
РАДИАЦИОННАЯ БИОЛОГИЯ. РАДИОЭКОЛОГИЯ, 2019, том 59, № 3, с. 229–234

229

РОЛЬ ПРОЦЕССОВ ВОССТАНОВЛЕНИЯ В ПРОЯВЛЕНИИ 
ГЕНЕТИЧЕСКОЙ НЕСТАБИЛЬНОСТИ КЛЕТОК

© 2019 г.   Е. С. Евстратова*, В. Г. Петин
Медицинский радиологический научный центр им. А.Ф. Цыба – филиал Национального медицинского 

исследовательского центра радиологии Минздрава России, Обнинск, Россия
* E-mail: ekevs7240@mail.ru

Поступила в редакцию 30.07.2018 г.

Традиционно предполагалось, что генетическая нестабильность, оцениваемая по задержке форми-
рования колоний облученными дрожжевыми клетками, в большей степени выражена для тех, кото-
рые имеют диплоидный набор хромосом. Эти клетки способны восстанавливаться от радиацион-
ных повреждений и характеризуются сигмоидной формой кривой зависимости выживаемости от
дозы. В противоположность этой точке зрения в данной работе приводятся данные, демонстриру-
ющие явно выраженную генетическую нестабильность для диплоидных клеток не только дикого
типа, но и для радиочувствительных мутантных штаммов с экспоненциальными кривыми выжива-
емости. Проведены эксперименты по воздействию УФ-света, γ-квантов и α-частиц на гаплоидные
и диплоидные дрожжевые клетки. Полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что эф-
фект позднего появления колоний выжившими после облучения дрожжевыми клетками не связан
однозначно с формой кривой выживаемости и способностью клеток восстанавливаться от радиаци-
онных повреждений, а детерминируется плоидностью клеток.

Ключевые слова: генетическая нестабильность, дрожжевые клетки, плоидность, УФ-свет, γ-кванты,
α-частицы
DOI: 10.1134/S0869803119020048

Ряд радиобиологических эффектов, регистри-
руемых с некоторой задержкой после воздей-
ствия излучений, например хромосомные абер-
рации, репродуктивная гибель, злокачественная
трансформация, снижение эффективности кло-
нирования и гетерогенность потомства облучен-
ных клеток иллюстрируют индуцированную гене-
тическую нестабильность клетки, подвергшейся
радиационному воздействию [1–3]. Дрожжевые
клетки широко используются в качестве модель-
ной системы для изучения механизмов, связан-
ных с нестабильностью генома [4–6]. Задержан-
ное формирование колоний клетками, выживаю-
щими после воздействия различных факторов
окружающей среды, можно также рассматривать
как пример индуцированной генетической неста-
бильности клетки [7, 8]. Общим свойством различ-
ных отдаленных эффектов ионизирующего излу-
чения является передача отдаленному потомству
некоторых субповреждений, проявляющихся в
замедлении деления клеток, повышении радио- и
термочувствительности, наличии инактивиро-
ванных клеток внутри образованной макроколо-
нии, а также в повышенном выходе различных
мутаций [8, 9]. Таким образом, генетическая не-
стабильность сохраняется долгое время в отда-

ленных потомках выживших после облучения
клетках.

Большинство результатов по генетической не-
стабильности были получены с культивируемы-
ми клетками млекопитающих в диплоидном со-
стоянии. Дрожжевые клетки, простейший при-
мер эукариотических клеток, являются удобным
объектом для сравнения летального эффекта и ге-
нетической нестабильности гаплоидных и дипло-
идных клеток, что позволяет получать новые
фундаментальные данные. В частности, был сде-
лан вывод, что эффект задержанного формирова-
ния колоний (эффект дорастания) в большей сте-
пени проявляется для диплоидных клеток, спо-
собных к пострадиационному восстановлению и
характеризующихся сигмоидной кривой доза–
эффект [8]. Наше недавнее сравнительное изуче-
ние ОБЭ α-частиц для выживаемости и генетиче-
ской нестабильности гаплоидных и диплоидных
дрожжевых клеток не противоречило такому
представлению [5], которому также соответство-
вали обширные данные о роли повреждения ДНК
в генетической нестабильности, старении и ин-
дукции онкологических заболеваний [7, 10–13].
Однако некоторые результаты, полученные нами,
указывали на то, что данная парадигма устарела и
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должна быть пересмотрена [6, 14–17]. В настоящей
работе подводятся итоги этих многоплановых ис-
следований – будет продемонстрирована незави-
симость генетической нестабильности от формы
кривых выживаемости и способности клеток к
восстановлению после воздействия различных
физических факторов окружающей среды на гап-
лоидные и диплоидные дрожжевые клетки раз-
личного генотипа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

В качестве объекта исследования были выбраны
гаплоидные и гомозиготные диплоидные дрожжи
Saccharomyces cerevisiae, штаммы дикого типа S288C
(RAD), XS800 (RAD/RAD), их радиочувствитель-
ные мутанты XS774-4d (rad51), XS806 (rad51/rad51),
g160/2d (rad52), XS1898 (rad52/rad52), g218/7c
(rad54), XS1879 (rad54/rad54) и УФ-чувствитель-
ный диплоидный штамм XS1956 (rad6/rad6). Гап-
лоидный штамм дикого типа и радиочувствитель-
ные гаплоидные мутантны были первоначально
получены от Dr. Mortimer (США), все диплоид-
ные штаммы – от Dr. S. Nakai (Япония). Простота
культивирования дрожжей обеспечивает хоро-
шую воспроизводимость результатов. Кроме то-
го, они обладают и другими преимуществами:
быстрым ростом на плотной питательной среде с
большим выходом клеток; способностью образо-
вывать гомогенные суспензии, состоящие из оди-
ночных, близких по размеру и возрасту неделя-
щихся клеток; малым количеством почкующихся
клеток в популяции, вышедшей на стационарную
стадию роста; достаточной изученностью в ра-
диобиологическом и генетическом отношении
[18, 19]. В данной работе суспензию клеток облу-
чали в стационарной стадии роста, для этого ис-
пользовали 4–6-суточные культуры диплоидных
клеток и 12–14-суточные культуры гаплоидных
клеток, выращенные на стандартной агаризован-
ной питательной среде при 30°С. Протяженность
предрадиационного культивирования определя-
ли по прекращению почкования клеток.

Клетки из одной исходной суспензии подвергали
воздействию γ-квантов 60Co (ЛПЭ = 0.2 кэВ/мкм,
20 Гр/мин), α-частиц 239Pu (ЛПЭ = 120–
130 кэВ/мкм, 25 Гр/мин) и УФ-излучения (254 нм,
1.5 Вт/м2). Отметим, что именно при таком высо-
ком значении ЛПЭ (120–130 кэВ/мкм) наблюда-
ется максимум в зависимости ОБЭ от ЛПЭ для
большинства клеток эукариот [20]. Из-за малой
проникающей способности α-частиц облучали
монослой клеток: 0.02 мл суспензии концентра-
цией 5 × 107 клеток/мл наносили на поверхность
голодного агара и на 20–30 мин помещали в тер-
мостат (30°С) для выпаривания воды из капли.
Мощность дозы редкоионизирующего излучения
измеряли калиброванной ионизационной каме-

рой Siemens. Мощность дозы α-излучения опреде-
ляли путем измерения интенсивности и энергии ча-
стиц с помощью полупроводникового барьерного
детектора на расстоянии, соответствующем моно-
слою клеток. Клеточную суспензию (2 мл, 106 кле-
ток/мл) подвергали воздействию УФ-света в от-
крытом кварцевом сосуде. В рамках опытов по
воздействию УФ-света, облучение, разведение
суспензий и другие процедуры выполняли при
красном свете, чтобы избежать фотореактивации.
Подсчет количества макроколоний в чашках Пет-
ри производили после окончания формирования
колоний необлученными клетками (спустя 22–
24 ч) и соответственно каждые 2–6 ч до тех пор,
пока не прекращалось появление колоний клет-
ками облученной популяции. В качестве теста ге-
нетической нестабильности рассчитывали про-
цент колоний, образованных позже контроля вы-
жившими после радиационного воздействия
клетками. Каждый опыт повторяли 2–5 раз. Ре-
зультаты представлены в виде среднего значения
и его стандартной ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 представлена зависимость выживае-
мости дрожжевых клеток S. cerevisiae от дозы
ионизирующего излучения (далее для удобства
просто кривые выживания) гаплоидных (рис. 1, A)
и диплоидных (рис. 1, Б) дрожжевых клеток дико-
го типа, подвергшихся воздействию γ-квантов и
α-частиц. Видно, что независимо от вида излуче-
ния, т.е. его ЛПЭ, гаплоидные клетки демонстри-
руют экспоненциальные кривые доза–эффект,
тогда как диплоидные клетки характеризуются
сигмоидной формой кривых выживаемости. На
рис. 1, В представлена зависимость процента ко-
лоний, сформированных позже контроля, вы-
жившими гаплоидными (кривые 1, 2) и диплоид-
ными (кривые 3, 4) клетками, подвергшимися
воздействию γ-квантов и α-частиц.

На рис. 2 приведен пример аналогичных дан-
ных для гаплоидного (rad52) и гомозиготного ди-
плоидного (rad52/rad52) штаммов дрожжей. Эти
радиочувствительные мутанты независимо от
плоидности и ЛПЭ излучения показывали экспо-
ненциальные кривые выживаемости. В табл. 1
приведены радиобиологические параметры кри-
вых выживаемости для штаммов, приведенных на
рис. 1 и 2, и некоторых других мутантных штам-
мов, в экспериментах с которыми получены ре-
зультаты, опубликованные ранее [14, 15].

Из таблицы видно, что относительная радио-
чувствительность мутантных штаммов, оценива-
емая отношением ЛД90(дикий)/ЛД90(мутант) для
редкоионизирующего излучения, в значительно
большей степени повысилась для диплоидных,
чем для гаплоидных штаммов при сравнении с
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радиочувствительностью клеток исходного роди-
тельского (дикого) штамма. Здесь ЛД90 – доза,
снижающая выживаемость клеток до 10%-ного
уровня. Действительно, мутантные гены приво-
дят лишь к небольшому увеличению чувствитель-
ности к действию редкоионизирующей радиации
гаплоидных клеток по сравнению с родительски-
ми клетками дикого типа. Эти отношения состав-
ляют 1.07, 1.14 и 1.33 для клеток с мутациями
rad51, rad52 и rad54. Напротив, эти же мутации в
гомозиготном состоянии приводили к значитель-
но большему увеличению радиочувствительности
диплоидных клеток. Соответствующие отноше-
ния равны 6.0, 3.7 и 10.4. Большее увеличение ра-
диочувствительности диплоидных клеток проис-
ходило в результате утраты их способности вос-
станавливаться от двунитевых разрывов ДНК в

основном из-за молекулярных дефектов в про-
цессе рекомбинации гомологичных хромосом [21].

ОБЭ α-частиц для выживаемости гаплоидных
дрожжевых клеток и радиочувствительных му-
тантов с экспоненциальными кривыми выживае-
мости количественно оценивали отношением
средних летальных доз  для излучений с низки-
ми и высокими ЛПЭ: ОБЭ = , где  –
среднелетальная доза, снижающая выживаемость
клеток в e = 2,71 раза (до 37%) после действия из-
лучения с низкой и высокой ЛПЭ. В отличие от
гаплоидных клеток, кривые выживания для ди-
плоидных клеток дикого типа были сигмоидны-
ми после воздействия как γ-квантов, так и α-ча-
стиц. При такой форме зависимости выживаемо-
сти от дозы ОБЭ оценивали отношением

0D
γ α0 0( )/ ( )D D 0D

Рис. 1. Радиобиологические реакции гаплоидных
(штамм S288C, RAD) и диплоидных (штамм XS800,
RAD/RAD) дрожжевых клеток S. cerevisiae дикого ти-
па: кривые выживания гаплоидных (А) и диплоидных
(Б) дрожжей и задержанное появление колоний (В)
гаплоидными (кривые 1, 2) и диплоидными (кри-
вые 3, 4) дрожжевыми клетками, подвергшимися воз-
действию γ-квантов 60Co (светлые кружки) и α-ча-
стиц 239Pu (темные кружки).
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Рис. 2. Радиобиологические реакции радиочувстви-
тельных мутантов гаплоидных (штамм g160/2d, rad52)
и диплоидных (штамм XS1898, rad52/rad52) дрожже-
вых клеток S. cerevisiae: кривые выживания гаплоид-
ных (А) и диплоидных (Б) дрожжей и задержанное
появление колоний (В) гаплоидными (кривые 1, 2) и
диплоидными (кривые 3, 4) дрожжевыми клетками,
подвергшимися воздействию γ-квантов 60Co (свет-
лые кружки) и α-частиц 239Pu (темные кружки).
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соответствующих значений  на экспоненци-
альных участках кривых выживаемости. Большая
эффективность плотноионизирующих излучений
в отношении индукции генетической нестабиль-
ности сообщалась во многих работах исследова-
телями с культивируемыми клетками млекопита-
ющих [22–25]. Однако использованное нами те-
стирование генетической нестабильности, в
отличие от исследованных показателей, изложен-
ных в этих публикациях, позволило нам количе-
ственно оценить значения ОБЭ отношением изо-
эффективных доз после воздействия γ-квантов и
α-частиц. Усредняя значения ОБЭ в диапазоне,
охватывающем все полученные показатели выра-
женности генетической нестабильности (от 20 до
70–80%), мы получили значения ОБЭ и для этого
отдаленного эффекта облучения.

Приведенные результаты (рис. 1, 2 и табл. 1)
показывают, что воздействие излучения с высо-
кими ЛПЭ было более эффективным не только в
отношении клеточной выживаемости, но и ин-
дукции нестабильности генома. Выявлено, что
для всех изученных штаммов дрожжей генетиче-
ская нестабильность была более выражена при
воздействии излучения с высокой ЛПЭ, чем эф-
фект, наблюдаемый при действии редкоионизи-
рующей радиации. Видно также, что значения
ОБЭ были близки друг к другу для обоих исполь-
зованных тестов, а наибольшие значения ОБЭ
(4.5–4.7) отмечены для диплоидных клеток дико-
го типа, тогда как для гаплоидных дрожжевых
клеток дикого типа и всех радиочувствительных
мутантов, независимо от их плоидности, значе-
ния ОБЭ случайно варьировали в пределах 1.6–
2.6 без какой-либо систематической закономер-
ности. В этой же таблице указаны максимальные
значения манифестации генетической неста-
бильности, достигающие 100% с ростом дозы для
всех диплоидных дрожжевых клеток независимо
от формы кривой выживания и способности кле-

0D ток к восстановлению, в то время как у гаплоид-
ных клеток этот эффект не превышал 20%.

Итак, мы пришли к выводу, что генетическая
нестабильность, определяемая по тесту задержки
формирования колоний выжившими после облу-
чения клетками, выражена в значительно боль-
шей степени для диплоидных клеток независимо
от формы кривой выживаемости и способности
клеток к восстановлению. Для того чтобы подтвер-
дить этот вывод, представляло интерес сравнить
генетическую нестабильность, индуцированную
УФ-излучением в гаплоидных и диплоидных клет-
ках дикого типа и УФ-чувствительного мутанта
(rad2/rad2), характеризующихся сигмоидными
формами кривых выживаемости.

На рис. 3 представлены зависимости от дозы
УФ-излучения выживаемости клеток (рис. 3, А) и
позднего формирования колоний (рис. 3, Б), об-
разованных выжившими после облучения гапло-
идными (кривая 1) и диплоидными (кривая 2)
дрожжевыми клетками дикого типа и УФ-чув-
ствительного мутанта (кривая 3). Данные рис. 3, Б
показывают, что с возрастанием дозы облучения
доля выживших диплоидных клеток, формирую-
щих колонии позже контроля, увеличивается и
практически достигает 100% для диплоидных
клеток дикого типа и УФ-чувствительного мутан-
та (кривые 2 и 3) независимо от их способности к
восстановлению. Генетическая нестабильность
гаплоидных дрожжевых клеток, также характери-
зующихся сигмоидной кривой выживаемости,
значительно менее выражена и составляет около
30% после радиационного воздействия. Эти дан-
ные также подтверждают сформулированный вы-
ше вывод, что генетическая нестабильность де-
терминируется главным образом плоидностью
клеток, а не формой кривых выживаемости и спо-
собностью клеток восстанавливаться от радиаци-
онных повреждений.

Таблица 1. Радиобиологические параметры гаплоидных и диплодных дрожжей S. cerevisiae различного генотипа

Примечание. I* – максимальная генетическая нестабильность, %.

Штамм Генотип I*
ОБЭ для 

выживаемости 
клеток

ОБЭ для 
генетической 

нестабильности

S288C RAD 30 – 2.1 ± 0.3 1.8 ± 0.2
XS800 RAD/RAD 100 – 4.5 ± 0.4 4.7 ± 0.3
XS774-4d rad51 20 1.07 2.1 ± 0.2 1.8 ± 0.1
XS806 rad51/rad51 100 6.00 2.5 ± 0.1 2.5 ± 0.3
g160/2d rad52 20 1.14 2.7 ± 0.3 2.0 ± 0.4
XS1898 rad52/rad52 100 3.7 2.7 ± 0.4 1.6 ± 0.2
g218/7c rad54 20 1.33 2.4 ± 0.1 2.0 ± 0.3
XS1879 rad54/rad54 100 10.4 1.8 ± 0.1 2.6 ± 0.3

90

90

ЛД (дикий)
ЛД (мутант)
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Приведенные данные показывают, что сте-
пень генетической нестабильности, определяе-
мая по задержке появления колоний клетками,
выжившими после воздействия излучений с раз-
личными ЛПЭ и УФ-светом, определяется, глав-
ным образом, плоидностью клеток. А именно,
как резистентные, так и радиочувствительные ди-
плоидные штаммы, независимо от формы кри-
вых выживания и способности клеток к восста-
новлению, демонстрируют значительную задерж-
ку появления клонов клетками, выжившими
после облучения (100%), в отличие от гаплоидных
штаммов (20–30%).

Очевидно, что после действия ионизирующего
излучения и УФ-света кривые выживаемости ди-
плоидных клеток имеют сигмоидную форму, и
они намного более устойчивы к действию иони-
зирующего излучения, чем гаплоидные клетки,
характеризующиеся экспоненциальной кривой
выживаемости. Это обусловлено способностью
диплоидных клеток дикого типа восстанавли-
ваться от двунитевых разрывов ДНК [19]. Спо-
собность гаплоидных клеток восстанавливать
двунитевые разрывы в настоящее время также из-
вестна благодаря открытию негомологичной ре-
парации [26], эффективность которой ниже, чем
восстановление за счет рекомбинации гомоло-
гичных хромосом. Однако отсюда нельзя сделать
вывод, что именно различная степень восстанов-
ления гаплоидных и диплоидных клеток детерми-
нирует различный эффект позднего формирования
колоний гаплоидными и диплоидными клетками,
поскольку и радио-, и УФ-чувствительные дипло-
идные штаммы, дефектные по репарации, демон-
стрировали такую же генетическую нестабиль-
ность, как и их исходные клетки дикого типа.

Возможным механизмом проявления задерж-
ки формирования колоний могут быть дефекты в

хромосомах (делеции, анеуплодия и пр.), кото-
рые в большей степени являются летальными для
гаплоидных, а не диплоидных клеток, и могут
приводить к задержке формирования колоний в
большей степени диплоидных клеток. Эти дефек-
ты могут сохраняться у отдаленных потомков вы-
живших после облучения клеток [8] и тем самым
вызывать дестабилизацию генома, что и проявля-
ется в задержанном образовании колоний после
облучения.
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Role of Recovery Processes in the Expression of Cell Genetic Instability

Е. S. Evstratova# and V. G. Petin
A. Tsyb Medical Radiological Research Center – branch of the National Medical Research Radiological Center 

of the Ministry of Health of the Russian Federation, Obninsk, Russia
# E-mail: ekevs7240@mail.ru

For yeast cells, it has been traditionally assumed that genetic instability estimated by the delay in the forma-
tion of colonies by irradiated cells is more pronounced for diploid yeast cells capable of recovery from radia-
tion damage and characterized by a sigmoid form of the dose-response curve. In contrast to this point of view,
the data of this paper exhibit a significant genetic instability for diploid cells not only of a wild type, but also
for radiosensitive mutant strains with exponential survival curves. Independence of genetic instability from
the shape of the survival curves and cell recovery ability was confirmed in this work after exposure of cells to
UV-light, γ-rays, and α-particles. It is concluded that the effect of late appearance of colonies of the yeast
cells surviving after exposure to various agents is ambiguously related to the shape of the survival curve and
the ability of cells to recover from radiation damage, but is uniquely determined by cell ploidy.

Keywords: genetic instability, yeast cells, ploidy, UV light, γ-rays, α-particles
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