 
методом биодозиметрии. 

Для решения поставленной в работе 
задачи по совершенствованию биодози-

Обмен опытом
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метрического метода были обследованы 
две группы лиц, облучившихся в высоких 
дозах. Для всех обследованных лиц были 
известны особенности их облучения и 
фактически поглощенные дозы. При этом 
ставилась задача сопоставить фактические 
дозы с оценками, которые следуют из ана-
лиза частоты аберраций и методики при-
менения дозовой зависимости, полученной 
при лабораторных исследованиях in vitro. 
Основное внимание было обращено на ис-
ключение погрешностей при оценке дозы, 
приводящих к ее занижению как наиболее 
нежелательного практического недостатка 
биологической дозиметрии. 

Сопоставление частоты дицентриков в 
подгруппе аварийно облучившихся лиц со 
спонтанной частотой, которая составляет 1 
дицентрик на 1000 клеток [1], показывает 
их повышенный уровень, который, однако, 
не позволяет рассчитать дозу облучения. 
По in vitro калибровочной зависимости ча-
стоты дицентриков оценка дозы составля-
ет менее 5% от ее фактической величины. 
Причина состоит в существенном сниже-
нии уровня дицентриков за длительный 
период после облучения. Вместе с тем вы-
сокий уровень аномальных моноцентри-
ков, представленных в основном трансло-
кациями, явно указывает на имевшее место 
существенное радиационное воздействие. 

В подгруппе онкологических пациентов 
расчет доз по in vitro калибровочной зави-
симости частоты дицентриков на момент 
окончания ДЛТ приводит к дозам облуче-
ния от 2,8 Гр до 5,1 Гр, что составляет от 6% 
до 10% от фактической величины суммар-
ной очаговой дозы. В этом случае причина 
недооценки дозы заключается в необходи-
мости внесения поправок в калибровочную 
зависимость для учета локального и про-
лонгированного характера облучения.

Класс стабильных аберраций, дли-
тельное время проявляющихся в лимфо-
цитах крови облучившихся лиц, является 
естественным кандидатом для ретроспек-
тивной биологической дозиметрии. Ана-
лиз имеющихся результатов наблюдения 
стабильных аберраций при облучении in 

vivo по методу FISH и аномальных моно-
центриков стандартным методом позво-
ляет выявить важные закономерности, 
существенные для совершенствования ре-
троспективной методики. Так, выявленные 
в работе количественные закономерности 
динамики индуцированных стабильных 
аберраций (аномальных моноцентриков и 
транслокаций) позволяют сделать важные 
заключения об особенностях применения 
цитогенетического метода для ретроспек-
тивной биологической дозиметрии. Форма 
представления данных в виде отношения 
частоты стабильных аберраций к началь-
ной частоте дицентриков позволяет соот-
нести потенциальные возможности ана-
лиза стабильных аберраций в отдаленном 
периоде с прекрасно зарекомендовавшим 
себя в качестве «золотого стандарта» в 
остром периоде после облучения  методом 
дицентриков [1]. 

Выявленные особенности динамики 
индуцированных стабильных аберраций 
позволяют сформулировать количествен-
но обоснованные условия их применения 
для ретроспективной биологической дози-
метрии. Тот факт, что частота стабильных 
аберраций в лимфоцитах крови облучив-
шихся лиц сохраняется на неизменном 
уровне в период от 10 лет до 35 лет после 
облучения, является главным преимуще-
ством применения данного метода для 
ретроспективной биологической дозиме-
трии. Вместе с тем очевидно, что in vitro 
дозовая зависимость стабильных аберра-
ций (транслокаций) в общем случае не мо-
жет быть использована в качестве калибро-
вочной кривой для ретроспективной оцен-
ки индивидуальной дозы. Действительно, 
если в остром периоде сразу после облуче-
ния использование in vitro дозовой зависи-
мости транслокаций обосновано в той же 
степени, как для дицентриков, вследствие 
их одинаковой вероятности при образова-
нии соответствующих обменных аберра-
ций, то в отдаленном пострадиационном 
периоде частота транслокаций снижается, 
поэтому оценки дозы по in vitro дозовой 
зависимости могут быть существенно за-
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нижены. Чтобы устранить такие система-
тические погрешности в оценке дозы, не-
обходимо учитывать изменение частоты 
транслокаций с течением времени.

Известно, что аномальные моноцен-
трики можно проанализировать более 
простым и дешевым стандартным мето-
дом по сравнению с методом FISH. В ряде 
случаев такой анализ может служить при-
ближенной оценкой частоты транслока-
ций. Поэтому для целей ретроспективной 
биодозиметрии метод аномальных моно-
центриков может служить определенным 
дополнением или «суррогатной» заменой 
метода транслокаций с учетом принятых 
допущений. При этом следует иметь ввиду, 
что статистическая точность любых био-
дозиметрических оценок по аномальным 
моноцентрикам будет существенно ниже, 
чем по транслокациям, и для ее повыше-
ния надо анализировать в несколько раз 
большее число клеток. В этой связи ре-
троспективный метод оценки аномальных 
моноцентриков может быть рекомендован, 
скорее, в качестве дополнения к другим 
методам или как ретроспективный биоло-
гический индикатор облучения, но не спо-
соб окончательного расчета индивидуаль-
ной поглощенной дозы. 

Биодозиметрические расчеты СОД для 
онкологических пациентов по сочетанному 
методу Dolphin+G(x), предложенному ав-
торами ранее [8], подтвердили его состоя-
тельность. Основное достоинство такого 
метода состоит в том, что при его примене-
нии устраняется систематическое заниже-
ние оценки дозы по сравнению с прямым 
применением in vitro калибровочной зави-
симости частоты аберраций от дозы. Для 
двух из четырех обследованных в данной 
работе пациентов (П5 и П6) оценки СОД 
оказались ниже физических величин, а для 
остальных (П7 и П8) оценки СОД превыси-
ли  физические значения, подтверждая вы-
вод [8], что индивидуальная вариация оцен-
ки дозы может достигать 50% как в сторону 
занижения, так и ее завышения. В целом, 
данный способ биодозиметрической оцен-
ки дозы по методу Dolphin+G(x), используя 

итоговую частоту дицентриков на момент 
окончания курса ДЛТ, следует рассматри-
вать как полуэмпирический способ расчета 
индивидуальной локальной дозы, который 
статистически при большой выборке дает 
несмещенную оценку. Для расширения 
области применимости данного подхода и 
повышения его точности необходимо даль-
нейшее накопление цитогенетических дан-
ных обследования онкологических пациен-
тов с различными локализациями опухолей, 
наблюдение цитогенетических показателей 
в динамике после курса ДЛТ, примене-
ние современных и эффективных методов 
анализа аберраций. Помимо практической 
биологической дозиметрии, выявленные 
закономерности образования хромосомных 
повреждений в лимфоцитах крови человека 
могут быть полезны при анализе индиви-
дуальной радиационной чувствительности 
клеток человека и хромосомной нестабиль-
ности его генома.

Заключение

При выполнении биологической до-
зиметрии на основе анализа хромосомных 
аберраций в лимфоцитах крови человека 
существенным требованием является ис-
ключение погрешностей при оценке дозы, 
приводящих к ее систематическому заниже-
нию, как наиболее нежелательному практи-
ческому недостатку биологической дозиме-
трии. При ретроспективной оценке дозы по 
стабильным аберрациям, а также при оцен-
ке локальной дозы по дицентрикам в слу-
чае пролонгированного облучения следует 
избегать непосредственного применения in 
vitro дозовой зависимости соответствую-
щих аберраций для оценки дозы, чтобы ис-
ключить систематическое занижение дозы в 
2 и 10-20 раз, соответственно. При коррект-
ном учете фактора снижения с течением вре-
мени индуцированных in vivo стабильных 
аберраций ретроспективная биологическая 
дозиметрия не приводит к существенному 
занижению оценки индивидуальной дозы. 
В случае локального пролонгированного 
облучения рекомендуется применять ком-
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бинированный метод Dolphin+G(x), учиты-
вающий частичное облучение лимфоцитов 
крови человека и фактор пострадиационно-
го восстановления клеток. 
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ThE IMPROVEMENT OF METhODS OF BIOLOGIcAL DOSIMETRY 
BY ANALYSIS OF chROMOSOMAL ABERRATIONS INDucED IN 

huMAN BLOOD LYMPhOcYTES in vitRo AND in vivo 

The investigation of radiation-induced chromosomal aberrations in human blood lym-
phocytes in vitro and in vivo was carried out. The stable and unstable aberrations scoring in first 
division cells fixed at 48 h were studied using metaphase method. The two groups comprised 
four victims of radiation accidents and four lung cancer patients after radiation therapy were 
examined. It was found that post-radiation time reduction of radiation induced stable chromo-
somal aberrations in victims should be taken into account for the purpose to avoid systematic 
underestimation of absorbed dose. In the case of radiation therapy, when a local prolonged 
irradiation with very high dose is usually applied, it was pointed out that mixture irradiated 
and non-irradiated blood lymphocytes together with dose rate effect must be considered as ap-
propriate.  

Key words: biological dosimetry, lymphocyte culture, chromosomal aberrations, dicentrics, 
translocations

Поступила 30.01.13

  

Обмен опытом


