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Изучено влияние однократного тотального облучения крыс в дозах 3,5 Гр и 4,5 Гр на ядерно-

ядрышковый аппарат гепатоцитов и ферменты, оценивающие  структурно-функциональное состоя-
ние этих клеток. Показано, что креатинкиназа, аланинаминотрансфераза и аспартатаминотранс-
фераза обладают различной радиочувствительностью и различными адаптационными возможностя-
ми, о чем свидетельствуют разнонаправленные изменения уровней их активностей в одни и те же 
сроки исследования и колебательные изменения активности каждого из них во времени. Сравнитель-
ный анализ изменений уровней активности печеночных и сывороточных  ферментов свидетельствует 
об определенных  нарушениях в первые пострадиационные дни энергетического гомеостаза и клеточ-
ной проницаемости гепатоцитов, которые, по-видимому, восстанавливаются к 13-суткам после облу-
чения. Изменения активностейуказанных ферментов в большой степени соответствуют морфомет-
рическим изменениям  ядерно-ядрышкового аппарата гепатоцитов и распределению последних по пло-
идности. При этом компенсаторные механизмы направлены, по-видимому, не на замещение погибших 
клеток новыми клетками, а на изменение функциональной активности выживших гепатоцитов. 
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Введение 

 

Широкие масштабы мирного использования атомной энергии в различных отраслях народного 
хозяйства делают очевидной необходимость защиты человека от воздействия ионизирующих излуче-
ний при ликвидации последствий аварий на атомных установках, а также в ходе интенсивной радиоте-
рапии  при лечении онкологических заболеваний, при проникновении человека в космос, в случае во-
енных конфликтов. Известно, что ионизирующее излучение (ИИ) оказывает на клетки прямое действие, 
вызывая разрывы химических связей в макромолекулах, в том числе  и в ферментных белках, и опосре-
дованное действие, обусловленное образованием радиолитических продуктов воды и кислорода, кото-
рые агрессивно взаимодействуют с макромолекулами [1]. В результате этого происходят изменения, 
как в уровнях активности, так и в биосинтезе ферментов, что может служить обоснованием для исполь-
зования ферментов в качестве маркеров воздействия ИИ на организм и для оценки эффективности раз-
личных радиопротекторов [1–4]. 

В настоящей работе  исследовали взаимосвязь между индуцированными ИИ изменениями, с од-
ной стороны, структуры и функций ядерно-ядрышкового аппарата гепатоцитов, которые могут объек-
тивно отражать степень напряженности рибосомального синтеза и пролиферативной активности гепа-
тоцитов [5–6] , а с другой – изменениями уровней активности основных ферментов печени и сыворотки 
крови, включая креатинкиназу (КК), определяющую энергетический статус клетки, а также аланин- 
и аспартатаминотрансферазы (АЛТ и АСТ), характеризующих функциональную активность печени, 
при однократном тотальном облучении крыс в дозах 3,5 и 4,5 Гр. 

 

Методы исследований 
 

Животные, весом 160–180 г, с равноценным распределением по группам (n = 6), были подверг-
нуты однократному  общему облучению на рентгеновской установке РУМ-17 в дозах 3,5 Гр и 4,5 Гр 
(ЛД 50/30 = 6,5 Гр, мощность дозы – 1,78 Гр/мин, напряжение – 200 кВ, сила тока – 20 мА, фокусное 
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расстояние – 50 см, без фильтров). В качестве контроля были использованы  группы интактных жи-
вотных, подвергнутых имитации облучения. Общее количество животных – 36 крыс. Исследование 
проводилось через 6 и 13 дней после облучения. Работа одобрена Биоэтическим комитетом Институ-
та молекулярной биологии НАН РА. 

Для получения сыворотки кровь после свертывания центрифугировали в рефрижераторной цен-
трифуге при 800 g в течение 20 мин. Печень отмывали охлажденным физиологическим раствором 
и гомогенизировали в экстрагирующем буферном растворе с рН = 7,2 (0,1моль/л трис НСl, 5 ммоль/л 
дитиотреитола (ДТТ) и 1 ммоль/л этилендиаминтетраацетата (ЭДТА). Экстракты, полученные после 
центрифугирования гомогенатов при 25 300 g в течение 30 мин, использовали для определения фер-
ментной активности. Активность КК определяли по накоплению креатина [7], АЛТ и АСТ – на основе 
измерения убыли НАДН, соответственно в сопряженных реакциях с лактатдегидрогеназой и малатде-
гидрогеназой [8]. Ферментную активность для тканей выражали в мкмоль/г влажной ткани в мин., а для 
сыворотки – мкмоль/л в мин. 

Для оценки ультраструктурных изменений в ядрах гепатоцитов готовили мазки-отпечатки, ко-
торые фиксировали  96% этиловым спиртом в течение 30 минут и окрашивали препараты  реактивом 
Шиффа по Фельгену. Определение количества ДНК в условных единицах при длине волны 575 нм 
и цитоморфометрию ядер проводили телевизионным методом на сканирующем анализаторе изобра-
жений (увеличение 100 × 1,30), созданном на базе микроскопа-фотометра  SMP 05 (OPTON ФРГ). 
Измерения в каждом случае производили в 100 ядрах. В качестве диплоидного эталона ДНК исполь-
зовали лимфоциты периферической крови здоровых крыс. На основании данных по содержанию 
ДНК в гепатоцитах крыс соотнесенных к эталону выявляли распределение гепатоцитов по плоидно-
сти (в %) и определяли соотношение эу- и анэуплоидных клеток. Значения исследованных парамет-
ров выражали в условных единицах [9]. 

Для статистической обработки данных  использовали пакет SPSS. Распределение полученных дан-
ных определено методом Колмогорова–Смирнова. Сравнительный анализ проведен с помощью непара-
метрического теста Манна–Уитни. При р < 0,05 различия считались достоверными. Корреляционный 
анализ проведен с использованием непараметрического теста Спирмена. 

 

Результаты 
 

После облучения животных дозе в 3,5 Гр в печени через 6 суток  наблюдается (рис. 1а) досто-
верное снижение уровней активности КК и АЛТ, а также тенденция к повышению уровня активности 
АСТ. В печени это понижение достигало 50% в отношении активности КК и находится в обратной 
корреляционной связи (r = –0,718, р < 0,001) с возрастанием уровня той же ферментной активности 
в сыворотке крови. 40%-ое падение уровня активности печеночной АЛТ, которая как и цитоплазма-
тическая КК считается клиническим маркером нарушения целостности клеточной мембраны [8], сопро-
вождается достоверным падением уровня активности сывороточного аналога. В этот же срок для АСТ 
намечается тенденция к повышению  активности в печени, а в сыворотке эта активность остается близкой 
к контрольному уровню (рис. 1а). При этом надо отметить, что значительная доля АСТ гепатоцитов при-
ходится на митохондрии, что способствует большей радиорезистентности этого фермента: выход его мо-
лекул в сыворотку крови происходит при более глубоких поражениях клетки [8].  

13-е сутки после облучения характеризуются повышением  активности КК в печени почти в 2 ра-
за по сравнению с контролем, а в сыворотке крови при этом наблюдается тенденция возвращения уров-
ня ее активности к контрольному уровню (рис. 1б). Последние данные свидетельствует, вероятно, 
о восстановлении клеточной проницаемости гепатоцитов и адаптации их к новым условиям функцио-
нирования путем восстановлении энергетического гомеостаза на новом уровне. Уровень активности 
в печени на 13-е сутки восстанавливается почти до контрольного уровня, тогда как в сыворотке крови 
АЛТ остается достоверно сниженным, но с явной тенденцией к восстановлению. В это же время, 
в печени, тенденция к повышению уровня активности АСТ, отмеченная на 6-е сутки, на 13-е сутки 
переходит в ее возрастание почти в 2,5 раза. При этом в сыворотке активность АСТ достигает преде-
лов контрольного уровня. Таким образом, к 13-м сутки после облучения в дозе 3,5 Гр наблюдается 
стабилизация ферментативного потенциала гепатоцитов.  

На рис. 2а видно, что при дозе 4,5 Гр на 6-е сутки после облучения значимые изменения обнару-
живаются только в отношении активности АЛТ и АСТ в сыворотке крови, а именно, отмечается уме-
ренное снижение их активности. К 13-м пострадиационным суткам в данной серии экспериментов, как 
и в случае облучения в дозе 3,5 Гр, имеет место компенсаторное повышение уровня активности пече-
ночной АСТ, а для КК наблюдается небольшое снижение, как в печени, так и в сыворотке крови. 
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Рис. 1. Изменение уровней активности КК (1), АЛТ (2), АСТ (3) в печени и сыворотке крови крыс 
 на 6-е (а) и 13-е (б) сутки после облучения в дозе 3,5 Гр. n = 6.  

* – отличие от контроля достоверно, р < 0,05–0,001 
 

 

 
 
Рис. 2. Изменение уровней активности КК (1), АЛТ (2), АСТ (3) в печени и сыворотке крови крыс  

на 6-е (а) и 13-е (б) сутки после облучения в дозе 4,5 Гр. n = 6.  
*–- отличие от контроля достоверно, р < 0,05–0,001 

 

Известно, что после облучения в гепатоцитах наблюдается ряд ультраструктурных нарушений, 
которые связывают с функциональным дисбалансом органа [10]. В связи с этим, параллельно в тех 
же группах крыс методами цитоморфометрии и цитоспектрофотометрии оценивали состояние ядер-
но-ядрышкового аппарата гепатоцитов путем сравнения распределений ядер гепатоцитов по классам 
плоидности и морфометрическим параметрам ядер и ядрышек клеток. Согласно полученным данным, 
среднее содержание ДНК в ядрах гепатоцитов в опытных группах, облученных в дозе 3,5 Гр, на 6-е 
сутки и в дозе 4,5 Гр на 13-е выше, чем в контрольной группе (р < 0,05), тогда как в группе 4,5 Гр на 
6-е сутки эта величина соизмерима с контролем (табл. 1). Площадь ядер в группе с облучением в дозе 
3,5 Гр на 6сут в среднем достоверно уменьшается более чем на 20% (р < 0,001), а в группе подверг-
шейся 4,5 Гр на 6 и 13 сутки она практически не изменилась (табл. 1). Изменения периметра ядер 
в указанных группах также носят аналогичный характер. 

ЭКОЛОГИЧЕСКИЙ ВЕСТНИК, 2015, № 1 (31)                                                                  39 



Таблица 1 
Среднее содержание ДНК (в ед. плоидности), площадь (S), периметр (P) ядер  

и ядрышек гепатоцитов в контроле и опытных группах 
 

Опытные 
группы 

Ядро Ядрышко  
 

ДНК (усл. ед.) S P ДНК (усл. ед.) S P   
 

Контроль (n = 12) 3,4с ± 0,04 50,1 ± 1,8 16,0 ± 0,3 0,2с ± 0,01 3,5 ± 0,3 4,0 ± 0,2  
3,5 Гр / 6 сут (n = 6) 3,8с ± 0,10* 38,6 ± 2,1* 14,4 ± 1,1* 0,2с ± 0,01 3,0 ± 0,5 4,0 ± 0,4  
4,5 Гр / 6 сут (n = 6) 3,5с ± 0,10 50,0 ± 1,2 15,8 ± 0,3 0,2с ± 0,02 2,7 ± 0,3 3,7 ± 0,3  
4,5 Гр / 13 сут (n = 6) 3,9с ± 0,05* 48,7 ± 1,2 15,6 ± 0,4 0,3с ± 0,03* 4,6 ± 0,4* 5,5 ± 0,4*  

 

Примечание. * Отличие относительно контроля достоверно – р < 0,05–0,001. 
 

При обеих дозах облучения содержание ДНК в ядрышках гепатоцитов на 6-е сутки остается 
неизменным и возрастает в среднем на 50% к 13-м суткам после облучения в дозе 4,5 Гр (р < 0,01). 
Площадь ядрышек в группах подвергшихся воздействию ИИ в дозах 3,5 Гр и 4,5 Гр на 6-е сутки 
имеют тенденцию к уменьшению, а в последней группе 4,5 Гр на 13-е сутки она достоверно увеличи-
вается (р < 0,001). Изменения периметра ядрышек носят примерно тот же характер (табл. 1). Интересно 
отметить, что в группе с дозой 4,5 Гр на 13-е сутки имеет место увеличение всех трех указанных выше 
параметров ядрышек, а также увеличение среднего числа ядрышек на ядро (табл. 2), что указывает на 
возрастание транскрипционной активности гепатоцитов. Как следует из данных табл. 2, в контроле около 
40% общего числа гепатоцитов приходится на безъядрышковые клетки, более 50% составляют однояд-
рышковые гепатоциты, а двуядрышковые клетки обнаружены всего в 7% гепатоцитов. Под влиянием об-
лучения в обеих дозах в опытных образцах число безъядрышковых гепатоцитов практически не меняется, 
а количество одноядрышковых клеток меняется незначитительно, но имеет тенденцию к уменьшению, 
а процент двуядрышковых гепатоцитов увеличивается, особенно, в группе с дозой 4,5 Гр к 13 суткам. 

 
Таблица 2 

Распределение гепатоцитов по числу ядрышек и среднее количество ядрышек в контроле  
и в опытных группах, % 

Опытные группы 0 ядрышек 1 ядрышко 2 ядрышка Среднее 
Контроль (n = 12) 40,0 ± 3,4 53,0 ± 3,3 7,0 ± 0,7 0,7 ± 0,09 
3,5 Гр / 6 сут (n = 6) 45,0 ± 4,2 47,0 ± 4,1 8,0 ± 0,9 0,6 ± 0,08* 
4,5 Гр / 6 сут (n = 6) 40,0 ± 3,5 48,0 ± 4,1 12 ± 1,3* 0,7 ± 0,09 
4,5 Гр / 13 сут (n = 6) 37,0 ± 3,3 47 ± 3,9 16 ± 1,5* 0,8 ± 0,10* 

 

Примечание. * Отличие от контроля достоверно – р < 0,01–0,001. 
 

Результаты исследований гепатоцитов представлены методом количественной цитохимии 
(рис. 3). Так как в контрольных группах двух серий опытов ядра гепатоцитов почти не отличались по 
содержанию ДНК данные этих двух контрольных групп были объединены, что позволило соотнести 
данные опытных групп к общему контролю. Полученные в контроле результаты соответствуют лите-
ратурным данным [11], а именно: подавляющее число клеток (более чем 90%) составляют эуплоид-
ные гепатоциты, из которых более половины приходится на тетраплоидные клетки, а число клеток 
с октаплоидными ядрами не превышает 5% популяции гепатоцитов. Число анеуплоидных клеток до-
статочно низкое, не более 7%. Предполагается, что наличие в контроле таких клеток с «промежуточ-
ными» значениями содержания ДНК, в частности, между 2 с и 4 с, а также между 4 с и 8 с скорее все-
го обусловлено прохождением клетками S фазы клеточного цикла или задержкой во второй ее поло-
вине и свидетельствует о синтезе ДНК в этих клетках (рис. 3а, б). 

Сравнительный анализ данных, представленных на рис. 3, свидетельствует о значительных раз-
личиях в распределении ядер гепатоцитов по плоидности между контрольной и опытными группами. 
Под влиянием облучения в обеих дозах число эуплоидных ядер уменьшается в среднем на 25–30%, 
в основном за счет уменьшения в 2 и более раз числа диплоидных клеток и некоторого уменьшения 
количества тетраплоидных. При этом доля анэуплоидных ядер увеличивается: если процент ядер гепа-
тоцитов с промежуточными значениями между 2 с, 4 с и 8 с ДНК в контроле не превышает 7%, то 
в опытных образцах их процент увеличивается в среднем в 4 раза, что, по-видимому, связано не только 
с увеличением числа клеток, синтезирующих ДНК, но и с гибелью части гепатоцитов под воздействием 
облучения. Кроме того, под влиянием облучения в обеих дозах появляется незначительное число гипо-
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диплоидных ядер, процент которых в группах животных, облученных в дозе 4,5 Гр, доходит до 5% по-
пуляции гепатоцитов. Во всех гиподиплоидных гепатоцитах ядрышки не были обнаружены.  

 

 
Рис. 3. Распределение ядер гепатоцитов по плоидности в контрольных (n = 12)  

и опытных образцах гепатоцитов (в каждой опытной группе n = 6). 
*Отличие от контроля достоверно р < 0,01–0,001. 

 

Обсуждение 
 

Как известно, биохимическим критерием радиационного повреждения ферментов является сни-
жение или утрата присущей им активности. Это можно наблюдать как на растворах чистых ферментов, 
облученных in vitro, так и при изучении ферментов, выделенных из клеток облученных животных. 
Окончательное проявление биологического поражения ферментных молекул in vivo может растяги-
ваться на дни [1]. Исходя из этого, а также исследований других авторов, изучающих влияние ИИ на 
активности различных ферментов [2–4,12], нами в качестве пострадиационных сроков исследования 
были выбраны 6-е сутки, на которые, в большинстве случаев, приходятся существенные изменения ак-
тивностей ферментов, и 13-е сутки, когда предполагались первые восстановительные реакции. 

Как следует из данных, представленных на рис. 1 и 2 КК, АЛТ и АСТ печени и сыворотки крови 
облученных крыс обладают различной радиочувствительностью и различными адаптационно-
компенсаторными  потенциалами, о чем свидетельствуют разные по величине и направлению измене-
ния уровней их активности в одни и те же сроки. Известно, что пострадиационные колебательные из-
менения уровней активности ферментов, а также изоферментных спектров и кинетических параметров 
показаны для многих ферментов и, в целом, характерны для пострадиационных биологических эффек-
тов [2–4, 12]. При этом в начальный период после облучения уровни активностей цитоплазматических 
ферментов печени, к которым относятся АЛТ и большая доля клеточной КК, значительно падает, веро-
ятно, в результате гибели клеток или нарушения проницаемости клеточной мембраны, а мембраносвя-
занных ферментов, к которым относится большая доля клеточной АСТ, возрастает (рис. 1а). 

О вероятной гибели определенной доли гепатоцитов под воздействием облучения в наших 
опытах косвенно свидетельствуют и данные по  исследованию распределения гепатоцитов по клас-
сам плоидности: облучение вызывает увеличение доли анэуплоидных клеток (в среднем в 4 раза) и, 
в частности, гиподиплоидных гепатоцитов (в среднем до 5%), в которых, к тому же, отсутствуют яд-
рышки (рис. 3). Известно, что ионизирующее  излучение  индуцирует апоптоз в гепатоцитах [13]. Ис-
ходя из того, что в исследованных нами популяциях гепатоцитов облученных животных были обна-
ружены клетки с апоптозными тельцами, можно предположить, что гибель этих клеток, вероятнее 
всего, происходит путем апоптоза. Это предположение  поддерживается  также отсутствием воспали-
тельного процесса в печени экспериментальных крыс, характерного для некротических процессов. 

Данные, представленные на рис. 1 и 2, свидетельствуют также об отсутствии прямой зависи-
мости между величиной доз облучения и изменениями уровней активности исследованных фермен-
тов, что уже отмечалось и для других ферментов [4]. С другой стороны, если учесть колебательный 
характер изменений их активности, нельзя исключить, что облучение в дозе 4,5 Гр могло бы вы-
звать более существенные нарушения в активности исследуемых ферментов в более ранние постра-
диационные сроки, а к 6 дню  начались уже восстановительные процессы, которые стабилизирова-
лись к 13 дню. Об отсутствии выраженных деструктивных процессов на 6-е сутки в группе живот-
ных, облученных в дозе 4,5 Гр в отличие от животныхоблученных в дозе 3,5 Гр свидетельствуют 
данные об изменениях площади ядер гепатоцитов и среднего числа ядрышек на ядро в этих группах 
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по сравнению с контролем (в группе с дозой 3,5 Гр имеет место достоверное уменьшение площади 
ядер гепатоцитов более чем на 20% и среднего числа ядрышек на ядро). В обеих сериях опытов 
к 13 пострадиационному дню наблюдается картина стабилизации активности как ферментов гепа-
тоцитов, так и сыворотки крови: с одной стороны, активность ферментов возвращаются к кон-
трольному уровню или проявляют эту тенденцию, как например в случае АЛТ, с другой – имеет 
место компенсаторно-адаптационная реакция в форме повышения активности исследованных фер-
ментов, как например в случае КК и АСТ (рис. 1б и 2б). В это же время, в группе животных. Облу-
ченных в дозе 4,5 Гр на 13 сутки  имеет место достоверное увеличение содержания ДНК в ядрыш-
ках гепатоцитов, площади и периметра ядрышек (табл. 1), а также увеличение среднего числа яд-
рышек на ядро (табл. 2), что, в целом, свидетельствует о возрастании транскрипционной активно-
сти гепатоцитов и поддерживает наше предположение о компенсаторной экспрессии ферментных 
белков в них. Исключение составляет КК, для которой наблюдается небольшое, но достоверное па-
дение уровня активности как в печени, так и в сыворотке крови. Показано, что число и размер яд-
рышек в клетках печени может объективно отражать степень напряженности рибосомального син-
теза и пролиферативной активности гепатоцитов при различных патологических состояниях [5–6, 
10–11]. Несомненно, что данный феномен в наших опытах является компенсаторно-адаптационным 
ответом клетки на радиационное воздействие. 

Корреляция между изменениями активности ферментов печени и сыворотки крови обнаружи-
вается только для КК (r = –0,718, р < 0,001). Последнее, по-видимому, связано с тем, что  постлуче-
вые изменения уровней активностей сывороточных АЛТ и АСТ, обусловленные изменением клеточ-
ной проницаемости гепатоцитов и/или их гибелью и выходом цитоплазматических ферментов 
в кровь, накладываются на изменения их активности в сыворотке крови, связанные с постлучевой 
гибелью клеток крови [1], отличающихся значительным содержанием этих ферментов [8]. Таким об-
разом, в качестве фермента-маркера гепатоксичности, вызванной ИИ, может быть рекомендована 
только сывороточная КК. Аналогичную картину мы наблюдали и при оценке гепатотоксичности про-
тивопухолевых соединений, производных фосфодиазаадамантанов, когда, уменьшение уровня актив-
ности КК в печени экспериментальных крыс сопровождалось повышением ее активности в сыворотке 
крови и одновременным появлением в ней характерного для гепатоцитов ВВ-изофермента КК [14].   

Корреляционный анализ изменений активностей исследованных печеночных ферментов не вы-
явил достоверных взаимосвязей между ними. Предполагается, что отсутствие взаимосвязей между 
пострадиационными уровнями активностей ферментов может быть связано с нарушением этих связей 
вследствие постлучевого разбалансирования метаболизма клетки [4]. 

Приносим нашу глубокую благодарность сотрудникам Научного центра радиационной меди-
цины и ожогов МЗ РА проф. С. А. Баджиняну и с.н.с. М. Г. Малакян за проведение  облучения экспе-
риментальных животных и сотрудников лаборатории клеточной биологии и вирусологии Института 
молекулярной биологии НАН РА за организацию цитоморфометрических и цитоспектрофотометри-
ческих и обсуждение полученных данных. 
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M. S. Petrosyan 

 
STRUCTURAL  AND  FUNCTIONAL  CHANGES  OF  NUCLEAR-NUCLEOLAR   

APPARATUS  AND  MARKER  ENZYMES  OF  HEPATOCYTES  INDUCED  
BY  IONIZING  RADIATION. 

 
The effects of a single exposure of rats to the whole body roentgen irradiation at the doses of 3,5 Gу 

and 4,5 Gу on the state of the nuclear-nucleolar apparatus in rat hepatocytes and enzymes evaluating struc-
tural and functional state of these cells after radiation exposure have been studied. It is shown that creatine 
kinase, alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase have different radiosensitivity and various 
adaptive potential. About this testify differently directed changes in the levels of their activities in the same 
time periods of the investigation and the oscillating changes in the activity of each of them in time. Compara-
tive analysis of changes in levels of liver and serum analogues of these enzymes testify about certain disorders in 
the early postradiation days of energy homeostasis and hepatocyte cell membrane permeability, which are ap-
parently recovered on the 13 th day after irradiation. The changes in the enzymatic activity significantly corre-
spond to the changes in the morphometric indices of nuclear-nucleolar apparatus of hepatocytes, as well as 
the distribution of hepatocytes within the ploidy classes. The compensation mechanisms are likely to be tar-
geted at the changes in the functional activity of surviving hepatocytes, rather than at the replacement of the 
damaged cells by the new ones.  
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