
73
 Теоретическая и прикладная экология №2, 2014

эКоЛоГИчЕСКИй РИСК И эКоЛоГИчЕСКАЯ бЕЗопАСНоСТь

УДК 574.24

экологическая значимость определения внеклеточной 
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Исследована динамика содержания внеклеточной низкомолекулярной ДНК крови у экспериментальных жи-
вотных после воздействия на организм ионизирующего излучения и низкочастотного шума. Нуклеиновые кислоты 
выделяли из плазмы крови методом фенольной депротеинизации, анализировали методом электрофореза в гради-
енте полиакриламидного геля. Обнаружено, что после облучения крыс в диапазоне доз от 2 до 100 Гр содержание 
внеклеточной ДНК в крови повышается. По мере нарастания дозы достоверно увеличивается уровень внеклеточной 
низкомолекулярной ДНК в крови, установлена прямая зависимость повышения содержания от дозы облучения. 
Высокая эффективность и надёжность полученных моделей позволяют использовать их для прогнозирования дозы 
облучения. Существенное повышение уровня низкомолекулярной ДНК в крови выявлено через 1 сут. после одно-
кратного акустического воздействия. Повышенный уровень содержания низкомолекулярной ДНК сохранялся спустя 
7 сут. после окончания воздействия. Многократное воздействие шума приводило к ещё большему увеличению уровня 
исследуемого показателя в плазме крови экспериментальных животных. Увеличение содержания этого показателя 
при различных по своему происхождению патологиях позволяет рассматривать его в качестве неспецифического 
критерия, указывающего на увеличение и/или ускорение гибели клеток в организме человека и животных, а также 
может быть применимо в качестве биологического критерия для экологического мониторинга.

The dynamics of low-molecular-weight extracellular DNA content in blood of experimental animals after exposure 
to ionizing radiation and low-frequency noise is studied. Nucleic acids were isolated from blood plasma by phenol de-
proteinization and were analyzed by electrophoresis in gradient polyacrylamide gels. It is found that extracellular DNA 
content in the blood of rats is increased after irradiation in the dose range from 2 to 100 Gy. Levels of low-molecular-weight 
extracellular DNA of blood is significantly increased with the increasing of the dose of irradiation, a direct correlation 
between the content of that DNA and the radiation dose is established. High efficiency and reliability of the models allows 
to use them to predict the dose of irradiation. Significant increase of low-molecular-weight DNA in blood was found one 
day after a single acoustic impact. Elevated levels of low-molecular-weight DNA was maintained 7 days after exposure. 
Multiple exposure to noise can lead to the greater increase of the level of investigated indicator in blood plasma of experi-
mental animals. The influence of both ionizing radiation and low-frequency noise led in increase of level of extracellular 
low-molecular-weight DNA fraction in rats’ blood. Increase of the content of this index in blood at different in origin 
pathologies can be considered as a non-specific criteriuma, pointing at the increase and/or acceleration of cell death in 
humans and animals, and also it can be used as a biological criterium for environmental monitoring.
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Введение

Важной проблемой научно-технического 
прогресса является ухудшение экологической 
обстановки, в том числе рост шумовой за-
грязнённости на производстве и населённых 
местах. Доля рабочих мест, не соответствую-
щих гигиеническим нормативам по шуму и 
инфразвуку, занимает в РФ первое место среди 
физических факторов. Радиационная обста-
новка на территории России остаётся в целом 

удовлетворительной. Радиационный фактор 
не является ведущим фактором вредного воз-
действия на здоровье населения. В ряде ре-
гионов особенности радиационной обстановки 
определяются радиоактивным загрязнением, 
обусловленным последствиями аварии на Чер-
нобыльской АЭС, деятельностью ПО «Маяк» 
и Семипалатинского полигона [1].

Активное развитие промышленных объек-
тов, таких, как газо- и нефтедобывающих, соз-
дание магистральных трубопроводов на суше и 
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в воде, строительство новых АЭС, в том числе 
и в прибрежных зонах, транспортной сети и 
др., приводит к расширению сферы влияния 
физических факторов на окружающую среду 
и создаёт угрозу дальнейшего ухудшения эко-
логической обстановки [2–5]. Кроме того, воз-
можность возникновения экстремальных си-
туаций и аварий на промышленных объектах 
обусловливает высокие риски для персонала, 
населения и среды обитания. Определённым 
подтверждением этому является последняя 
авария на АЭС Фукусимо-1 в Японии (г. Фу-
кусима).

Несмотря на достаточно большое коли-
чество сведений о биологическом влиянии 
акустических колебаний (шума и инфра-
звука) и ионизирующего излучения (ИИ) на 
организм человека и животных, изучение их 
действия продолжает оставаться актуальной 
проблемой, что привлекает интерес учёных к 
поиску новых критериев их биологической и 
экологической значимости.

Работами последних лет установлено, что 
небольшие количества ДНК обнаруживаются 
и вне клеток, прежде всего, в плазме крови жи-
вотных и человека [6]. Существует несколько 
источников появления ДНК в крови: процес-
сы образования и созревания постклеточных 
структур крови (эритроциты и тромбоциты); 
процесс некроза или апоптоза ядросодержащих 
клеточных элементов крови и эндотелиальных 
клеток; активная секреция ДНК клетками во 
внеклеточное пространство [7].

Интерес к изучению внеклеточной ДНК 
плазмы крови обусловлен прогностической 
и диагностической значимостью этого пока-
зателя при ряде патологических состояний, 
таких, как онкологические, аутоиммунные, 
соматические заболевания, неврологические 
расстройства, посттравматический синдром и 
др. [8]. Имеются единичные сообщения об из-
менении этого показателя у лабораторных крыс 
при действии низкочастотного шума (НЧШ) 
[5] и ИИ [9–13]. Показано, что эти физические 
факторы способны приводить к увеличению 
внеклеточной ДНК плазмы крови животных. 
Поэтому данный биологический показатель 
можно использовать для оценки экстремаль-
ного характера внешних факторов при эко-
логическом мониторинге окружающей среды. 

Целью работы было исследовать дина-
мику содержания внеклеточной низкомоле-
кулярной ДНК крови у экспериментальных 
животных как неспецифического показателя 
экологически вредного воздействия на орга-
низм ИИ и НЧШ. 

Методы исследования

Экспериментальные исследования вы-
полнены на белых крысах-самцах массой 
тела 180–250 г. Для моделирования патоло-
гических состояний в качестве экстремальных 
факторов использовали ИИ и НЧШ. Общее 
однократное облучение животных проводили 
гамма-квантами 137Cs на аппарате ИГУР при 
мощности дозы 1,9 Гр/мин. Доза облучения 
варьировала от 2 до 100 Гр. Забор крови про-
водили в сроки от 1 ч. до 7 сут. после облучения 
животных.

Для исследования влияния НЧШ крыс 
подвергали однократному (в течение 17 мин.) 
и многократному (13 недель по 5 дней в не-
делю 1 раз в день по 17 мин.) воздействию 
шума с уровнем звукового давления 120 
и 150 дБ и максимумом спектра в области 
низких частот. Исследование выполнено на 
лабораторной установке, на которой в каче-
стве акустического генератора использовали 
электродинамический излучатель «JBL 2225» 
(США). Забор крови осуществляли через 1 и 
7 сут. после однократного и через 1 сут. после 
многократного действия.

Определение внеклеточной ДНК в кро-
ви проводили спектрофлюориметрическим 
методом, а низкомолекулярной фракции в 
крови – по методике [14] в модификации 
[10]. Плазму крови получали центрифугиро-
ванием со скоростью 900 g в течение 10 мин. 
при +4oС. Для полного удаления форменных 
элементов плазму центрифугировали дважды 
при 2200 g. Нуклеиновые кислоты из плазмы 
крови выделяли методом фенольной депро-
теинизации. Осадки нуклеиновых кислот 
растворяли в деионизированной воде из рас-
чёта 1 мкл на 1 мл плазмы крови. Полученный 
препарат инкубировали с РНКазой и анали-
зировали методом электрофореза в градиенте 
полиакриламидного геля (2/16%) в 0,04 М 
трис-ацетатном буфере (рН 7,7), содержа-
щем 0,1 моль/л ЭДТА. Для идентификации 
исследуемых фракций использовали марке-
ры – рестрикты PBR322/BSPR1 и лямбда/
Alu1, наносимые в количестве 1 мкг/мкл. 
Гели фотографировали в проходящем УФ и 
сканировали. Содержание ДНК определяли 
путём сравнения со стандартами.

Статистическую обработку полученных 
результатов проводили с использованием 
критерия Стьюдента для несвязанных вы-
борок. Для прогнозирования биологического 
эффекта от дозы облучения был использован 
регрессионный анализ.
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Результаты и их обсуждение

Результаты исследований показали, что 
после облучения крыс в диапазоне доз от  
2 до 100 Гр выявлено повышение содержа-
ния внеклеточной ДНК в крови. По мере 
увеличения дозы облучения содержание 
ДНК прогрессивно возрастало от 25,5±3,4 
до 394,0±74,4 нг/мл (в контроле 26,35±1,8 
нг/мл). При исследовании крови в раз-
личные сроки от 1 ч. до 7 сут. установлено, 
что максимальных значений концентрация 
ДНК достигала спустя 5 ч. после облучения. 
Возвращение к исходным данным в боль-
шинстве случаев наступало к концу 1 сут., 
за исключением группы крыс, получивших 
летальную дозу облучения 100 Гр [10].

Исследование состава внеклеточной 
ДНК показало, что почти весь прирост ДНК 
в плазме крови происходил за счёт низко-
молекулярной фракции. При электрофоре-
тическом разделении образца внеклеточной 
ДНК плазмы крови её высокомолекулярная 
фракция была расположена наверху геля, а 
исследуемая низкомолекулярная фракция в 
виде пятна находилась внизу. Величина фраг-
ментов низкомолекулярной фракции состав-
ляла 160–180 п.н., что соответствует размерам 
мононуклеосомы. Содержание внеклеточной 
низкомолекулярной ДНК (вкнмДНК) в плаз-
ме крови через 5 ч. после облучения животных 
представлено в таблице 1.

Из данных таблицы 1 следует, что после 
облучения по мере нарастания дозы достовер-
но (p<0,05) увеличивается уровень вкнмДНК 
в крови практически во всех группах крыс. 
В диапазоне от 2 до 20 Гр установлена прямо 
пропорциональная зависимость повышения 
содержания её от дозы облучения, которая 
описывается линейным уравнением:
  y = –1,25 + 6,95 x,  (1)

где y – количество вкнмДНК в плазме 
крови животных (нг/мл); x – доза облучения 
от 1 до 20 Гр.

При дозах облучения свыше 20 Гр зависи-
мость приобретает более сложный логарифми-
ческий характер:

      y = –231,29 + 125,30 ln x,  (2) 

где y – количество вкнмДНК в плазме 
крови животных (нг/мл); x – доза облучения 
от 20 до 100 Гр.

Полученные уравнения регрессии обла-
дают высокой информативностью (p<0,001) 
и являются эффективными, так как коэф-
фициент детерминации R2 = 0,99. Высокая 
эффективность и надёжность полученных 
моделей позволяют использовать их для про-
гнозирования дозы облучения животных не 
только в диапазоне дозы облучения от 1 до 100 
Гр, но и расширить его до 25%. Появление в 
бесклеточной части крови вкнмДНК связыва-
ют с процессом программированной клеточной 
гибели [15].

Таким образом, выявленные закономер-
ности свидетельствуют о принципиальной 
возможности использования количественного 
определения вкнмДНК в качестве биодозиме-
трического показателя при воздействии иони-
зирующего излучения. За счёт своей информа-
тивности данный метод применим к широкому 
диапазону доз облучения от 1 до 100 Гр.

В последующих экспериментальных ис-
следованиях установлено, что через 1 сут. по-
сле однократного воздействия НЧШ уровень 
вкнмДНК существенно (p<0,05) увеличился 
в крови обеих подопытных групп (табл. 2). 

Межгруппового различия (p>0,05) в со-
держании этого показателя в зависимости от 
уровня звукового давления (УЗД) не выяв-
лено. Спустя 7 сут. после окончания действия 
уровень вкнмДНК остался практически на 
прежнем достоверно (p<0,05) высоком уровне 
в группе животных, подвергшихся воздей-
ствию НЧШ с УЗД 120 дБ, а во второй группе 
крыс (УЗД 150 дБ) он стал снижаться, но оста-
вался выше (p>0,05) контрольных величин. 
Многократное воздействие НЧШ приводило 
к ещё большему увеличению (p<0,05) уровня 
этого показателя в плазме крови в обеих груп-
пах крыс. В группе животных, которые под-
верглись действию НЧШ при УЗД 120 дБ, со-
держание вкнмДНК повышалось до высоких 
значений 644,58 нг/мл, существенно (p<0,05) 
выше, чем в группе крыс с УЗД 150 дБ.

Нами впервые показано, что действие 
высокоинтенсивного НЧШ сопровождается 

Таблица 1
Содержание внеклеточной низкомолекулярной фракции ДНК  

в плазме крови (нг/мл) через 5 ч. после облучения животных (M±m, n=7)

Контрольная 
группа

Доза облучения в подопытной группе, Гр

2 4 8 20 50 100

5,5±1,5 11,9±5,7 25,5±7,5* 53,2±15,5* 138,6±28,6* 271,6±42,4* 338,5±49,9*
Примечание: * прирост содержания достоверен (p<0,05)
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Таблица 2
Содержание внеклеточной низкомолекулярной фракции ДНК в плазме крови (нг/мл)  

белых крыс после воздействия низкочастотного шума (M±m, n=8)

Воздействие
Время исследования 

после воздействия
Контрольная

группа

Уровень звукового давления  
в подопытной группе, дБ

120 150

Однократное
1 сут.

11,0±5,4
84,7±30,9*

83,5±23,7*
p>0,05

7 сут. 90,3±18,8*
40,4±6,3*

p<0,05

Многократное 1 сут. 17,7±1,7 644,6±89,2*
395,6±99,9*

p<0,05
Примечание: 1. * отличие от контроля p<0,05. 2. p<0,05 – различие между группами достоверно.

повышением уровня вкнмДНК в крови крыс. 
Необходимо обратить внимание на следующее. 
Во-первых, при однократном акустическом 
воздействии концентрация исследуемого 
показателя существенно увеличивается, но 
не превышает 100 нг/мл, а выраженность 
реакции соответствует дозе ионизирующего 
излучения до 20 Гр. Во-вторых, при много-
кратном действии НЧШ уровень вкнмДНК 
в крови увеличивается ещё больше, дости-
гая 644,6±89,2 нг/мл, что практически в два 
раза превышает величину, полученную при 
дозе облучения в 100 Гр (338,5±49,9 нг/мл). 
В-третьих, шумовое воздействие приводит к 
устойчивому повышению данного показателя 
в плазме крови у крыс, что указывает на от-
сутствие адаптационных возможностей орга-
низма к данному фактору, а значит, достаточно 
высокую его экстремальность. 

Полученные экспериментальные данные 
и знание некоторых механизмов действия 
НЧШ позволяют высказать предположение 
о механизмах, лежащих в основе появления 
вкнмДНК в крови у крыс. Известно, что острое 
воздействие высокоинтенсивного НЧШ со-
провождается структурными и клеточными 
нарушениями во внутренних органах крыс, 
особенно в лёгких. Это проявляется появлени-
ем в лёгких субплевральных кровоизлияний, 
участков дистелектаза, полнокровия сосудов 
микроциркуляторного русла, а также увеличе-
нием дегрануляции тучных клеток и тромбо-
цитов, активацией и деструкцией лейкоцитов 
[16]. Поэтому гибель клеток, которая наблю-
дается при вышеописанных нарушениях в 
лёгких, и прямое воздействие на клетки крови 
можно рассматривать в качестве основной 
причины, приводящей к повышению уровня 
вкнмДНК в крови. 

При многократном действии НЧШ харак-
тер морфологических нарушений несколько 
изменяется. На первое место выходят струк-

турные изменения, характерные для очаго-
вой эмфиземы лёгких (межальвеолярные 
перегородки истончены, повышена воздуш-
ность альвеол, альвеолы округлены, входы в 
них расширены). Отмечалось повышенное 
кровенаполнение лёгких, проявляющееся 
полнокровием сосудов микроциркуляции 
с признаками разделения форменных эле-
ментов крови, краевого стояния лейкоцитов, 
скопления эритроцитов в виде «монетных 
столбиков»; имелись очаги диапедезных кро-
воизлияний. Эти изменения в лёгких сохра-
нялись на протяжении длительного времени 
[16]. Они могут служить структурной основой 
для развития такой патологии, как хрониче-
ское неспецифическое заболевание лёгких по 
типу обструктивного бронхита и/или очаговой 
эмфиземы лёгких. Поэтому гибель клеток, ко-
торая наблюдается при вышеописанных нару-
шениях в лёгких, и изменения в клетках крови 
можно рассматривать в качестве причины, 
приводящей к повышению уровня вкнмДНК 
в крови. В то же время высокие уровни этого 
показателя после длительного воздействия 
шума не исключают возможности усиления 
апоптоза в организме.

Таким образом, уровень вкнмДНК кро-
ви можно использовать в качестве критерия 
действия шума на организм и экологического 
мониторинга. 

Заключение

При патологических состояниях, сопро-
вождающихся гибелью клеток и усилением 
процесса апоптоза, происходит увеличение 
содержания вкнмДНК [15, 17]. Повышение 
уровня этого показателя в крови при различ-
ных по своему происхождению патологиях 
позволяет рассматривать его в качестве не-
специфического показателя, указывающего на 
увеличение и/или ускорение гибели клеток в 
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организме человека и животных. Полученные 
нами данные подтверждают возможность ис-
пользования вкнмДНК как информационного 
показателя для диагностики и определения 
степени воздействия экологически небла-
гоприятных физических факторов (ИИ и 
НЧШ), особенно при экстремальных и ава-
рийных ситуациях. 

В окружающей среде НЧШ возникают во 
время штормов, приливов, гроз, землетрясе-
ний и вулканической деятельности. Подобные 
явления наблюдались на определённых стади-
ях геологического развития нашей планеты, 
сопровождаясь вымиранием отдельных таксо-
номических групп и возникновением новых. 
Развитие современной цивилизации связано 
с появлением и развитием техногенных ис-
точников НЧШ, которые могут быть причиной 
сокращения ареалов обитания и численности 
животных [4, 18]. 

Влияние шумового загрязнения на фауну 
при многих экологически опасных видах про-
изводственной деятельности, в том числе при 
транспортировке и добыче углеводородного 
сырья в водной среде, изучено недостаточно. 
Во многом именно этим объясняется отсут-
ствие федеральных экологических нормати-
вов и стандартов допустимого акустического 
загрязнения окружающей среды. Между 
тем, снижение уровней шума и инфразвука, 
возникающих при эксплуатации крупных и 
протяжённых технологических объектов, до 
природных (фоновых) значений следует рас-
сматривать как одно из важных направлений 
природоохранной деятельности. Вышеизло-
женное позволяет рассматривать акустическое 
загрязнение окружающей среды как новую 
экологическую проблему [4, 18–20]. 

Полученные результаты должны пред-
ставлять научный и практический интерес 
с точки зрения экологии, а исследуемый по-
казатель – внеклеточная низкомолекуляр-
ная фракция ДНК – можно использовать в 
качестве биологического критерия для эко-
логического мониторинга ряда физических 
факторов. Патологии, вызванные воздей-
ствием НЧШ, сопровождаются увеличением 
содержания вкнмДНК крови крыс, которое, 
возможно, не только маркирует исследуемые 
воздействия ионизирующего излучения и 
НЧШ. Внеклеточная ДНК способна перено-
сить генетический материал между клетками 
и популяциями клеток, участвуя в иммунном 
ответе или трансформируя клетки. В настоя-
щее время дискутируется эволюционная роль 
вкнмДНК [21].
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