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Проведен флуоресцентный и хроматографический анализ бисретиноидов из сетчатки и ретиналь-
ного пигментного эпителия глаз мышей до и после воздействия на них ускоренными протонами в
пике Брэгга. Показано, что в результате воздействия ионизирующего излучения в дозах 1–4 Гр про-
исходит сдвиг в коротковолновую область максимума спектра флуоресценции хлороформного экс-
тракта, полученного как из ретинального пигментного эпителия, так и из сетчаток. Хроматографи-
ческий анализ этих экстрактов показал изменение относительного содержания отдельных бисрети-
ноидов. Полученные спектральные и хроматографические данные свидетельствуют о том, что
воздействие на мышей ускоренными протонами в пике Брэгга в дозах 1–4 Гр приводит в тканях гла-
за к радиационному окислению бисретиноидов.
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Моделирование биологического действия
космических видов радиации на структуры мозга
и глаза, и оценка риска их повреждающего дей-
ствия [1], а также моделирование побочного эф-
фекта радиационной терапии опухолей мозга и
глаза [2, 3] являются важнейшими направления-
ми современной радиобиологии. В этой связи ис-
следование радиационного воздействия на сет-
чатку и ретинальный пигментный эпителий
(РПЭ) глаза представляет существенный интерес
для оценки рисков от космического излучения и
лучевой терапии на зрительную систему. Одно-
временно сетчатка и РПЭ глаза могут рассматри-
ваться в качестве удобной модели для изучения
последствий воздействия различных видов ради-
ации на организм в целом.

Весьма вероятно, что при радиационном воз-
действии (ускоренные протоны, γ-излучение, тя-
желые заряженные частицы) инициируется уско-
ренное старение структур глаза, а также вероятен
риск развития дегенеративных заболеваний сет-
чатки. Ярким примером повреждающего дей-
ствия тяжелых заряженных частиц на глаз служит

ускоренное развитие катаракты при исключи-
тельно малых дозах [4].

Характерным процессом и маркером старения
сетчатки и РПЭ глаза является накопление в
клетках РПЭ так называемого “пигмента старо-
сти” – липофусциновых гранул (ЛГ) [5]. Эти гра-
нулы образуются в клетках РПЭ в результате не-
полной лизосомальной деградации фагосом –
“обломков” наружных сегментов фоторецептор-
ных клеток [6]. Особенно интенсивно накопле-
ние ЛГ происходит при развитии дегенеративных
заболеваний сетчатки и РПЭ [7, 8].

ЛГ обладают двумя важными свойствами: во-
первых, они способствуют образованию при дей-
ствии света активных форм кислорода (АФК) [9,
10], что объясняет их фототоксичность, и, во-вто-
рых, ЛГ обладают выраженными флуоресцент-
ными свойствами, на которых основан современ-
ный неинвазивный метод диагностики дегенера-
тивных заболеваний – метод аутофлуоресценции
глазного дна [11].

Фототоксичность и флуоресцентные свойства
ЛГ обусловлены наличием в них конъюгатов пол-
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ностью-транс ретиналя, так называемых бисре-
тиноидов – бис-ретинилиденэтаноламина (А2Е)
и его производных [12, 13]. В течение жизни
бисретиноиды в составе ЛГ постоянно подверга-
ются воздействию света, что приводит к их фото-
окислению и фотодеградации, и они, как извест-
но, могут инициировать деструктивные процессы
в клетках РПЭ и сетчатки [14].

Как нами недавно было показано, относитель-
ное содержание продуктов фотоокисления и фо-
тодеградации бисретиноидов в составе ЛГ повы-
шается с возрастом и при патологии; при этом в
случае патологии наблюдается смещение макси-
мума спектра флуоресценции ЛГ в коротковол-
новую область [12, 15]. Можно думать, что и после
радиационного воздействия максимум спектра
флуоресценции ЛГ сместится. Такое предполо-
жение основано на известных в литературе экспе-
риментальных данных о том, что при действии
различных видов ионизирующего излучения в
клетках организма образуются АФК и развивает-
ся окислительный стресс, который может приве-
сти к гибели клетки [16–18]. Не исключено, что
АФК могут инициировать окисление бисретино-
идов как в фоторецепторных клетках, так и в
клетках РПЭ и в отсутствие света. Таким образом,
повышенное содержание продуктов окисления
бисретиноидов ЛГ может стать диагностическим
показателем окислительного стресса в клетках
РПЭ и сетчатки в результате воздействия ионизиру-
ющего излучения. Поэтому исследование каче-
ственного и количественного состава бисретинои-
дов ЛГ в клетках РПЭ и сетчатке глаза эксперимен-
тальных животных, подвергшихся радиационному
воздействию, может стать основой как для пони-
мания механизмов повреждающего действия ра-
диации на структуры глаза и диагностики такого
повреждающего действия, так и для оценки уров-
ня оксидативного стресса организма в целом при
действии на него космического излучения и
вследствие радиационной терапии опухолей.
Иными словами, ЛГ могут стать универсальными
маркерами оксидативного стресса в организме,
подвергшемся воздействию ионизирующего из-
лучения.

Целью данной работы было проведение флуо-
ресцентного и хроматографического анализа бис-
ретиноидов, выделенных из клеток РПЭ и сетчат-
ки глаза мыши до и после воздействия на нее
ионизирующего излучения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Для эксперимента были использованы самцы
мышей, гибриды первого поколения от скрещи-
вания C57BL и CBA, возраст 6 мес, средняя масса
31 г.

Мыши были подвергнуты облучению ускорен-
ных протонов на медицинском пучке фазотрона
Объединенного института ядерных исследований
(г. Дубна). Средняя энергия протонов на входе в
кабину перед замедлителем составляла 170 МэВ.
Энергия частиц в кабине была определена по
пробегу пучка в воде (R = 200 мм воды). Измере-
ния проводили полупроводниковым кремние-
вым детектором. Среднее значение ЛПЭ на входе
пучка составляло 0.49 кэВ/мкм. Дозиметрическая
калибровка пучка в каждой точке глубинного до-
зового распределения проводилась ионизацион-
ной камерой ТМ30013 клинического дозиметра
PTW UNIDOS-E. Облучение животных проводи-
ли в пике Брэгга в дозах 1, 2, 3 и 4 Гр при толщине
дополнительного замедлителя, равной 190 мм.
Мощность дозы на входе пучка без дополнительно-
го замедлителя составляла 1 Гр/мин, мощность до-
зы в точке облучения на тело мыши (90% от уровня
дозы в пике Брэгга) составляла 1.42 Гр/мин.

Животных облучали в специальных индивиду-
альных фиксаторах для удерживания мышей в не-
подвижном состоянии (по четыре особи одновре-
менно). Фиксаторы имели цилиндрическую фор-
му с двумя подвижными ограничителями с обеих
сторон. Фиксаторы были изготовлены из про-
зрачного акрилового пластика (оргстекло), раз-
мером 90 × 30 × 26 (мм).

Через сутки после облучения был произведен
забой животных методом цервикальной дислока-
ции, с последующим изъятием глаз, из которых за-
тем извлекали отдельно сетчатку и РПЭ. Экстракт
флуорофоров из сетчатки и клеток РПЭ получали
по методу Фолча смесью хлороформ–метанол
(1 : 1) [19]. Спектры флуоресценции суспензии
РПЭ регистрировали на спектрофлуориметре Shi-
madzu RF-5301PC (“Shimadzu”, Япония). Анализ
флуорофоров (бисретиноидов) в хлороформных
экстрактах РПЭ и сетчаток из глаз мышей прово-
дили методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ВЭЖХ) на хроматографе фирмы
“Knauer” (Германия) с колонкой “Диасфер 120
С18” (4 × 250 мм, размер сорбента 5 мкм). Разде-
ление проводили путем линейного градиентного
элюирования [12]. В качестве контроля использо-
вали А2Е, синтезированный согласно методу,
описанному в работе [20], а также стандарт пол-
ностью-транс ретиналя (ПТР) фирмы Sigma-Al-
drich. Значения достоверности различия между
группами (р) были посчитаны с использованием
критерия Стьюдента.

Все эксперименты проводились в соответ-
ствии с “Правилами проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных” (При-
каз МЗ СССР № 755 от 12.08.1977 г.) и “Междуна-
родными рекомендациями по проведению
биомедицинских исследований с использовани-
ем животных” Советом международных меди-
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цинских научных организаций (CIOMS), Жене-
ва, 1995 г.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Флуоресцентный анализ хлороформных экстрактов 

РПЭ и сетчаток из глаз мышей
На рис. 1 представлены спектры флуоресцен-

ции хлороформных экстрактов РПЭ (А) и сетча-
ток из глаз мышей (Б), полученных на следую-
щий день после воздействия на животных иони-
зирующим излучением в дозах 1–4 Гр.

Из рис. 1, А видно, что при увеличении дозы
ионизирующего облучения максимумы спектров
флуоресценции хлороформного экстракта из
РПЭ постепенно сдвигаются в коротковолновую
область на ~10 нм. Аналогичная картина наблю-
дается и в случае флуоресцентного анализа хло-
роформного экстракта сетчаток из глаз мышей
(рис. 1, Б). Этот сдвиг также составил примерно
10 нм. Следует отметить, что при дозе в 1 Гр в обо-
их случаях наблюдается небольшое увеличение
интенсивности флуоресценции, а при дальней-
шем увеличении дозы можно отметить заметное
уменьшение интенсивности флуоресценции. Эти
изменения флуоресцентных свойств экстрактов
РПЭ и сетчаток указывают на то, что воздействие
ионизирующего излучения на мышей приводит,
по всей видимости, как к качественному, так и
количественному изменению состава флуорофо-
ров в клетках РПЭ и сетчатки глаза мыши.

Результаты флуоресцентного анализа хлоро-
формных экстрактов РПЭ и сетчатки из глаз мы-
шей, подвергшихся действию ускоренных прото-
нов, позволяют проводить аналогию с результата-
ми флуоресцентного анализа хлороформных
экстрактов ЛГ из клеток РПЭ человека [12, 21].
Ранее нами было показано, что при облучении
видимым светом этих экстрактов происходит фо-

тоокисление и фотодеградация бисретиноидов,
что в свою очередь приводит к коротковолновому
сдвигу спектра флуоресценции. В этом экспери-
менте сами бисретиноиды ЛГ являются источни-
ком АФК [9, 10]. Можно предположить, что и в
случае ионизирующего излучения АФК также
могут окислять бисретиноиды, но уже в отсут-
ствие света. Известно, что ионизирующее излуче-
ние повышает внутриклеточный уровень АФК за
счет дисфункции митохондрий [16–18].

ВЭЖХ-анализ хлороформных экстрактов РПЭ
и сетчаток из глаз мышей

На рис. 2 представлены примеры ВЭЖХ-ана-
лиза хлороформных экстрактов из РПЭ (А) и сет-
чаток из глаз мышей (Б) до и после воздействия
ускоренными протонами. Вещества на хромато-
грамме: пики 1, 2 – окисленные формы А2Е [12];
пик 3 – полностью-транс ретиналь; пик 4 – А2Е [20];
пик 5 – продукты модификации А2Е [13, 22, 23].

В образцах хлороформных экстрактов РПЭ
(рис. 2, А, контроль) изначально присутствует
А2Е, как и у человека, но в гораздо меньших ко-
личествах, что согласуется с литературными дан-
ными [24]. При воздействии ионизирующего из-
лучения с увеличением дозы происходит сниже-
ние содержания А2Е и ПТР. Также наблюдается
снижение относительного содержания веществ
из группы пиков 1. Относительное содержание
веществ, определяющихся пиком 2, а также груп-
пой пиков 5, увеличивается (таблица 1). Другими
словами, по-видимому, ионизирующее излуче-
ние приводит к окислению и/или модификации
АТР, А2Е и других бисретиноидов.

В образцах хлороформных экстрактов сетча-
ток (рис. 2, Б) можно отметить высокий уровень
изначального содержания ПТР (в отличие от
РПЭ), а также присутствует А2Е, что согласуется
с литературными данными [24]. При действии

Рис. 1. Спектры флуоресценции хлороформных экстрактов РПЭ (А) и сетчаток (Б) из глаз мышей до и после воздей-
ствия ускоренными протонами в пике Брэгга в дозах 1–4 Гр: 1 – контроль, 2 – 1 Гр, 3 – 2 Гр, 4 – 3 Гр, 5 – 4 Гр. Воз-
буждение флуоресценции длиной волны – 488 нм.
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ионизирующего излучения относительное содер-
жание ПТР в сетчатке, как и в РПЭ, падает (таб-
лица 1). Но есть и отличия. В сетчатке, в отличие
от РПЭ, нарастает относительное содержание

А2Е и веществ группы пиков 1 и 2. А содержание
веществ группы пиков 5, наоборот, уменьшается.
Можно предположить, что высвобождающийся в
больших количествах ПТР, являющийся хромо-

Рис. 2. Характерные хроматограммы хлороформного экстракта из клеток РПЭ (А) и сетчаток (Б) глаз мышей до и по-
сле воздействия ускоренными протонами. Контроль – верхняя часть рисунка; воздействие ускоренными протонами
в пике Брэгга в дозе 2 (для сетчатки) и 4 (для РПЭ) Гр – нижняя часть рисунка. Детектирование на длине волны –
430 нм.
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Таблица 1. Относительное содержание различных бисретиноидов и их производных в хлороформном экстракте РПЭ
и сетчаток из глаз мышей до и после воздействия на них ускоренными протонами в пике Брэгга (ВЭЖХ анализ)

* Номер пика соответствует номеру пика на хроматограммах рис. 2. р ≤ 0.01. M ± m, n = 3.

№ пика*
Контроль 1 Гр 2 Гр 3 Гр 4 Гр

%

Хлороформный экстракт РПЭ
1 33.4 ± 2.7 33.7 ± 2.6 23.1 ± 1.9 27.4 ± 1.5 24.4 ± 2.5
2 28.1 ± 2.1 50.7 ± 3.7 52.1 ± 4.3 48.1 ± 2.9 40.1 ± 3.1

3-ПТР 14.6 ± 1.7 2.3 ± 0.9 1.4 ± 0.3 1.5 ± 0.5 5.5 ± 1.2
4-А2Е 13.0 ± 1.9 4.1 ± 0.8 4.3 ± 0.5 3.1 ± 0.7 4.1 ± 1.0

5 10.9 ± 0.9 9.2 ± 1.3 19.1 ± 2.1 19.9 ± 1.6 25.9 ± 2.6
Хлороформный экстракт сетчаток

1 23.9 ± 5.1 25.0 ± 1.5 46.2 ± 4.2 36.4 ± 1.5 38.9 ± 2.3
2 10.4 ± 1.2 10.1 ± 0.2 10.9 ± 1.5 12.2 ± 1.0 13.2 ± 1.4

3-ПТР 33.5 ± 3.2 31.2 ± 2.5 23.3 ± 3.2 20.1 ± 2.1 19.3 ± 1.8
4-А2Е 4.3 ± 0.8 7.4 ± 0.7 6.1 ± 1.1 13.2 ± 0.9 9.3 ± 1.1

5 27.9 ± 2.4 26.3 ± 1.2 13.5 ± 1.7 18.1 ± 1.1 19.3 ± 2.0
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фором родопсина, активно взаимодействует с
фосфатидилэтаноламином, входящим в состав
фоторецепторной мембраны, а затем модифици-
руется в форму А2Е [25].

Таким образом, ВЭЖХ-анализ хлороформных
экстрактов РПЭ и сетчаток из глаз мышей выявил
изменения в количественном и качественном со-
ставе бисретиноидов и их производных в резуль-
тате воздействия ускоренных протонов на живот-
ных.

ОБСУЖДЕНИЕ

Флуоресцентный и ВЭЖХ анализ показал, что
воздействие ионизирующего излучения на РПЭ и
сетчатку глаза мыши приводит к изменению ко-
личественного и качественного содержания бис-
ретиноидов и их производных в ЛГ РПЭ и фото-
рецепторных клетках сетчатки. Эти изменения
аналогичны процессам фотоокисления и фотоде-
градации бисретиноидов и их производных, на-
блюдаемых в РПЭ глаза человека [12, 21]. Можно
предположить, что происходит окисление бисре-
тиноидов и их производных в результате действия
излучения как на сами ЛГ гранулы и фоторецеп-
торные клетки сетчатки, так и на митохондрии
[16–18] и другие органеллы в клетках РПЭ и сет-
чатки.

Таким образом, радиационно-индуцирован-
ные изменения флуоресцентных свойств ЛГ мо-
гут стать маркером оксидативного стресса как в
структурах глаза, так и организма в целом. Для
обнаружения таких радиационно-индуцирован-
ных изменений можно использовать современ-
ный неинвазивный метод диагностики в офталь-
мологии – метод аутофлуоресценции глазного
дна, поскольку основной вклад в такую аутофлу-
оресценцию вносят ЛГ. Для регистрации и коли-
чественной оценки повышенного содержания
окисленных форм бисретиноидов и их производ-
ных нами предложена модификация метода и са-
мого прибора, измеряющего такую аутофлуорес-
ценцию глазного дна [15, 26, 27].
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Changes in the Composition and Fluorescent Properties of Bisretinoids 
in the Retina and Retinal Pigment Epithelium of the Mouse Eye by the Action 

of Ionizing Radiation
M. A. Yakovlevaa,#, K. N. Lyakhovab, D. M. Utinab, U. V. Vinogradovab, I. A. Kolesnikovab,

T. B. Feldmana,c, and M. A. Ostrovskya,b,c

a Emanuel Institute of Biochemical Physics Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
b Laboratory of Radiation Biology, Joint Institute for Nuclear Research, Dubna, Moscow region, Russia

c Department of Molecular Physiology, Biological Faculty Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
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Fluorescence and chromatographic analysis of bisretinoids from the retina and retinal pigment epithelium of
mouse eyes was carried out before and after exposure to accelerated protons in the Bragg peak. It is shown
that the action of ionizing radiation at the doses of 1–4 Gy leads to a shift in the short-wave region of the ma-
ximum of the f luorescence spectrum in the chloroform extract obtained from both the retinal pigment epi-
thelium and the retina. Chromatographic analysis of these extracts has shown a change in the relative content
of individual bisretinoids. The obtained spectral and chromatographic data indicate that exposure of the mice
to accelerated protons in the Bragg peak at the doses of 1–4 Gy leads to the radiation oxidation of bisretinoids
in the eye tissues.

Keywords: ionizing radiation, eye, retina, retinal pigment epithelium, bisretinoids
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