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Радиопротектор индралин (препарат Б-190) при внутрижелудочном введении за 15 мин до облуче-
ния аутбредных мышей ICR (CD-1) SPF-категории рентгеновским излучением в дозах 6 Гр
(СД-10/30), 6.5 и 7 Гр (СД-100/30) повышает 30-суточную выживаемость животных, благоприятно
влияет на состояние центральных органов иммунитета и гемопоэза, а также содержание лейкоцитов
периферической крови. Кроме того, отмечено позитивное влияние на поведенческие реакции об-
лученных животных и силу поперечнополосатой мускулатуры. Помимо перечисленных вторичных
признаков благоприятного действия индралина, отмечено существенное снижение в клетках селе-
зенки количества радиационно-индуцированных повреждений ДНК, регистрируемых проточно-
цитометрическим анализом фосфорилированного гистона Н2АХ (γН2АХ) (1 ч и 8 сут после облуче-
ния) и методом ДНК-комет (8 сут после облучения). Указанные тесты рекомендуются для исполь-
зования в экспериментах по изучению влияния противолучевых средств на процессы образования
и репарации повреждений ДНК в облученном организме, а также в первичном отборе потенциаль-
ных радиопротекторов и оценке уровня их эффективности в клинике и эксперименте.
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Расшифровка механизмов противолучевого
действия радиопротекторов различных классов
является одной из главных задач радиационной
фармакологии, так как на этой основе возможно
как развитие наших представлений о фундамен-
тальных основах радиационных поражений, так и
решение прикладной задачи по оптимизации меди-
цинского применения радиопротекторов. В каче-
стве модельного радиопротектора нами выбран ин-
дралин – α1-адреномиметик прямого действия
[1–3] – наиболее эффективный и наиболее изучен-
ный препарат, разрешенный для применения у
человека. Наш выбор обоснован также тем, что
имеются данные о некоторых молекулярных ме-
ханизмах реализации противолучевого действия
этого препарата. В частности, установлено, что
под воздействием индралина в органах кроветво-
рения – костном мозге и селезенке – происходит

активация рибонуклеотид-редуктазы, катализи-
рующей включение рибонуклеозид-5-дифосфата
в молекулу ДНК через синтез дезоксирибонук-
леозидтрифосфата [4–6]. Однако до сих пор не
ясно, как влияет индралин на процессы репара-
ции повреждений ДНК после облучения. Особый
интерес представляет репарация таких критиче-
ских повреждений ДНК как двунитевые разрывы
(ДР ДНК). Известно, что ДР ДНК являются ос-
новным триггером, запускающим процессы кле-
точного отклика на воздействие ионизирующего
излучения [7–9]. В последние годы начали стре-
мительно развиваться высокочувствительные ме-
тоды косвенной оценки изменений количества
ДР в живых клетках, основанные на иммунофлу-
оресцентном анализе белков, участвующих в ре-
парации ДР в ДНК. Наибольшее развитие полу-
чил иммунофлуоресцентный анализ фокусов
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фосфорилированного корового гистона Н2АХ
(γН2АХ), который считается самым чувствитель-
ным методом анализа ДР ДНК [10–13]. В настоя-
щее время имеются примеры использования ана-
лиза γН2АХ в качестве патогенетического крите-
рия при оценке противолучевых препаратов [14–17].

Цель нашей работы – изучение влияния индра-
лина (препарата Б-190) на эффективность репара-
ции радиационно-индуцированных повреждений
ДНК in vivo в сопоставлении с традиционными ра-
диобиологическими методами регистрации по-
вреждающего действия радиации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА
Исследования проведены на 110 аутбредных

мышах самцах и самках ICR (CD-1) SPF-катего-
рии, с исходной массой тела у самок 20–27 г, у
самцов 27–33 г. Животные находились в условиях
конвенционального вивария в вентилируемом
помещении с автоматизированной системой ре-
гулирования светового режима: 12 ч день и 12 ч
ночь, при температуре 22–24°С. В зависимости от
вида эксперимента мышей содержали по шесть,
семь или 10 особей в стандартных клетках, в кото-
рых мыши имели свободный доступ к брикетиро-
ванному корму и деионизированной воде. Для
опытов отбирали только клинически здоровые
особи. Группы формировали случайным выбо-
ром из равнозначных по массе животных.

Облучение. Однократное кратковременное од-
ностороннее тотальное облучение мышей осу-
ществляли на рентгеновской биологической уста-
новке РУБ РУСТ-М1 при напряжении 200 кВ, ток
пучка 2 × 2.5 мА, фильтр алюминиевый 1.5 мм.
Мощность дозы в контейнере с мышами
0.85 Гр/мин ±10%. Дозы облучения 6.0 (СД-10/30),
6.5 и 7 Гр (СД-100/30). С целью достижения макси-
мально одинакового лучевого воздействия живот-
ных облучали по шесть особей в центре поля.

В качестве радиопротектора использовали
препарат Б-190 (индралин) в лекарственной фор-
ме – таблетки по 150 мг. Предварительно таблетку
растирали в ступке и растворяли в кипяченой во-
де. Препарат вводили внутрижелудочно в дозе
150 мг/кг в объеме 0.5 мл за 15 мин до облучения.
Контрольные животные получали кипяченую во-
ду в том же объеме.

Для оценки радиобиологического эффекта ис-
пользовали ряд показателей.

Выживаемость животных за 30 суток наблюдения
Динамику биомассы группы животных опре-

деляли путем взвешивания группы животных на
электронных весах с ценой деления 1 г.

Поведенческий статус. Изменения в поведе-
нии животных определяли с помощью теста “От-
крытое поле”, который позволяет оценить иссле-

довательские реакции в новой среде, общую дви-
гательную активность и тревожность у грызунов.
Использовали установку “Открытое поле”
(“Open Space“) белого фона с диаметром арены
63 см, разделенную на 18 секторов, центральную
зону и 13 круглых отверстий в полу. Мышь поме-
щали в центр установки. Наблюдение проводили
в течение 3 мин. Ориентировочно-исследова-
тельские реакции (ОИР) оценивали по показате-
лям количества заходов в сектора, центр, загля-
дывание в норки (круглое отверстие пола камеры
диметром 1.0 см), стойки с упором и без упора.
К эмоциональному статусу (ЭС) животных отно-
сятся груминг, замирания и движения на месте.

Силу захвата передних конечностей, характе-
ризующую состояние поперечнополосатой му-
скулатуры, определяли с помощью методики
оценки физической работоспособности статиче-
ского вида [18].

Иммуногематологические показатели

Массу тимуса и селезенки определяли на ана-
литических весах с ценой деления 0.1 мг. Подсчет
числа лейкоцитов в периферической крови и уро-
вень ядросодержащих клеток в костном мозге
бедренной кости проводили общепринятыми ме-
тодами [19] в камере Горяева.

Суспензию клеток селезенки в фосфатно-со-
левом буфере, содержащем 10 ммоль/л фосфат-
ный буфер, pH 7.4, 0.14 моль/л NaCl, 2.7 ммоль/л
KCl с 3 ммоль/л NaN3, и охлажденном до 4°С,
фильтровали через нейлоновую сетку. Концен-
трацию клеток подсчитывали в камере Горяева.

Определение уровня радиационно-индуциро-
ванных повреждений ДНК в клетках селезенки
проводили методом ДНК-комет в щелочных
условиях [20–22], а также путем проточно-цито-
метрического анализа гистона γН2АХ [11, 16, 17].

Для окраски ДНК-комет использовали йоди-
стый пропидий (Invitrogen). Визуализацию ДНК-
комет осуществляли на люминесцентном микро-
скопе Nikon Eclipse Ni-U (NIKON, Япония) с ис-
пользованием системы визуализации микрофо-
тоизображений “ProgRes MFcool/CapturePro
2.8.8” (Jenoptik AG, Германия). На каждом слайде
регистрировали по 100 комет. Обрабатывали по
три слайда от каждого животного. Для анализа и
обработки микрофотоизображений ДНК-комет
использовали программу СASP 1.2.2 (СASPlab).
В качестве критерия поврежденности ДНК ис-
пользовали процент ДНК в хвосте кометы.

Для проточно-цитометрического определения
γH2AX позитивных клеток использовали набор
“anti-phospho-Histone H2AX” (Millipore Corp.).
Все манипуляции выполняли согласно прилага-
ющемуся к набору протоколу. Анализ проводили
на проточном цитометре BD FACSCalibur (CША)
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со скоростью 200 кл./с. В каждом образце анали-
зировали не менее 100 тыс. клеток.

Статистический анализ полученных результа-
тов проведен с помощью общепринятых методов
вариационной статистики (критерия Стьюдента)
и критерия χ2 (для оценки выживаемости и био-
массы) с использованием пакета Statistica7.0
(StatSoft).

Эксперименты выполнены в соответствии с
“Правилами проведения работ с использованием
экспериментальных животных” (приказ МЗ
СССР № 755 от 12.08.1977 г.) и “Международны-
ми рекомендациями по проведению биомеди-
цинских исследований с использованием живот-
ных” Совета международных медицинских науч-
ных организаций (CIOMS), Женева, 1985 г.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Данные о радиозащитном действии препарата
Б-190 в конкретных экспериментах, полученные
с использованием традиционных методов, пред-
ставлены в табл. 1 и 2. Необходимо отметить, что
в опытных группах животных, облученных в дозе
6.5 Гр, погибло по одному животному из 10. При
этом одно животное пало сразу после введения
препарата, а другое в течение первых суток. Эти
животные были в дальнейшем исключены из ста-
тистической обработки. Как видно в табл. 1, в
эксперименте на мышах, облученных в абсолют-
но летальной дозе 7 Гр, препарат Б-190 обеспечил
в трех опытах из четырех стабильный, хотя и не-

высокий, радиозащитный эффект на уровне 22–
30% при полной гибели контрольных облученных
животных за 30 сут наблюдения. По сумме всех
опытов противолучевой эффект Б-190 оказался
статистически значим. Б-190 способствовал так-
же увеличению на 1.7–3.4 сут средней продолжи-
тельности жизни павших животных по сравне-
нию с контролем. Эти результаты подкрепляет и
другой показатель – уровень биомассы группы
мышей, выживших к 7-м сут после облучения
(самцы) и к 5-м сут после облучения (самки).
Во всех четырех экспериментах биомасса групп
животных, защищенных Б-190, существенно пре-
вышала таковую у контрольных облученных жи-
вотных, по ряду позиций статистически значимо.
Показатель средней массы оказался менее ин-
формативен.

Данные о физиологическом статусе мышей,
облученных в дозе 6 Гр, суммированы в табл. 2.
Наиболее демонстративными оказались резуль-
таты, полученные в опытах на мышах-самцах.
Как видно в табл. 2, по семи из восьми использо-
ванных показателей жизненный статус мышей
самцов, защищенных препаратом Б-190, оказал-
ся лучше, чем у контрольных облученных живот-
ных. У защищенных животных отмечена лучшая
сохранность массы тела, массы тимуса и селезен-
ки, числа клеток в костном мозге и лейкоцитов в
периферической крови, силы поперечнополоса-
той мускулатуры и показателей деятельности
ЦНС, включая ОИР. Однако в силу малого числа
животных в группе (по шесть мышей) эти тради-

Таблица 1. Интегральные показатели радиозащитного действия препарата Б-190 в опытах на мышах ICR (CD-1)

* М – средняя арифметическая, г; ** в скобках число животных; *** статистически значимое различие по отношению к группе
облученного контроля по критерию χ2, р < 0.05.
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Самцы 6.5 опыт 9 22 (2) 290 (9)** 32.2 ± 1.9 232(8)***, ** 29 ± 2.3

контроль 10 0 (0) 328 (10)** 32.8 ± 2.1 125(5)** 25 ± 1.8
7.0 опыт 10 30 (3) 313 (10)** 31.3 ± 1.7 228(8)***, ** 28.5 ± 1.3

контроль 10 0 (0) 326 (10)** 32.6 ± 1.8 114(4)** 28.5 ± 1.9
Самки 6.5 опыт 9 22 (2) 229 (9)** 25.4 ± 1.6 222 (9)** 24.7 ± 2.4

контроль 10 0 (0) 233 (10)** 23.3 ± 1.4 187 (9)** 20.8 ± 1.9
7.0 опыт 10 0 (0) 265 (10)** 26.5 ± 1.8 238 (10)**, *** 23.8 ± 1.8

контроль 10 0 (0) 256 (10)** 25.6 ± 1.5 195 (9)** 21.7 ± 1.9
Итого 6.5–7.0 опыт 38 18 (7)***

контроль 40 0 (0)
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ционные показатели в большинстве случаев не
достигли статистической значимости.

Менее выразительный результат получен в
опыте на мышах-самках. Позитивный эффект
препарата Б-190 отмечен только по четырем по-
казателям из восьми использованных, при этом
зарегистрирован статистически значимый эф-
фект по массе селезенки.

Таким образом, следует отметить, что в опытах
на мышах, облученных в летальных дозах, ис-
пользование препарата Б-190 путем внутрижелу-
дочного введения в дозе 150 мг/кг за 15 мин до об-
лучения обеспечивает отчетливый противолуче-
вой эффект, регистрируемый традиционными
радиобиологическими методами, рекомендован-
ными в большинстве руководств по доклиниче-
скому изучению противолучевых средств, включая
тесты на выживаемость, массу тела, состояние
центральных органов иммунитета и кроветворе-
ния, уровень лейкоцитов в периферической кро-
ви и показатели состояния ЦНС. Опыты на мы-
шах самцах дали более однозначный результат в
сравнении с экспериментами на самках.

Результаты изучения влияния препарата Б-190
на поврежденность ДНК облученных мышей
приведены на рис. 1, 2 и 3.

На рис. 1, А видно, что через 1 ч после облуче-
ния у облученных самок отмечалось статистиче-
ски значимое (р < 0.001) увеличение доли γН2АХ
позитивных клеток селезенки. При этом введе-
ние препарата Б-190 значимо уменьшало гено-
токсический эффект облучения. Сходные резуль-

таты были получены и для самцов (рис. 1, Б). Од-
нако в этом случае статистически значимой
защиты от генотоксического действия рентгенов-
ского излучения не было отмечено. По всей види-
мости, это обусловлено существенной индивиду-
альной вариабельностью радиочувствительности
у самцов мышей линии ICR (CD-1), что хорошо
видно по довольно большим ошибкам среднего
арифметического доли γН2АХ позитивных кле-
ток в группах облученных мышей (рис. 1, Б).

На втором этапе работы был исследован тот же
показатель, но через 8 сут после облучения в дозе
6 Гр. В этом случае доля γН2АХ позитивных кле-
ток отражает вторичные пострадиационные про-
цессы: гибель клеток по механизму апоптоза и
компенсаторную пролиферацию. Образование
ДР ДНК происходит преимущественно во время
апоптотической межнуклеосомной деградации
ДНК [23] и при коллапсе репликативных вилок
[24]. В разгар лучевого поражения – через 8 сут
после облучения как у самок (рис. 2, А), так и у
самцов (рис. 2, Б) мышей СD-1 в дозе 6 Гр в груп-
пах, защищенных препаратом Б-190, по показа-
телям γН2АХ позитивных клеток в селезенке от-
мечался статистически значимый на малом числе
животных противолучевой эффект препарата.
Следует отметить, что при использовании тради-
ционных иммунологических показателей радио-
биологического эффекта (табл. 2) статистически
значимый результат отмечен только в опыте на
самках по массе селезенки.

Дополнительно через 8 сут после облучения в
дозе 6 Гр была исследована индукция одноните-

Таблица 2. Показатели жизненного статуса мышей ICR (CD-1) на 8-е сутки после рентгеновского облучения
в дозе 6 Гр (M ± m)

* Статистически значимая разница с группой “2”, t = 2.5.
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Самцы
1. Мыши, защи-
щенные Б-190

39.4 ± 1.2 39.2 ± 2.7 40.8 ± 3.7 9 ± 0.6 0.5 ± 0.08 178 ± 26.7 111.4 ± 29.3 3 ± 1.1

2. Контроль 
облучения

37 ± 1.7 30.7 ± 5.2 39.8 ± 1.9 7.7 ± 0.8 0.4 ± 0.05 138 ± 16.4 89 ± 14.9 3 ± 0.6

3. Необлученный 
биоконтроль

42.3 ± 1 51.3 ± 4 128.3 ± 8 27.5 ± 0.7 4 ± 0.4 164.2 ± 5.8 128 ± 21.6 2.7 ± 0.7

Самки
1. Мыши, защи-
щенные Б-190

31.5 ± 1.1 35.5 ± 3.5 70.5 ± 20.5* 7.7 ± 0.3 0.5 ± 0.04 123.2 ± 12.1 118.2 ± 25.7 2.8 ± 1.2

2. Контроль 
облучения

31.2 ± 1 37 ± 2.8 31.5 ± 2.2 7.9 ± 0.5 0.4 ± 0.02 125 ± 15.6 106.7 ± 21.5 5 ± 1

3. Необлученный 
биоконтроль

37.3 ± 2.4 55.3 ± 13.8 162 ± 17.2 25.2 ± 3.4 2.4 ± 0.3 183.7 ± 22.3 139.3 ± 23.8 0.3 ± 0.3
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вых разрывов и щелочно-лабильных сайтов (ОР и
ЩЛС) в спленоцитах мышей с помощью метода
ДНК-комет в щелочных условиях. В пострадиа-
ционный период эти повреждения ДНК образу-
ются преимущественно в результате атак свобод-
ных радикалов на ДНК (оксидативный стресс),
напряжения пролиферативных процессов и кле-
точной гибели [20].

Результаты, полученные с помощью метода
ДНК-комет, в целом подтверждают данные анализа
γН2АХ позитивных клеток. Статистически значимое
радиозащитное действие отмечалось в группе самок
мышей, получивших препарат Б-190 (рис. 3, А).

Таким образом, с помощью молекулярных ме-
тодов, таких как анализ γН2АХ позитивных кле-
ток и метод ДНК комет как в ближайший к облу-
чению срок (1 ч), так и в острый период развития
лучевого поражения (на 8-е сут после облучения),
на статистически малом экспериментальном ма-
териале (по шесть мышей в группе) получен ста-
тистически значимый результат, демонстрирую-
щий противолучевое действие индралина (препа-
рата Б-190), использованного в лекарственной
форме при внутрижелудочном введении.

ОБСУЖДЕНИЕ
При обсуждении полученных данных, на наш

взгляд, необходимо затронуть несколько вопро-

сов, в числе которых запуск репарации радиаци-
онно-индуцированных повреждений ДНК в
условиях использования радиопротектора индра-
лина и место молекулярных методов оценки эф-
фективности репарации ДР ДНК в решении при-
кладных вопросов радиобиологии.

По первому вопросу следует отметить, что в
эксперименте использован индралин – препарат,
являющийся мощным прессорным средством ва-
зотонического механизма действия. В основе
фармакологического эффекта индралина в облу-
ченном организме лежит ограничение региональ-
ного кровотока [25]. По мнению разработчиков
препарата [4], индралин повышает в клетках син-
тез ДНК, белков, активирует регулируемую экс-
траклеточными сигналами киназу (ERKS), сти-
мулирует пролиферацию и дифференцировку
клеток. Активация этих процессов под действием
индралина [4–6] отмечается через 30 мин после
введения препарата и остается повышенной в те-
чение 3 сут. Активация рибонуклеотидредуктазы
под действием индралина может играть важную
роль в реализации противолучевых свойств ра-
диопротектора [5, 6].

По второму вопросу следует отметить, что ис-
пользованные в работе методы оценки уровня ДР
ДНК в облученном организме позволяют в ран-
ний срок, уже через 1 ч после воздействия радиа-
ции, оценить степень повреждения ДНК и спо-

Рис. 1. Влияние препарата Б-190 на долю γН2АХ по-
зитивных клеток селезенки самок (А) и самцов (Б)
мышей СD-1 через 1 ч после облучения в дозе 6 Гр.
*** p < 0.001 – статистически значимое различие по
отношению к группе необлученного контроля по
t-критерию Стьюдента.
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Рис. 2. Влияние препарата Б-190 на долю γН2АХ по-
зитивных клеток селезенки самок (А) и самцов (Б)
мышей СD-1 через 8 сут после облучения в дозе 6 Гр.
* p < 0.05 и ** p < 0.01 – статистически значимые раз-
личия по отношению к группе необлученного кон-
троля по t-критерию Стьюдента.
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БУШМАНОВ и др.

собность радиопротектора снизить выход ДР
ДНК. Таким образом, можно сделать предвари-
тельное заключение о наличии радиозащитного
эффекта у исследуемого препарата. В дальней-
шем эти данные в развернутом эксперименте поз-
волят оценить уровень фактора изменения дозы
(ФИД). ДР ДНК в облученном организме сохраня-
ются и в период разгара лучевой болезни – след по-
зитивного действия радиопротектора сохраняется,
что может быть полезным для клинициста при со-
ставлении прогноза исхода лучевого поражения.

На наш взгляд, практический интерес пред-
ставляет исследование потенциальных противолу-
чевых фармакологических препаратов на предмет
их влияния на выход ДР ДНК, в системе доклини-
ческого изучения биологически активных веществ.

Безусловно, следует рассмотреть возможность
использования тестов на ДР ДНК при скрининге
радиопротекторов, поскольку опыты на животных
ограничиваются по биоэтическим нормам, а как
нами показано в данной работе, для получения ста-
тистически значимого результата традиционными
радиобиологическими методиками требуется
большее число животных, чем в случае примене-
ния молекулярных методов регистрации ДР ДНК.

Вполне вероятным представляется польза мо-
лекулярных методов при оценке не только радио-

протекторов, но и других противолучевых
средств, включая лечебные препараты различных
классов – от цитокинов до витаминов и биологи-
чески активных добавок.

Требуют своего изучения и такие вопросы как
оценка состояния репарационных процессов в
ходе лучевой терапии онкологических заболева-
ний, как в системе иммунитета и кроветворения,
так и в опухолевых клетках, включая лимфопро-
лиферативные заболевания.
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Intragastric administration of radioprotector indralin (drug B-190) to outbred ICR (CD-1) mice 15 minutes
before X-ray irradiation at doses of 6 Gy (LD-10/30), 6.5 and 7 Gy (LD-100/30) increases the 30-day sur-
vival of the animals, positively affects the state of the central organs of immunity and hematopoiesis, as well
as the number of peripheral blood leukocytes. In addition, a positive effect on the behavioral reactions of the
irradiated animals and striated muscle strength was noted. In addition to these secondary features of the pos-
itive effect of indralin, a significant reduction of radiation-induced DNA damage in splenocytes was observed
using f low cytometry analysis of phosphorylated histone Н2АХ (γН2АХ) (1 h and 8 days after X-ray irradia-
tion) and DNA comet assay (8 days after X-ray irradiation). The above methods are recommended for exper-
imental usage to investigate the anti-radiation drug influence on the DNA damage induction and repair in
the irradiated organism, as well as for initial searching of potential radioprotectors and assessment of their ef-
fectiveness level in the clinical practice and experiments.

Keywords: indralin, radiation, survival, immunity, hematopoiesis, DNA-comet assay, phosphorylated his-
tone Н2АХ (γН2АХ), DNA double strand breaks
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