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Полученные результаты позволили выявить наиболее информативные показатели 
общего анализа крови, характеризующие процессы, происходящие в организме пациента 
под действием SARS-CoV-2. Мониторирование этих параметров может быть использо-
вано для доступной и быстрой оценки тяжести течения COVID-19 и эффективности ле-
чения в клинической практике.
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ИНДУЦИРОВАННЫЕ РЕНТГЕНОВСКИМ ИЗЛУЧЕНИЕМ ИЗМЕНЕНИЯ 
МОРФОМЕТРИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ И КОЛЛАГЕН-ПРОДУЦИРУЮЩЕЙ 

АКТИВНОСТИ ФИБРОБЛАСТОВ 

Введение
В соединительной ткани ионизирующее излучение инициирует сложный многосту-

пенчатый процесс, охватывающий цитологический и гистологический уровни организа-
ции и известный в научной литературе как радиационный фиброз. Описаны три гисто-
патологические фазы радиационного фиброза: предфиброзная фаза, фаза активного фи-
броза, фиброатрофическая фаза. Важным звеном в данном процессе является инициация 
воспаления, при котором происходит трансформация фибробластов в миофибробласты. 
При этом имеет место пролиферация клеток и гиперпродукция коллагена и других компо-
нентов внеклеточного матрикса, что усугубляется снижением ремоделирующих фермен-
тов (металпротеиназ) [1–2]. Коллаген типа IV является одним из основных компонентов 
базальных мембран, которые функционируют как селективный фильтрационный барьер 
для макромолекул, а также отделяют внеклеточный матрикс от слоёв эпителиальных или 
эндотелиальных клеток. Экспрессия коллагена типа IV повышена при фиброзе [3]. Из-
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учение продукции коллагена фибробластами является важным аспектом в понимании 
механизмов радиационно-индуцированных изменений соединительной ткани [4]. 

Цель
Оценить изменения морфометрических параметров и коллаген-продуцирующей 

активности фибробластов, вызванные облучением клеточной культуры рентгеновским 
излучением in vitro.

Материал и методы исследования
В работе использована культура первичных фибробластов кожи, выделенная из 

кожи крысы-самца линии Wistar (возраст — 6 мес.) методом первичных эксплантов с 
предварительной ферментативной обработкой. Режим культивирования был стандарт-
ным: 37 ℃, 90 % влажности воздуха с 5 % содержанием СО2, коэффициент субкульти-
вирования 1/5. Состав среды: DMEM/F-12; 100 Ед/мл пенициллин; 100 мкг/мл стрепто-
мицин; 0,25 мкг/мл амфотерицин-В; 10 % инактивированной эмбриональной телячьей 
сыворотки. В экспериментальных целях клетки высевали с плотностью 100 000 клеток/
чашка в чашки Петри для культур тканей (Sarstedt) и выращивали в среде DMEM, со-
держащей 10 % инактивированной эмбриональной телячьей сыворотки, в течение 24 ч. 
Облучение клеток рентгеновским излучением проводили с использованием установки 
X-RAD 320 Precision X-ray Inc (напряжение на трубке — 320 кВ, сила тока — 12,5 мА, 
средняя мощность дозы — 5 Гр/мин, фильтр (2 мм Al), расстояние до объекта — 40 см) с 
поглощёнными дозами 1 и 100 Гр. Контрольный образец выдерживался при таких же ус-
ловиях, исключая воздействие рентгеновского излучения. После 24-часовой инкубации 
после облучения клетки фиксировали с помощью 2 % раствора глутарового альдегида в 
фосфатном буфере (30 мин), трижды отмывали деионизированной водой и высушивали 
в ламинарном потоке воздуха (0,42 м/с) при комнатной температуре. 

Для определения морфометрических показателей клеток препараты окрашивали 
с помощью красителя Романовский-Гимза и фотографировали в 5 полях зрения (объек-
тив 40×) при помощи цифровой камеры. Оценку морфометрических параметров клеток 
проводили с помощью программного пакета ImageJ. Для определения уровня экспрес-
сии коллагена IV типа проводили иммуногистохимическое окрашивание клеток с ис-
пользованием первичных моноклональных антител корпорации Biocare Medical (USA) 
к коллагену IV. В качестве хромогена применялся диаминобензидин. Оценку экспрессии 
уровня экспрессии коллагена IV типа проводили с использованием программы для мор-
фометрии Aperio Image Scope [5]. Рассчитывали общий индекс интенсивности окраши-
вания хромогена (диаминобензидин) (Iavg) и индекс интенсивности в иммунопозитив-
ных участках (Iwavg). Статистический анализ проводился с использованием программы 
GraphPad Prism.

Результаты исследования и их обсуждение
После облучения рентгеновским излучением фибробластов наблюдалось измене-

нии морфологии клеток, что выражалось в потере типичной веретенообразной формы и 
приобретении полигональной формы, а также увеличении размера клеток (рисунок 1). 
С увеличением поглощённой дозы наблюдались изменения в организации стрессовых 
фибрилл в клетках: в контроле и при облучении в дозе 1 Гр фибриллы преимущественно 
ориентированы параллельно длинной оси клетки; при облучении в дозе 100 Гр – направ-
ленность волокон становится менее регулярной. 

Ре
по
зи
то
ри
й Г
ом
ГМ
У



58

СЕКЦИЯ
МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ НАУКИ

Рисунок 1 — Микрофотографии контрольных и облучённых фибробластов 

Примечание: клетки окрашены моноклональными антителами против коллагена IV типа с контрокраской 
по Романовскому-Гимзе. Размер изображений 5 023,2 × 6 703,2 µm2 c разрешением 1196 × 1596 пикселей

Анализ средней площади, занимаемой одной клеткой на поверхности, выявил до-
стоверное её увеличение примерно в 1,6 раз при облучении образцов клеток рентгенов-
ским излучением, как в дозах 1, так и 100 Гр (рисунок 2). При этом достоверных разли-
чий в площади клеток после действия рентгеновского излучения с поглощённой дозой 1 
и 100 Гр не наблюдалось (рисунок 2).
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Рисунок 2 — Средняя площадь клеток в контрольных и опытных образцах фибробластов

Примечание: *p ˂ 0,05; ANOVA с множественным сравнением (t-критерий Шидака)

Рисунок 3 – Производство коллагена IV типа в клетках контрольных и опытных образцах фибробластов

Примечание: *p ˂ 0,05; ANOVA с множественным сравнением (t-критерий Шидака)
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При облучении в дозе 100 Гр параметры, характеризующие производство клетка-
ми коллагена IV типа, были в 1,4 раза выше параметра клеток контрольного образца 
(p = 0,0180 для параметра Iavg Col IV и p = 0,0184 для параметра Iwavg Col IV). Различия 
между соответствующими параметрами клеток контрольного образца и образца после 
облучения в дозе 1 Гр статистически не значимы (р = 0,4287 для Iavg Col IV и р = 0,4232 
для Iwavg Col IV). (рисунок 3). 

 В литературе подобные наблюдаемым в нашем эксперименте изменения описаны 
как характерные для миофибробластической дифференцировки клеток. Однако, выра-
женность эффекта существенно не меняется при стократном увеличении поглощенной 
дозы. Вероятно, для полной реализации механизма радиационно-индуцированного изме-
нения фибробластов необходимо присутствие клеточного окружения, которое невозмож-
но воспроизвести в условиях культур изолированных фибробластов.

Заключение
В работе с использованием первичной культуры фибробластов из кожи крысы вы-

явлено, что рентгеновское излучение в дозах 1 и 100 Гр вызывает увеличение размеров 
клеток и продукции ими коллагена IV типа.

Работа выполнена в рамках задания «Разработать критерии оценки радиацион-
но-индуцированных изменений ткани внутренней среды, основанной на анализе струк-
туры и механических свойств клеточного компонента на моделях in vitro и in vivo» «При-
родные ресурсы и окружающая среда 3.01» ГПНИ «Природные ресурсы и окружающая 
среда», подпрограмма 3 «Радиация и биологические системы» на 2021-2025 год.
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ОСОБЕННОСТИ БИОХИМИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ КРОВИ 
У СПОРТСМЕНОВ, ЗАНИМАЮЩИХСЯ ЛЕГКОЙ АТЛЕТИКОЙ И ГРЕБЛЕЙ

Введение
В настоящее время в научной литературе открытым остается вопрос о возможности 

и границах использования показателей периферической крови для оценки влияния физи-
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