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ИЗучЕНИЕ ГЕНЕТИчЕСКОй НЕСТАБИЛьНОСТИ 
ПОПуЛЯЦИИ ChloRElla vulgaRis ПОСЛЕ ДЕйСТВИЯ 
ИОНИЗИРуЮщЕГО ИЗЛучЕНИЯ РАЗНОГО КАчЕСТВА

ИАТЭ НИЯУ МИФИ, г. Обнинск, Россия

В статье представлены данные о закономерностях действия редко- и плотноиони-
зирующих излучений на культуру зеленой одноклеточной водоросли Chlorella vulgaris. 
Приводятся значения ОБЭ α-облучения (239Pu, ЛПЭ = 125 кэВ/мкм) для хлореллы. В ходе 
данного исследования получены кривые выживаемости клеток хлореллы, предваритель-
но облученных редко- и плотноионизирующим излучением в эквивалентных дозах 50, 
150, 300, 400 Гр. Впервые обнаружены разные типы инактивации клеток под действием 
ионизирующих излучений и выявлены эффекты дорастания клеток хлореллы, характери-
зующие генетическую нестабильность популяции. Показано, что при воздействии плот-
ноионизирующего излучения клетки способны формировать колонии в более поздние 
сроки в сравнении с клетками, подвергшимися действию редкоионизирующего.

Ключевые слова: γ-излучение, α-частицы, хлорелла, ОБЭ, эффект дорастания

УДК 575.22:561.261:614.876 Е.Р. Ляпунова, Л.Н. Комарова

Закономерности летального действия 
ионизирующих излучений с разной линей-
ной передачей энергии (ЛПЭ) на клетки 
обусловлены как физическими характери-
стиками излучений, так и биологическими 
свойствами самих клеток – прежде всего 
процессами репарации радиационных по-
вреждений. Характер влияния γ-излучения 
зависит от энергии γ-квантов и простран-
ственных особенностей облучения, напри-
мер, внешнего или внутреннего. Под влия-
нием γ-облучения у растений, животных 
или микроорганизмов меняется слаженный 
обмен веществ, ускоряется или замедляет-
ся (в зависимости от дозы) течение физио-
логических процессов, наблюдаются сдви-
ги в росте, развитии [1]. Было показано, что 
плотноионизирующие излучения, характе-
ризующиеся более высокими значениями 
линейных потерь энергии (ЛПЭ), были бо-
лее эффективными по многим показателям 
[2, 3]. Для правильной интерпретации ме-
ханизмов летального действия излучения 
на живые организмы решающее значение 
имеет изучение закономерностей гибели 
облученных клеток, а для понимания отда-
ленных последствий облучения – изучение 
выживших после облучения клеток.

Анализируя связь величины эффекта 
дорастания с формой кривой выживания, 
эффект дорастания можно объяснить, допу-
стив замедленное (по сравнению с контро-
лем) формирование колоний из тех клеток, 
которые получили при облучении субкри-
тическое число повреждений [4]. При дозах, 
вызывающих гибель 50 % клеток и более, 
потомки большинства выживших клеток 
оказываются наследственно измененными. 
Облучение на протяжении сотен клеточных 
генераций вызывает у них неустойчивое 
состояние ядерного аппарата. Выжившие 
после облучения клетки производят часто 
неполноценное потомство – клеточные 
клоны с измененной наследственностью, 
с повышенной смертностью и искажения-
ми жизненно важных функций. Эффекты 
дорастания хорошо изучены у различных 
клеточных линий, но данных по изучению 
генетической нестабильности после дей-
ствия ионизирующей радиации на популя-
ции растений представлено очень немного.

Поэтому представляло интерес прове-
сти сравнительное изучение выживаемости 
клеток хлореллы, облучаемых в различных 
стадиях роста γ-квантами 60Со, линейная 
потеря энергии (ЛПЭ) = 0,2 кэВ/мкм, и 
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α-частицами 239Pu (ЛПЭ = 125 кэВ/мкм), а 
также изучить эффекты дорастания, опре-
деляющие генетическую нестабильность 
изучаемых клеток.

Такие данные могут представить инте-
рес как с теоретической точки зрения, так 
и при интерпретации норм радиационной 
безопасности.

Материалы и методы исследования

В качестве объекта исследований вы-
брана одноклеточная зеленая водоросль 
Chlorella vulgaris, с использованием ко-
торой другими авторами получена уни-
кальная информация о мутагенных и ле-
тальных эффектах высоких доз внешнего 
облучения, продуктов ядерного деления 
235U разного возраста [5], неорганических 
и органических соединений в модельных 
растворах [6], компонентов природных и 
промышленных вод [7]. Хлорелла – удоб-
ный объект биологического мониторинга 
состояния природных экологических си-
стем [8], поскольку имеет широкий ареал 
распространения и присутствует как в во-
доемах, так и на почвах. 

Размножается хлорелла исключитель-
но автоспорами (бесполое размножение), 
образующимися обычно по 4-8 в одной 
клетке и освобождающимися после раз-
рыва ее стенки. Для хлореллы характерны 
очень высокие темпы размножения. Благо-
даря этому она стала объектом массового 
культивирования для использования в са-
мых разных направлениях.

Для клеток хлореллы характерны не-
сколько типов инактивации. Во-первых, 
это гибель без предварительного роста на 
стадии молодой клетки, при облучении – 
гибель «под лучом». Во-вторых, клетка 
может погибнуть, увеличив свой объем до 
объема материнских клеток и больше. При 
этом в клетке иногда видны контуры авто-
спор [9]. Наконец, клетка может несколько 
раз спорулировать и дать патологическую 
микроколонию.

Разработка метода микроколоний при-
менительно к клеткам хлореллы позволя-
ет произвести детальный анализ дозовой 

зависимости появления различных форм 
инактивации клеток этого объекта [4].

В качестве среды для культивирова-
ния хлореллы выбрана жидкая среда Та-
мия следующего состава: KNO3 – 5,0; 
MgSO4×7H2O – 2,5; KH2PO4 – 1,25, FeSO4 – 
0,003 г\л. Питательная среда и растворы 
всех солей готовятся на дистиллированной 
воде и не подвергаются стерилизации. Для 
избежания образования осадка навеску 
каждого вещества сначала растворяют в 
небольшом количестве воды, а затем рас-
творы сливают вместе в указанной выше 
последовательности и доливают воду до 
соответствующего объема. Перед внесе-
нием водорослей приготовленная среда 
разбавляется в два раза дистиллированной 
водой. Наращивание культуры водоросли 
производилось в специально разработан-
ном для этих целей многокюветном куль-
тиваторе КВМ-05. Засев водоросли произ-
водится с начальной плотностью 0,1-0,15 
единиц оптической плотности (Р), значе-
ние которой постоянно регистрируется в 
процессе культивирования измерителем 
плотности суспензии ИПС-03. При опти-
мальных условиях культивирования клет-
ки выходят на стационарную фазу на 8 сут-
ки с последующим постепенным замедле-
нием эффективности роста. 

Облучение проводили γ-квантами 60Со 
на установке «Исследователь» (мощность 
дозы 28,3 Гр/мин) и α-частицами 239Pu (ЛПЭ 
= 125 кэВ/мкм) по следующему принципу: 
небольшую каплю суспензии (0,1 мл) кон-
центрацией 106 кл/мл (подсчитывается в 
камере Горяева) помещали на поверхность 
голодного агара, после чего жидкая среда 
выпаривалась, а оставшийся монослой кле-
ток подвергали воздействию излучения.

Действие излучения оценивали по вы-
живаемости и типам инактивации клеток 
методом микроколоний. Выживаемость 
определялась по количеству клеток, сохра-
нивших способность к делению относи-
тельно контрольного образца. Выживши-
ми для репродуктивной формы гибели счи-
тали клетки, образовавшие микроколонии 
из 10 и более клеток. Для теста «гибель 
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клеток без деления» – погибшими считали 
клетки, не поделившиеся ни одного раза, 
а выжившими – клетки, поделившиеся за 
сутки хотя бы один раз.

В качестве первичного теста на генети-
ческую нестабильность использовали  эф-
фект дорастания клеток. Эффект оценива-
ли как число колоний, выросших в разное 
время после облучения, к общему числу 
колоний, выросших при данной дозе за все 
время наблюдения, в процентах.

Инактивирующие повреждения обра-
зуются из первично индуцированных излу-
чением повреждений. Клетки с некоторой 
вероятностью способны формировать ко-
лонии, даже если у них имеются инактиви-
рующие повреждения. Колонии, сформи-
рованные клетками, имеющими инактиви-
рующие повреждения, определяют эффект 
дорастания: они имеют меньшие размеры 
и вырастают в более поздние сроки, чем 
колония из неповрежденных клеток. При 
этом, чем сильнее повреждена выживаю-
щая после облучения клетка, тем позже из 
нее формируется колония.

Результаты исследований обрабатыва-
ли и оценивали с применением методов ва-
риационной статистики.

Результаты исследования

На рисунке 1 представлены кривые ро-
ста культуры хлореллы с выходом на ста-
ционарную фазу для необлученной (кривая 
1) и облученной (кривая 2) суспензии. 

Видно, что в облученной культуре 
клетки выходят на стационарную фазу с 
запозданием (относительно контроля) и 
меньшим набором массы из-за некоторого 
количества клеток, погибших без деления, 
а также из-за накопления субповреждений, 
которые приводят к более позднему сроку 
формирования колоний.

На рисунке 2 представлены кривые 
зависимости выживаемости клеток хло-
реллы, облученных в логарифмической 
стадии роста, от продолжительности об-
лучения разными видами излучений. На 
рисунке 2 кривая 1 получена сразу после 
облучения клеток γ-квантами, а кривая 

2 – после облучения α-частицами. Видно, 
что выживаемость хлореллы, облученной 
α-частицами, ниже, чем клеток, облучен-
ных такой же дозой γ-квантов. Поскольку 
кривые выживаемости после обоих ви-
дов излучения были экспоненциальными, 
значение относительной биологической 
эффективности (ОБЭ), определяемое от-
ношением изоэффективных доз на кривых 
выживаемости после γ- и α-облучения не 
зависело от уровня выживаемости, для ко-
торого оно рассчитывалось. В данном слу-
чае ОБЭ α-излучения равна 3.

Кроме того, обнаружены разные типы 
гибели клеток, как без деления, так и после 
первого или второго деления. Количествен-
ное соотношение типов инактивации меня-
лось с увеличением дозы облучения. Так, 
при дозах от 10 до 50 Гр преобладала гибель 
после второго деления, а при дозах от 100 
до 300 Гр – гибель клеток до деления. 

Следующим этапом исследования было 
изучение эффекта дорастания клеток от дозы 
облучения. На рисунке 3 представлена зави-
симость эффекта дорастания клеток хлорел-
лы от дозы γ-облучения. Число колоний под-
считывалось непосредственно после 24, 48, 
72, 96, 120, 144 часов после облучения. Из 
рисунка видно, что с возрастанием дозы об-
лучения количество поздно формирующихся 
колоний увеличивается (рисунок 3).

Из рисунка 3 видно, что дозы в 50 и 100 
Гр хотя и не снижают выживаемость попу-
ляции одноклеточной водоросли на 50%, 
индуцируют большое количество субпов-
реждений, в результате чего количество 
дорастающих колоний значительно отли-
чается от контрольных клеток, особенно 
в поздние сроки. Дозы же в 350 – 450 Гр 
вызывают такое количество повреждений, 
что рост клеток почти полностью прекра-
щается через двое суток после облучения.

Если же рассматривать время, необхо-
димое клеткам для восстановления от су-
блетальных повреждений, то здесь можно 
отметить, что после 48 часов дорастание 
наиболее интенсивно, следовательно, клет-
кам необходимо не менее двух дней для ак-
тивации систем репарации и исправления 

Медико-биологические проблемы



80                Медико-биологические проблемы жизнедеятельности. 2013. № 1(9)

Е.Р. Ляпунова, Л.Н. Комарова

ошибок. Однако после 72 часов интенсив-
ность вновь выросших клеток уменьшается, 
что говорит о неоднородности клеточной 
популяции: одним и тем же клеткам требу-
ется разное время для восстановления. 

Обнаружив эффект дорастания в случае 
действия редкоионизирующего излучения и 
оценив интенсивность его проявления в за-
висимости от дозы, возник вопрос о суще-
ствовании этого эффекта при действии плот-
ноионизирующего излучения. На рисунке 4 
представлена зависимость эффекта дораста-
ния клеток хлореллы от дозы α-облучения. 

Если оценить время, необходимое клет-
кам для восстановления от сублетальных 
повреждений при действии плотноионизи-

рующего облучения, то оно соответствует 
времени, необходимому клеткам для вос-
становления при действии редкоионизи-
рующего облучения, и составляет около 48 
часов. После 72 часов дорастание колоний 
уменьшается пропорционально времени и 
минимально после 96 часов, тогда как при 
действии γ-излучения появление колоний 
наблюдалось и после 72 часов. Следова-
тельно, плотноионизирующее излучение 
продуцирует большее количество повреж-
дений на единицу дозы. 

Если рассматривать разные типы инак-
тивации клеток, видно, что после воздей-
ствия плотноионизирующего излучения 
снижается количество клеток, способных 
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Кривая 1 – количество колоний, вырастающих 
после 36 часов; кривая 2 – количество колоний, 

выросших после 48 часов; кривая 3 – количество 
колоний, выросших после 96 часов

Рисунок 3 – Зависимость эффекта дорастания 
клеток хлореллы от дозы γ-облучения
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Кривая 1 – количество колоний, вырастающих 
после 36 часов; кривая 2 – количество колоний, 

выросших после 48 часов; кривая 3 – количество 
колоний, выросших после 96 часов

Рисунок 4 – Зависимость эффекта дорастания 
клеток хлореллы от дозы α-облучения

Рисунок 1 – Кривые роста Chlorella vulgaris в 
необлученной (1) и облученной (2) суспензиях
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Рисунок 2 – Выживаемость клеток 
хлореллы после облучения γ-квантами 

(кривая 1) и α-частицами (кривая 2).
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образовывать колонии, в связи с большим 
числом клеток, погибающих «под лучом».

Таким образом, показано, что ОБЭ 
плотноионизирующего излучения для 
хлореллы равна 3. При облучении хло-
реллы α-частицами выход клеток, поги-
бающих без деления, с увеличением дозы 
резко возрастает, и он выше, чем при об-
лучении γ-квантами. Эффект дорастания 
клеток, характеризующий генетическую 
нестабильность, проявляется как при дей-
ствии редкоионизирующего, так и при 
действии плотноионизирующего излуче-
ния. При этом дозы, индуцирующие суб-
повреждения в наибольшей степени, для 
них различны. Для γ-излучения этот диа-
пазон находится в пределах 50-100 Гр, для 
α-излучения он смещен в меньшую сторо-
ну и составляет 20-50 Гр. Минимальное 
время, необходимое клеткам для восста-
новления, одинаково, и составляет около 
48 часов. При этом плотноионизирующее 
излучение вносит больше повреждений на 
единицу дозы, поэтому клетки, способные 
восстановиться, дают колонии не позднее 
48 часов после облучения.
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E.R. Lyapunova, L.N. Komarova

STuDY OF GENETIc INSTABILITY OF chLORELLA VuLGARIS POPuLATION 
AFTER EFFEcT OF IONIZING RADIATION OF DIFFERENT quALITY

The article presents data on the regularities of influence of infrequently and densely ion-
izing radiation on the culture of the green unicellular algae Chlorella vulgaris. The values of the 
RBE α-irradiation (239Pu, LET = 125 keV / micrometer) for Chlorella are given. In this study, 
there have been obtained the survival curves of Chlorella cells, previously irradiated by infre-
quently and densely ionizing radiation at equivalent doses of 50, 150, 300, 400 Gy. For the first 
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time there have been discovered different types of cell inactivation under the effect of ionizing 
radiation and there have been found the growth effects of Chlorella cells, which characterize 
the genetic instability of the population. It is shown that under the influence of densely ionizing 
radiation the cells are able to form colonies at a later date, compared with cells subjected to the 
influence of infrequently ionizing radiation.

Key words: γ-rays, α-particles, chlorella, RBE, growth effect
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