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Представлены результаты исследования воздействия широкополосных импульсов терагерцевого
(ТГц) излучения с пиковой интенсивностью ~30 ГВт ∙ см–2 и напряженностью электрического поля
~3.5 МВ ∙ см–1 на фибробласты. Получены данные о кинетике изменений количества фокусов фос-
фолирированного гистона γH2AX, являющихся маркерами двунитевых разрывов ДНК. Показано,
что значения фокусов сохраняются неизменными в течение 24 ч после облучения.
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день разработке источников

неионизирующего терагерцевого (ТГц) излуче-
ния уделяется особое внимание. Такие установки
активно используются в различных сферах: воен-
ная и гражданская связь, скрининг и визуализа-
ция в научных и медицинских исследованиях,
контроль качества продуктов питания и фарма-
цевтических препаратов. Вопрос биологической
безопасности был поднят с появлением первых
источников терагерцевого излучения. В настоя-
щий момент накоплен большой объем результатов
экспериментальный исследований, демонстриру-
ющих как отсутствие изменений в клетках при
воздействии ТГц излучения, так и их наличие (в
частности, изменение проницаемости мембран,
изменение экспрессии генов или количества мик-
роядер в клетках, см. обзоры [1–4]). Вопрос гено-
токсичности ТГц излучения за последнее десяти-
летие так же не утратил своей актуальности и до
сих пор вызывает живой интерес исследователей
по всему миру. При этом проведенный анализ ра-
бот дает весьма противоречивые результаты. На-
пример, исследования фосфорилирования гисто-
на H2AX [5, 6], а также метод комет-тест [2, 7–9]
свидетельствуют об отсутствии повреждения ДНК

в фибробластах (линия HFFF2) и эмбриональных
стволовых клетках (линия hESCs). С другой сто-
роны, серия работ Титовой и др. (например, [10])
демонстрирует увеличение количества γH2AX в
образцах искусственной кожи человека при ТГц
воздействии. Возможное объяснение заключает-
ся в типе используемого ТГц источника. Интен-
сивность импульса ТГц излучения в [10] достига-
ет ~70 МВт ∙ см–2, что по нашим оценкам на не-
сколько порядков превышает значения в работах
других авторов [2, 5–9]. Важность таких парамет-
ров как высокая пиковая и низкая средняя мощ-
ность импульсно-периодического ТГц излучения
при изучении его воздействия на работу ДНК
подчеркивается (со ссылкой на теоретические
исследования [11]) в работе [12]. Все вышепере-
численное позволяет считать используемый на-
ми источник ТГц излучения на основе оптиче-
ского выпрямления [13] наиболее подходящим
для исследования влияния ТГц излучения на
биологическую активность клеток (результаты
изучения пролиферативной активности мезен-
химальных стволовых клеток человека и клеток
линии НЕК-293 были представлены ранее в [14]).
Если дозовые и временные зависимости индук-
ции фокусов фосфорилирования гистонов H2AX

УДК 535-14:53.047



1606

ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ ФИЗИЧЕСКАЯ  том 84  № 11  2020

СИТНИКОВ и др.

ионизирующим излучением хорошо изучены, то
применение мощного импульсного ТГц излуче-
ния в данной области исследований весьма огра-
ниченно.

Целью настоящего исследования является оцен-
ка количества фокусов фосфорилирования гисто-
нов H2AX при облучении фибробластов кожи чело-
века мощными импульсами широкополостного
терагерцевого излучения, а также скорости их
элиминации. Достигаемая в эксперименте ин-
тенсивность ТГц импульса превышает значения в
работе [10] более чем на 2 порядка и является, на-
сколько нам известно, одной из самых высоких
среди работ, посвященных исследованию влия-
ния ТГц излучения на биологическую активность
клеток.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СХЕМА
В качестве источника ТГц излучения был вы-

бран кристалл OH1 (диаметр 6 мм, толщина 420 ±
± 10 мкм, Rainbow Photonics, Switzerland) по-
скольку он имеет высокий коэффициент преоб-
разования и обеспечивает гладкий спектр генери-
руемого ТГц излучения в диапазоне 0.2–3 ТГц. В
качестве источника накачки в эксперименте ис-
пользовалась фемтосекундная лазерная система
на основе кристалла хром:форстерит (ООО Аве-
ста, Россия) с дополнительным узлом многопро-
ходного усилителя [13], обеспечивающая генера-
цию лазерных импульсов длительностью 95 ± 5 фс
на длине волны 1240 нм с энергией 1.1 ± 0.05 мДж,
следующих с частотой 100 Гц.

Схема собранной экспериментальной уста-
новки для облучения клеточной культуры пред-
ставлена на рис. 1а, а ее подробное описание
можно найти в [15]. Для достижения максималь-
ной интенсивности (а соответсвенно и напря-
женности электрического поля) ТГц импульсов
при облучении клеток необходимо сфокусиро-
вать ТГц излучение в пятно минимального разме-
ра. С этой целью был использован зеркальный те-
лескоп, состоящий из двух внеосевых параболои-
дов с фокусными расстояниями 15 и 152.4 мм
(Thorlabs), собранный после узла ТГц источни-
ка. Для фокусировки ТГц пучка использовалось
параболическое зеркало диаметром 50.8 мм
(MPD229H-M01, Thorlabs) с фокусным расстоя-
нием 50.8 мм. Для измерения временного про-
филя ТГц импульса и оценки пространственного
распределения энергии сфокусированных им-
пульсов ТГц излучения были применены методика
электрооптического детектирования и ножевой ме-
тод измерений соответственно. Зарегистрирован-
ный временной профиль ТГц импульса и его
спектр представлены на рис. 1б и 1в. Измеренные
минимальные размеры сфокусированного ТГц
пучка вдоль координат X и Y составили по полу-
высоте 308 и 270 мкм соответственно. Для упро-

щения процесса установки мишени (для распо-
ложения монослоя клеток в плоскости перетяжки
ТГц пучка) в схеме было собрано плечо оптиче-
ского контроля. Оно состояло из микрообъектива
(40×, NA = 0.6), ПЗС камеры (VSC-756-USB,
ООО Видеоскан) и плоского зеркала, установ-
ленного между ними. Система оптического кон-
троля настраивалась таким образом, чтобы фор-
мировать в плоскости ПЗС-матрицы резкое
изображение предмета (например, ножа в ноже-
вом методе), находящегося в плоскости пере-
тяжки ТГц пучка; точность установки составля-
ла Δz = ±10 мкм.

Клеточная культура, высаженная на дно пла-
стиковой посуды (чашка Петри), во время облу-
чения должна находиться в оптимальных услови-
ях. Для этого в экспериментальной схеме была
предусмотрена система подогрева (ibidi, Герма-
ния), состоящая из нагреваемых плиты и крыш-
ки, а также контроллера температуры. Система
подогрева чашки Петри (обеспечивала поддержа-
ние температуры 37°С при облучении клеток) за-
креплялась на трех-координатной системе пози-
ционирования, состоящей из моторизованных
столиков: 8MT167-100 (Standa) для перемещения
вдоль осей X и Y и 8MT173-20 (Standa) – вдоль
оси Z. Видеонаблюдение и облучение клеток осу-
ществлялось сквозь пластиковое дно культураль-
ной посуды.

Для минимизации потерь, связанных с погло-
щением ТГц излучения во влажном воздухе, часть
узлов экспериментальной схемы была собрана в
осушаемом боксе с относительной влажностью воз-
духа 2–3%. Для осушения воздуха использовался
безмасляный компрессор (SB4-100.OLD15T, Reme-
za) и адсорбционный осушитель (ADS3, Ceccato).

Оценка значений пиковой интенсивности и
напряженности электрического поля ТГц им-
пульса, воздействующего на клетки в чашке Пет-
ри в фокальной плоскости параболы была сдела-
на ранее в [15], а соответствующие значения со-
ставили ~30 ГВт ∙ см–2 и ~3.5 МВ ∙ см–1.

МЕТОДЫ
Культура первичных фибробластов 

кожи человека
Фибробласты кожи человека были получены

из кожи молодого здорового донора, подписав-
шего письменное информированное согласие.
Фрагмент кожи размером 2 × 2 × 2 мм промывали
дважды фосфатно-солевым буфером Дульбекко
(DPBS) с добавлением 1Х раствора антибиотика-
антимикотика (Gibco, США). Далее фрагмент из-
мельчали скальпелем до состояния кашицы. По-
лученную суспензию промывали дважды в DPBS
и инкубировали с коллагеназой I типа (Gibco,
США) в течение 2 ч с использованием орбиталь-
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ного шейкера при температуре 37°С. После инку-
бации фермент инактивировали 100% фетальной
бычьей сывороткой. Полученный раствор цен-
трифугировали 4 мин при 400 g. Далее осадок ре-
суспендировали в культуральной среде и выса-
живали на культуральный пластик в плотности
1.5 v 105 клеток ∙ см–2. Среда представляла собой
модифицированную по способу Дульбекко среду
Игла, смешанную со средой Хам (DMEM/F12,
Gibco, USA), с добавлением 10% фетальной бы-
чьей сыворотки (Gibco, USA), 2 мM L-глутамина
(GlutaMAX, (Gibco), раствора антибиотика-анти-
микотика (1X; Gibco, USA). Клетки культивиро-
вали в условиях инкубатора при 37°C и 5% CO2.
По достижении монослоя их обрабатывали рас-
твором трипсина (1X, TrypLE, Gibco) и переноси-
ли в новые культуральные флаконы в соотноше-
нии 1 : 3. Для эксперимента клетки также предва-
рительно обрабатывали раствором трипсина
(1X, TrypLE, Gibco), подсчитывали их общее ко-
личество и переносили в культуральные чашки с
полимерным дном и специальными силиконо-
выми вставками (ibidi, № 80466), в концентра-
ции 5 v 105 клеток ∙ см–2. Для поддержания кислот-
но-основного баланса среды во время облучения,

предварительно к культуральной среде добавляли
раствор HEPES (Gibco).

Подготовленные чашки были разделены на
2 группы: экспериментальную (подвергаемую воз-
действию импульсов ТГц излучения) и группу па-
раллельного контроля (содержащуюся в тех же
условиях, но без внешнего ТГц воздействия).

Облучение клеток

Облучение клеточной культуры осуществля-
лось в течение заданного времени tо = 0.5 ч. Об-
лучение осуществлялось последовательностью
импульсов ТГц излучения, следующих с часто-
той fp = 100 Гц. Отличительной особенностью ис-
пользуемой экспериментальной установки явля-
ется низкая частота следования ТГц импульсов по
сравнению с зарубежными исследованиями (как
правило 1 кГц), а, следовательно, и низкое зна-
чение средней мощности ТГц излучения Pav =
= 1.5 мВт при высоких пиковых значениях. Полу-
ченные ранее оценки показывают, что термиче-
ское воздействие на клеточную культуру мини-
мально, а нагрев в области воздействия не превы-
шает 2.8°C [15].

Рис. 1. а – Экспериментальная схема: 1 – фемтосекундный лазер, 2, 5 – ирисовая диафрагма, 3 – поляризационный
ослабитель, 4 – линзовый телескоп, 6 – кристалл OH1 с фильтром, 7 – зеркальный телескоп, 8 – фокусирующее зер-
кало, 9 и 9 ' – чашка Петри в ТГц и видео-каналах, 10 – клетки, 11 – подогреваемая плита и крышка, 12 – трехкоорди-
натный столик, 13 – микрообъектив, 14 – ПЗС-камера, 15 – осушаемый бокс, 16 – адсорбционный осушитель, 17 –
воздушный компрессор; б – временной профиль ТГц импульса: 1 – профиль электрического поля, 2 – гауссова оги-
бающая; в – спектр ТГц импульса.
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Размер облученной области клеток определял-
ся размером сфокусированного ТГц пучка. Для
облегчения обнаружения этой области при по-
следующем анализе клеток ее границы помеча-
лись с помощью лазерной гравировки (элементы
ТГц кристалл и ТГц фильтр временно убирались
из схемы), а энергия лазерных импульсов умень-
шалась поляризационным ослабителем.

Иммуноцинохимическое исследование
Для проведения иммуноцитохимического ана-

лиза клетки фиксировали в чашке Петри 4% рас-
твором забуференного формалина, содержащим
0.1% сапонина в течение 20 мин при комнатной
температуре с последующей двукратной промыв-
кой DPBS. Далее клетки инкубировали в течение
1.5 ч при 37°С с первичными поликлональными
антителами кролика против γH2AX (разведение
1 : 1000, abcam11174), предварительно растворен-
ными в DPBS с 0.5% Triton-X100 и 0.5% Tween 20,
с добавлением 1% козьей сыворотки для блоки-
рования неспецифического связывания антител.
После инкубации клетки промывали трижды
DPBS с 0.5% Triton-X100 и 0.5% Tween 20 и инку-
бировали в течение 1 ч со вторичными козьими
анти-кроличьими IgG (H + L) антителами (конъ-
югированные с Alexa Fluor 633, разведение 1 : 400;
Invitrogen USA), так же растворенными в DPBS с
0.5% Triton-X100 и 0.5% Tween 20, с добавлением
1% козьей сыворотки. Затем чашки Петри про-
мывали трижды DPBS. Ядра клеток окрашивали
красителем Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientif-
ic). Иммунофлуоресцентное исследование прово-
дили с использованием сканирующего лазерного
конфокального микроскопа Nikon A1 (Nikon Co.,
Япония).

Статистический анализ
Оценка количества фокусов двунитевых раз-

рывов проводилась на основе соотношения коли-
чества гистонов γН2АХ в перерасчете на количе-
ство клеток в зоне облучения. Все эксперименты
были проведены в трех повторностях. Анализ ста-
тистической значимости проводили с помощью
критерия Стьюдента с поправкой Крамера–Уэл-
ча (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Фосфорилирование гистона Н2АХ (называе-

мого γH2AX) играет ключевую роль в сигнализи-
ровании двунитевых разрывов ДНК [16] – про-
цессе, хорошо изученном при воздействии иони-
зирующего излучения и встречающемся при ТГц
облучении лишь с использованием источников вы-
сокой пиковой мощности (например, [10]). Фос-
форилирование гистона Н2АХ способно вызывать
сигналы как для контрольных точек чувствитель-
ного к повреждению ДНК клеточного цикла, так
и для белков репарации ДНК [17, 18]. Таким обра-
зом, совместное присутствие белков репарации
(53BP1, BRCA1, Rad51) и γH2AX может являться
индикатором контрольных точек первоначально-
го распознавания клеткой повреждения ДНК.
При этом механизм воздействия на клетки неио-
низирующего мощного терагерцевого излучения
и роль последнего в формировании фокусов
γH2AX до конца не изучены.

Поскольку формирование фокусов γH2AX мо-
жет происходить в клетке спонтанно, например, в
результате прохождения клеткой той или иной
стадии клеточного цикла или быть обусловлено
процессом старения, в исследовании была ис-
пользована группа параллельного контроля. На
рис. 2 представлены результаты исследования ко-
личества γH2AX гистонов, приходящихся на одну
клетку Nф/к как в экспериментальной, так и в груп-
пе контроля. При одинаковом времени облучения
tо = 0.5 ч клетки были разделены на две группы, от-
личающиеся временем их фиксации после облуче-
ния (обозначаемое далее “временем дожития”) tд.

Как было показано на примере радиационного
воздействия [16], половина от максимального ко-
личества фокусов регистрируется через 1 мин, в
то время как максимальное наблюдается через 9–
30 мин. Для регистрации максимального эффек-
та, время фиксации клеток после окончания об-
лучения было выбрано равным 30 мин. В клетках
экспериментальной группы, с временем дожития
tд = 0.5 ч наблюдалось повышение уровня фосфо-
рилирования гистона γH2AX в ~2.4 раза по срав-
нению со значением в контрольной группе. В
экспериментальной группе с временем дожития
tд = 24 ч было обнаружено меньшее количество
фокусов двунитевых разрывов, однако, данные

Рис. 2. Изменение количества фокусов γH2AX на од-
ну клетку в зависимости от времени дожития.
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различия с первой экспериментальной группой
(tд = 0.5 ч) являлись статистически не значимыми.
Характерные микрофотографии клеток из всех
4-х групп представлены на рис. 3. Каких-либо
изменений морфологии клеток или их апоптоза
в области облучения не отмечалось ни в одной
экспериментальной группе. Следует отметить,
что зарегистрированное количество фокусов
γH2AX близко по уровню значениям Nф/к, полу-
ченным при воздействии на фибробласты кожи
человека ионизирующего излучения в малых до-
зах (~20 мГр) [19].

Однако, формирование фокусов γH2AX может
быть не связано с образованием двунитевых раз-
рывов, а, как показано в работах [20, 21], являться
следствием теплового шока клетки. В этом случае
тепловое повреждение вызывает изменения в
структуре хроматина более высокого порядка,
приводящие к повреждению ДНК, и/или маски-
рование повреждения ДНК при воздействии теп-
ло-лабильных белков [22]. Отличительной осо-
бенностью термического воздействия (42°С) в
указанной работе являлось сохранение повышен-
ного количества фокусов спустя более 24 ч после
эксперимента. Вероятно, такой эффект связан с
повреждением вилки репликации и нарушением
работы систем репарации. Согласно нашим оцен-
кам температура в области фокусировки ТГц излу-
чения со средней мощностью Pav = 1.5 мВт не пре-
вышала 40°С, что ниже значения 41.5°С, приводя-
щего к формированию фокусов γH2AX при нагреве
клеток [23]. Вместе с тем, рассмотренный альтер-
нативный механизм фосфорилирования гистон-
ного белка при термоиндуцированной перестрой-
ке хроматина нельзя полностью исключать из-за
возможного микро-перегрева сильно поглощаю-
щих в ТГц диапазоне элементов клеток.

С другой стороны, ряд исследователей отмеча-
ли, что воздействие ТГц излучения на клетки ко-
жи может способствовать гипер- и гипо-экспрес-
сии генов, которые отвечают как за клеточные
сигнальные каскады, проонкогены и гены-су-
прессоры, так и гены регуляции клеточного мета-
болизма [24, 25]. Таким образом, формирование
фокусов γH2AX может быть связано с изменени-
ем структуры ДНК и как следствие состоянием
хроматина.

Проведенные экспериментальные исследова-
ния показали, что при воздействии импульсного
терагерцевого излучения с высокой пиковой ин-
тенсивностью количество фокусов γH2AX гисто-
нов увеличивается и сохраняется в течение продол-
жительного времени. Регистрируемый уровень фо-
кусов схож с результатом облучения фибробластов
кожи ионизирующим излучением в малых дозах.
Однако, наблюдаемый эффект может являться
следствием не только формирования в клетке двух-
цепочечных разрывов ДНК, но и быть обусловлен-

ным другими причинами, такими как тепловое
воздействие или изменение структуры хроматина.
Представленные данные являются результатом пи-
лотных исследований и будут продолжены с при-
менением расширенных методов диагностики и
значений статистической выборки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе представлены результаты
исследования импульсно-периодического воздей-
ствия ТГц излучения с пиковой интенсивностью
~30 ГВт ∙ см–2 на фибробласты кожи человека.
Показано, что в случае непродолжительного об-
лучения (30 мин) в клетках повышается количе-
ство фокусов γН2АХ, число которых слабо изме-
няется в течение следующих 24 ч после воздей-
ствия.

Исследования выполнены с использованием
УНУ “Лазерный тераваттный фемтосекундный
комплекс”, входящий в состав ЦКП “Лазерный
фемтосекундный комплекс” ОИВТ РАН при
финансовой поддержке РФФИ (проект № 19-
02-00762).
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