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Изучение эффектов и механизмов действия терапевтических доз протонного излучения на организм – 
важная задача биомедицины и радиобиологии. Одним из механизмов действия ионизирующего излучения 
является окислительный стресс. Практическое применение нашел метод МТТ-теста. В нашем исследова-
нии методом МТТ-теста проведен анализ оксидативного стресса после протонного облучения в дозе 10 Гр, 
а также обнаружен критический период онтогенеза на примере Daphnia magna. Наблюдается значимое по 
сравнению с контролем снижение метаболической активности в клетках D. magna, облученных в ювениль-
ный и пубертатный периоды онтогенеза, особенно в 1- и 2-суточном возрасте. Выживаемость всех опытных 
групп D. magna не снижается по сравнению с контролем независимо от сроков облучения. 

The study of the effects and mechanisms of action of therapeutic doses of proton radiation on the body is an important 
task of biomedicine and radiobiology. One of the mechanisms of action of ionizing radiation is oxidative stress. The MTT 
test method has found practical application. In our study, the MTT test method was used to analyze oxidative stress after 
proton irradiation at a dose of 10 Gy, and also revealed a critical period of ontogenesis on the example of Daphnia magna. 
There is a significant decrease in metabolic activity compared to the control in cells of D. magna irradiated during the 
juvenile and pubertal periods of ontogenesis, especially at 1- and 2-day-old age. The survival rate of all experimental 
groups of D. magna does not decrease in comparison with the control, regardless of the duration of irradiation.

Ключевые слова: ионизирующее излучение, терапевтические дозы, окислительный стресс, критические пе-
риоды онтогенеза. 
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Изучение эффектов и механизмов действия терапевтических доз протонного излучения на организм – важная 
задача биомедицины и радиобиологии. Одним из механизмов действия ионизирующего излучения является окис-
лительный стресс. Практическое применение нашли методы, основанные на восстановлении митохондриальными 
дегидрогеназами нитросинего тетразолия (НСТ), резазурина и метилтиазолтетразолия бромида (МТТ). МТТ-тест 
представляет собой колориметрический метод, который применяют для интегральной оценки активности фермен-
тов антиоксидантной защиты, уровня свободнорадикальных реакций и соотношения живых и мертвых клеток.

Исследования свободнорадикальных реакций и антиоксидантной защиты традиционно проводят на клеточ-
ном уровне. Особый интерес представляет переход на уровень целостного организма и создание эффективной 
и доступной тест-системы первичного скрининга эффектов in vivo.

Цель данной работы – анализ оксидативного стресса после протонного облучения в дозе 10 Гр и поиск крити-
ческого периода онтогенеза на примере модельного тест-организма беспозвоночного животного Daphnia magna.

D. magna является представителем низших ракообразных, классическим тест-объектом экотоксикологических 
исследований. Важными факторами широкого использования D. magna в качестве модельного организма являются 
простота культивирования, короткий жизненный цикл (до 2 месяца), короткий период онтогенеза (репродуктивный 
период с 10-суточного возраста) и высокая плодовитость (до 40 новорожденных на помет и до 5 пометов к 21-су-
точному возрасту). Эмбриональный и постнатальный периоды у D. magna длятся примерно по 5 суток каждый. На 
первые сутки после рождения у животных начинается закладка яиц и выход их выводковую камеру. Пубертатный 
период, когда формируются эмбрионы, длится до 10-суточного возраста, когда животные начинают выметывать но-
ворожденную молодь. Процессы сопряжены с синтезом АТФ и активацией всех метаболических реакций. D. magna 
в указанные периоды онтогенеза наиболее уязвимы для негативных факторов, в частности для радиации.

Маточная культура D. magna содержалась в сосудах с 500 мл воды, с плотностью посадки 1 особь на 
50 мл воды. В эксперимент брали молодь 3 помета. По 10 особей D. magna облучали в пластиковых контейнерах 
протонами на установке «Прометеус» в дозе 10 Гр (мощность дозы – 10,8 Гр/мин, энергия – 83 мэВ). Было соз-
дано 10 опытных групп, каждую из которых облучали в указанной дозе в возрасте 1 –10 суток, соответственно. 
D.magna контрольной группы не облучали. Далее проводили культивирование в климатостате марки Р2 (Спец-
комплектресурс, Россия): температура 21°С, режим освещения 12/12 свет/тьма, вентилирование. Для учета вы-
живаемости D. magna культивировали по 1 особи в стеклянных стаканах объемом 50 мл с отстоянной водопрово-
дной водой. D. magna кормили раз в два дня суспензией Chlorella vulgaris в концентрации 2 мгС/л. 

Учет выживаемости проводили раз в два дня по стандартным методикам до 21-суточного возраста, погиб-
ших и новорожденных D. magna учитывали и удаляли. Выживаемость рассчитывали для контроля и дозовых 
групп как процент выживших животных на последние сутки эксперимента. Статистический анализ выживаемо-
сти осуществляли по непараметрическому χ2-критерию.

МТТ-тест проводили по модифицированной методике [1]. D.magna от 1-до 10-суточного возраста (по 25 осо-
бей на образец) облучали в дозе 10 Гр. Затем культивировали в стеклянных сосудах с плотностью посадки 1 особь 
на 50 мл культуральной воды в течение 4 суток. Параллельно ставили сосуды с необлученными D. magna. В каж-
дой контрольной группе было 12 образцов, в каждой опытной – по 8 образцов. Измерения оптической плотно-
сти окрашенных образцов проводили на планшетном иммуноферментном анализаторе StatFax 2100 (Awareness 
Technology, США, VIS-модель) при длине волны 492 нм. Отсекающая длина волны была 630 нм. Оптическая 
плотность образов пропорциональна количеству формазана, образованного при восстановлении МТТ дегидроге-
назами живых клеток тест-организма.

На рис. 1 видно изменение метаболической активности в клетках животных, оценённой МТТ-тестом в еди-
ницах оптической плотности.

Видно, что в ювенильном периоде в клетках D. magna происходит значимое по сравнению с контролем сни-
жение оптической плотности, что свидетельствует о снижении метаболической активности. Аналогичная карти-
на наблюдается в пубертатный период (6-10 сут).

Особый интерес представляет поиск наиболее чувствительных к облучению критических точек в индивиду-
альном развитии животных.

На рис. 2 представлены результаты МТТ-теста, отражающие изменение оптической плотности в образцах 
контрольных и облученных в разные периоды онтогенеза (с 1 по 10 сут) D. magna.

Наблюдается значимое снижение оптической плотности в образцах D. magna, облученных в 1- и 2-суточном 
возрасте, что подтверждает наибольшую уязвимость ювенильного периода онтогенеза животных к воздействию 
радиации. В этот период половые клетки активно делятся, процесс закладки яиц только начинается. Кроме того, 
D. magna активно растет. Известно, что именно делящиеся клетки максимально уязвимы к внешнему воздей-
ствию. На рисунке видно значимое снижение оптической плотности в образцах D. magna, облученныхв 8-су-
точном возрасте. В этот период происходит вымет первой молоди. Аналогичные эффекты облучения протонами 
обнаружены у других животных. Так, у млекопитающих после кратковременного облучения в дозе до 10 Гр 
наблюдалось поражение кроветворной системы [2]. Облучение клеток рака молочной железы вызывало цитоток-
сический эффект [3]. Воздействие как протонами, так и γ-квантами приводит к подавлению митотической актив-
ности клеток и к образованию хромосомных аберраций в клетках костного мозга [4].
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Рисунок 1 – Изменение оптической плотности (МТТ-тест) в образцах контрольных и облученных  
протонами в дозе 10 Гр D. magna в ювенильный (1–5 сут) и пубертатный (6–10 сут) периоды (* p<0,05).  

На всех рисунках приведен усредненный по всем возрастным группам контроль (К)

Рисунок 2 – Изменение оптической плотности (МТТ-тест)  
после облучения D. magna протонами в дозе 10 Гр (* p<0,05)

Ранее нами было обнаружено цитотоксическое действие гамма-излучения в критические сутки онтогенеза – 
первые сутки ювенильного периода, когда клетки активно делятся, что требует больших затрат энергии [1]. На-
блюдается достоверное снижение МТТ-показателя в облученных образцах. Цитотоксическое действие гамма-ра-
диации сказывалось на выживаемости и плодовитости рачков, а также имело трансгенерационный характер [1]. 

Поэтому следующей задачей нашего эксперимента было определить, может ли протонное облучение на ран-
них этапах онтогенеза сказываться на жизнеспособности ракообразных. Для этого проведен анализ выживаемо-
сти D. magna. 

На рис. 3 представлены результаты выживаемости контрольных и облученных D. magna.

Рисунок 3 – Выживаемость контрольных и облученных протонами  
в дозе 10 Гр D. magna на 21 сутки эксперимента
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Статистический анализ показал, что выживаемость всех опытных групп D. magna не снижается по сравне-
нию с контролем независимо от сроков облучения. Наши результаты согласуются с данными литературы. Так, 
в работе [5] показано, что облучение личинок насекомых Drosophila melanogaster не влияло на дальнейшее раз-
витие животных и выживаемость куколок.

Возможно, цитотоксический эффект протонного облучения D. magna проявится в изменении других, более 
чувствительных показателей, таких как плодовитость рачков или отразится на жизнеспособности последующих 
поколений, что требует дальнейших исследований.
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В работе установлено, что после проведения курса общей криотерапии степень тушения триптофано-
вой флуоресценции пиреном снижается в плазматических мембранах лимфоцитов и тромбоцитов прибли-
зительно на 35% и 50%, соответственно, по отношению к этим показателям в контрольной группе. Ранее 
было показано, что основной мишенью криовоздействия на клетки крови является липидный компонент 
биомембран. В частности, наблюдается переход липидов в более «жидкое» состояние, что, в свою очередь, 
в определенной степени оказывает влияние на структуру и функцию белков, а также липид-белковые вза-
имодействия. При кратковременном воздействии ультранизких температур на организм происходит обще-
системное изменение функционирования стрессреализующих и адаптационных механизмов. Механизм 
адаптации к сверхнизким температурам связан с изменением физико-химического состояния биологических 
мембран клеток организма. 

The paper found that after a course of general cryotherapy, the degree of extinguishing tryptophan fluorescence with 
pyrene decreases in the plasma membranes of lymphocytes and platelets by approximately 35% and 50%, respectively, 
in relation to these indicators in the control group. Previously, it was shown that the main target of cryotherapy on blood 
cells is the lipid component of biomembranes. In particular, there is a transition of lipids to a more «liquid» state, which, 


