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На	 примере	 классического	 представителя	 клеток	 прокариот	 –	 радиоустойчивого	 штамма	 бактерий	
Escherichia	coli	b/r	–	исследована	зависимость	относительной	биологической	эффективности	(Обэ)	α–из-
лучения	от	предрадиационных	условий	культивирования	клеток	–	состава	питательных	сред.	Также	про-
анализировано	изменение	формы	кривой	выживаемости	клеток.	Стандартная	бактериальная	среда,	и	среды,	
содержащие	разные	концентрации	(6	%	и	13	%)	солодового	экстракта,	были	использованы	в	качестве	пита-
тельных	сред	для	выращивания	бактериальных	клеток	до	облучения.	После	воздействия	ионизирующего	
излучения	 клетки	 культивировали	 только	 на	 стандартной	 бактериальной	 среде.	 Источником	 редкоиони-
зирующего	излучения	являлся	 60Со	 (γ-кванты,	ЛПэ	=	0,2	кэВ/мкм,	22	гр/мин),	 а	источником	плотноиони-
зирующего	излучения	–	 239Pu	 (α-частицы,	ЛПэ	=	120	кэВ/мкм,	25	гр/мин).	Показано,	что,	что	существует	
зависимость	реакций	клеток	на	облучение	от	качества	ионизирующего	излучения	и	условий	культивиро-
вания.	Продемонстрировано,	что	предрадиационное	выращивание	бактерий	на	средах,	содержащий	солод,	
приводит	к	трансформации	формы	кривой	выживаемости	клеток	из	экспоненциальной	в	s-образную.	В	ре-
зультате	этого	Обэ	альфа-частиц	изменяется	от	1	до	4–5	при	переходе	от	стандартных	условий	культиви-
рования	к	выращиванию	бактерий	на	6	%	солодовом	агаре.	Наблюдавшиеся	реакции	бактерий	на	действие	
γ-	и	α-излучений	интерпретируются	с	позиции	зависимости	процессов	репарации	клеток	от	условий	пред-
радиационного	культивирования.
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this	article	is	dedicated	to	the	analysis	of	influence	of	nutrition	medium	on	both	RbE	of	α-particles	and	the	shape	
of	survival	curve	of	bacteria	E. coli	b/r.	We	applied	a	standard	bacterial	media	and	a	media	comprising	malt	extract	to	
cultivate	cells	before	irradiation.	after	exposure	to	ionizing	radiation	cells	were	cultivated	only	on	standard	bacterial	
medium.	as	the	sources	of	ionizing	radiation	we	used	sparsely	ionizing	radiation	(γ-rays	60co,	lEt	=	0,2	keV/mkm,	
22	Gy/min)	and	densely	ionizing	radiation	(α-particles	of	239Pu,	lEt	=	120	кэВ/мкм,	25	Gy/min).	after	the	radiation	
exposure	cells	were	cultivated	on	 the	standard	bacteria	media.	the	dependence	of	cell	 responses	on	 the	quality	of	
radiation	as	well	as	on	the	cultivation	conditions	was	demonstrated.	it	was	shown	that	the	cultivation	of	bacteria	on	a	
medium	comprising	malt	led	to	the	transformation	of	survival	curve	from	the	exponential	to	sigmoidal.	as	a	result,	the	
RbE	of	α-particles	varies	from	1	to	4–5	when	medium	conditions	were	changed	from	the	standard	bacterial	media	to	
the	media	with	6	%	malt	extract.	the	observed	response	of	bacteria	to	the	action	of	γ-	and	α-radiation	are	interpreted	
from	the	position	of	cell	repair	depended	on	cultivation	conditions	prior	to	irradiation.
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Для	 лечения	 онкологических	 заболева-
ний,	 являющихся	 одной	 из	 основных	 при-
чин	 смерти	 и	 инвалидизации	 населения	
в	 мире	[3],	 в	 мировой	 практике	 наблюда-
ется	 тенденция	 увеличения	 использования	
плотноионизирующих	 излучений.	 Акту-
альной	 проблемой	 современной	 радиобио-
логии	остается	оценка	относительной	био-
логической	 эффективности	 излучений.	
это	связано	с	перспективой	использования	
плоноионизирующих	излучений	 в	 лучевой	
терапии	 благодаря	 нескольким	 факторам.	
Во-первых,	 эффективность	 таких	 излуче-
ний	 значительно	превышает	 действие	 ред-

коионизирующих	 излучений.	 Во-вторых,	
при	 использовании	 плотноионизирующих	
излучений	подавляется	способность	клеток	
восстанавливаться	от	потенциально	леталь-
ных	 и	 сублетальных	 повреждений	[5,	 9].	
Кроме	 того,	 доступное	 в	 настоящее	 время	
формирование	 полей	 облучения	 плотнои-
онизирующими	 излучениями	 может	 обе-
спечивать	 меньшую	 дозу	 на	 нормальные,	
незлокачественные	 клетки.	 Малоисследо-
ванным	 аспектом	 этой	 проблемы	 является	
зависимость	 Обэ	 от	 предрадиационных	
условий	 культивирования	 клеток.	Поэтому	
в	данной	работе	анализируется	зависимость	
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Обэ	α–излучения	от	предрадиационных	ус-
ловий	 культивирования	 клеток	 –	 состава	
питательных	сред.

Изучение	 зависимости	 вариабельности	
Обэ	от	генотипа	клеток	и	от	их	формы	кри-
вой	 выживаемости	 проанализирован	 для	
бактерий	 и	 дрожжевых	 клеток	 [4,	 5,	 10].	
В	этих	 монографиях	 показана	 корреляция	
Обэ	 со	 способностью	 клеток	 к	 постради-
ационному	 восстановлению.	 Молекуляр-
ный	 процесс	 восстановления	 от	 радиаци-
онных	 повреждениях	 детально	 изучен	 на	
бактериальных	 клетках	[5].	 Представляют	
значительный	 интерес	 данные	[6],	 проде-
монстрировавшие	 изменение	 способности	
клеток	 к	 восстановлению	 за	 счет	 их	 куль-
тивирования	 до	 облучения	 на	 средах,	 со-
держащих	глюкозу.	Такое	культивирование	
снижало	 радиочувствительность	 штамма	
E. coli b/r.	было	выявлено,	что	при	культи-
вировании	бактерий	на	средах,	содержащих	
глюкозу,	 изменяется	 форма	 дозовой	 кри-
вой	по	сравнению	с	клетками,	росшими	на	
стандартной	среде.	Наиболее	интригующи-
ми	результатами	является	сигмоидная	фор-
ма	 кривой	 доза-эффект	 после	 α-облучения	
в	условиях	культивирования	клеток	на	сре-
дах,	 содержащих	 глюкозу.	 Вместе	 с	 тем,	
хорошо	 известно,	 что	 сигмоидная	 форма	
кривой	 доза-эффект	 после	 действия	 ред-
коионизирующего	 излучения	 превращает-
ся	 в	 экспоненциальную	 после	 облучения	
α-частицами	 клеток	 млекопитающих	[7,	
8]	и	дрожжей	[9,	10].	Наличие	сигмоидной	
кривой	 доза-эффект	 у	 бактерий,	 облучен-
ных	 α-частицами,	 представляет	 интерес	
с	 фундаментальной	 точки	 зрения.	 Не	 ис-
ключено,	что	четко	выраженная	сигмоидная	
форма	кривой	доза-эффект	после	действия	
плотноионизирующего	 излучения	 могла	
быть	обусловлена	восстановлением	клеток	
в	 процессе	 длительного	 облучения	 за	 счет	
очень	низкой	мощности	дозы.	Применение	
значительно	большей	мощности	дозы	под-
твердило	 наличие	 плеча	 кривой	 выживае-
мости	после	α-облучения	[6].	Однако	в	этой	
работе	 мощность	 дозы	 была	 не	 известна,	
что	 не	 позволило	 авторам	 оценить	 Обэ	
α-частиц.	Целью	данного	исследования	яв-
лялось	изучение	влияния	состава	питатель-
ных	 сред,	 модифицирующих	 способность	
клеток	к	восстановлению,	на	Обэ	и	форму	
кривых	выживаемости	бактерий	E. coli b/r,	
облученных	 редко-	 и	 плотноионизирую-
щим	излучением.

Материалы и методы исследования
Работа	 выполнена	 на	 бактериальных	 клетках	

E. coli,	радиоустойчивый	штамм	В/r.	Для	исследова-
ния	использовали	культуру	клеток,	выращенную	или	
на	стандартной	твердой	питательной	среде	(пептон	–	

10	г/л,	агар	–	20	г/л,	хлорид	натрия	–	10	г/л,	дрожже-
вой	 экстракт	 –	 20	мл/л),	 или	 на	 среде,	 содержащий	
солод.	эту	среду	готовили	на	основе	неохмеленного	
солодового	экстракта	Maltax	10	(6	%	или	13	%)	с	до-
бавлением	 2	%	 агара.	 Клетки	 культивировали	 при	
37	°С	в	течение	18	часов,	когда	бактерии	выходили	на	
стационарную	фазу	роста.	

Выращенные	 на	 стандартной	 среде	 или	 на	 со-
лодовом	агаре	клетки	в	каждом	опыте	делили	на	две	
порции,	 одну	 из	 которых	 облучали	 разными	 дозами	
γ-излучения,	 а	 вторую	 –	 разными	 дозами	 α-частиц.	
В	опытах	с	редкоионизирующим	излучением	облуча-
ли	 бактерии,	 суспендированные	 в	 физиологическом	
растворе	(концентрация	клеток	составляла	106	кл/мл).	 
Источником	γ-излучения	являлся	60Со	установки	«Ис-
следователь»	(мощность	дозы	22	гр/мин).	Дозиметрию	
осуществляли	ионизационными	и	ферросульфатными	
методами.	 В	опытах	 с	 плотноионизирующим	 излу-
чением	 в	 качестве	 источника	 использовали	 плоский	
α-источник	 239Pu	 (мощность	 дозы	 25	гр/мин).	 Из-за	
малого	 пробега	 α-частиц	 в	 ткани	 (около	 40	мкм)	 об-
лучали	монослой	клеток.	Для	этого	0,02	мл	суспензии	
бактерий	(108	кл/мл)	наносили	на	поверхность	водно-
го	агара	 (20	г	агара	на	1	л	воды)	и	перед	облучением	
на	20–30	мин	помещали	в	термостат	для	выпаривания	
воды	 из	 капли.	 После	 облучения	 слой	 агара	 вместе	
с	облученными	клетками	помещали	в	пробирку	с	2	мл	
физиологического	раствора	и	интенсивно	встряхивали	
для	получения	однородной	суспензии.	Облучение	бак-
терий	всеми	типами	излучений	проводили	при	комнат-
ной	температуре.	

После	 воздействия	 любого	 из	 исследуемых	 ви-
дов	ионизирующего	излучения,	а	также	контрольные	
интактные	 клетки	 высевали	 на	 чашки	Петри	 на	 по-
верхность	стандартной	твердой	бактериальной	среды	
и	 инкубировали	 при	 37	°С	 в	 течение	 20	часов.	 Вы-
живаемость	клеток	рассчитывали	как	относительное	
содержание	клеток,	сформировавших	видимые	нево-
оруженным	глазом	колонии,	 среди	всех	облученных	
клеток.	Каждый	эксперимент	повторяли	5–7	раз.	Де-
тали	 экспериментальных	исследований	 описаны	 ра-
нее	[2,	9].

Результаты исследования  
и их обсуждение

биологическим	тестом,	использованным	
в	 данной	 работе,	 является	 выживаемость	
клеток,	 которая	 для	 теста	 репродуктивной	
гибели	 определялась	[4]	 как	 способность	
облученных	клеток	к	бесконечному	размно-
жению.	Относительное	содержание	жизне-
способных	клеток	 среди	всех	облученных,	
то	есть	выживаемость	s	рассчитывали	как:
 S	=	N/No,	 	(1)
где	N	–	число	макроколоний,	образовавших-
ся	из	облученных	клеток	в	единице	объема	
облученного	 образца,	 а	No	 –	 то	 же	 в	 кон-
трольном	образце.

Результаты	 влияния	 γ-	 и	 α-излучения	
с	 разной	 ЛПэ	 на	 выживаемость	 бактерий	
E. coli	 b/r	 при	 выращивании	 их	 до	 облуче-
ния	 на	 различных	 питательных	 средах	 при-
ведены	на	рис.	1.	На	этом	рисунке	представ-
лены	кривые	выживаемости	E. coli B/r	после	
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γ-	 (светлые	 значки)	 и	 α-облучений	 (темные	
значки).	В	одной	серии	 экспериментов	клет-
ки	выращивали	в	течении	20	часов	до	облу-
чения	 на	 стандартной	 бактериальной	 среде	
(рис.	1,	А),	а	в	другой	–	на	субстрате,	содер-
жащем	6	%-й	 солод	 (рис.	1,	б).	Следует	под-
черкнуть,	что	после	облучения	бактерии	этих	
двух	серий	экспериментов	культивировали	на	
одинаковом	стандартном	бактериальном	суб-
страте.	Из	 рисунка	 видно,	 что	предрадиаци-
онное	культивирование	клеток	на	солодовом	
агаре	 (панель	б),	 приводит	 к	 значительному	
увеличению	 радиорезистентности	 бактерий	
по	 сравнению	 с	 предрадиационным	 выра-
щиванием	 культуры	 на	 стандартной	 среде	
(панель	А)	 независимо	 от	 вида	 излучения.	
Видно,	 что	 главной	 особенностью	 влияния	
данной	питательной	среды	на	выживаемость	
E.coli B/r	 к	 воздействию	излучения	 является	
изменение	формы	кривой	доза-эффект	с	экс-
поненциальной	 на	 s-образную,	 а	 наклон	
экспоненциальных	 участков	 кривых	 выжи-
ваемости	 изменялся	 незначительно.	 Так	 для	
γ-излучения	 такая	 характеристика	 зависимо-
сти	 выживаемости	 бактерий	 от	 дозы	 как	Do 
меняется	не	очень	сильно	–	65	гр	для	клеток	
E.coli,	росших	до	облучения	на	стандартной	
твердой	питательной	среде	(рис.	1,	А,	кривая	
2),	и	75	гр	для	бактерий,	росших	на	6	%	со-
лодовом	агаре	(рис.	1,	б,	кривая	2).	

Наличие	 плеча	 у	 «солодовой»	 культу-
ры	бактерий	свидетельствует	об	активации	
процессов	 репарации	 повреждений.	 Фор-
мирование	 плеча	 в	 большей	 степени	 обу-
словлено	восстановлением	клеток	от	субле-
тальных,	но	не	от	потенциально	летальных	
повреждений.	 То	 есть	 предрадиационное	
культивирование	 бактериальных	 клеток	 на	
средах,	 содержащих	 солод,	 потенцирует	
восстановительные	процессы	в	клетках.	

На	 основании	 представленных	 данных	
рассчитана	 Обэ	 α-излучения,	 определяе-
мая	 отношением	 изоэффективных	 доз	 для	
γ-	и	α-излучений.	Обэ	α-частиц	по	отноше-
нию	к	γ-излучению	составляет	1	для	попу-
ляции	клеток,	выращенных	на	стандартной	
среде,	а	для	бактерий,	выросших	на	солодо-
вом	агаре,	Обэ	зависит	от	дозы	излучения	
и	варьирует	от	1,2	для	больших	доз	облуче-
ния	до	порядка	4–5	в	области	сигмоидного	
плеча	кривой	доза-эффект.	Из	рис.	1,	б	вид-
но,	 что	наклоны	кривых	выживаемости	не	
зависят	от	качества	излучения,	но	уменьша-
ется	 экстраполяционное	 число	 кривых	 до-
за-эффект	после	α-излучения.	Интерпрета-
ция	такой	закономерности	основывается	на	
формировании	более	«тяжелых»	поврежде-
ний,	формируемых	плотноионизирующими	
излучениями,	от	которых	клетки	не	способ-
ны	восстанавливаться.

Рис. 1. Зависимость выживаемости бактерий E. coli B/r от дозы ионизирующего излучения 
(темные значки – α-облучение, светлые значки – γ-излучение), а также от условий 

предрадиационного культивирования клеток: стандартная среда (панель А)  
или 6 % солодовый агар (панель Б)
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Известно,	что	биологическая	эффектив-
ность	излучений	разного	типа	определяется	
как	физическими	характеристиками	излуче-
ний	с	высокими	ЛПэ,	которые	индуцируют	
широкий	 спектр	 первичных	 повреждений	

ДНК,	так	и	биологическими	механизмами,	
направленными	на	репарацию	этих	повреж-
дений	[1,	 5,	 9].	В	опытах	по	изучению	вы-
живаемости	 бактерий	 после	 действия	 как	
α-частиц,	 так	 и	 ускоренных	 электронов	

Рис. 2. Зависимость выживаемости бактерий E. coli B/r от дозы γ-излучения (панель А) 
и величина М-концентрации клеток (панель Б) при выращивании культуры  

до облучения на различных питательных средах: 1 – бактоагар Плоскирева,  
2 – стандартная среда, 3 – 6 % солодовый агар, 4 – 13 % солодовый агар

Рис. 3. Зависимость выживаемости бактерий E. coli B/r от дозы α-излучения (панель А) 
и величина М-концентрации клеток (панель Б) при выращивании культуры до облучения  

на различных питательных средах: 1 – стандартная среда, 2 – 6 % солодовый агар
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было	 продемонстрировано	 [1],	 что	 эффек-
тивная	 работа	 систем	 репарации	 радиоре-
зистентного	мутанта	E. coli K-12	приводит	
к	формированию	плеча	на	кривой	выжива-
емости,	 в	 то	 время	 как	 выживаемость	 ис-
ходного	 родительского	 штамма	 бактерий	
характеризуется	экспоненциальной	зависи-
мостью.	 эти	 данные	 подтверждают	 точку	
зрения	о	влиянии	систем	репарации	на	фор-
мирования	плеча	кривой	доза-эффект.	

Подтверждением	этих	наблюдений	явля-
ются	 данные,	 приведенные	 на	 рис.	2,	 кото-
рые	 отражают	 зависимость	 выживаемости	
бактерий	E. coli b/r,	облученных	γ-квантами,	
от	 состава	 питательной	 среды,	 на	 которой	
клетки	 культивировали	 до	 облучения.	 На	
рис.	3	приведены	аналогичные	данные	о	вли-
янии	воздействия	α-частиц	на	выживаемость	
этой	же	культуры	клеток	при	ее	предрадиа-
ционном	 выращивании	 на	 различных	 сре-
дах.	 В	наших	 экспериментах	 было	 отмече-
но,	что	максимальные	концентрации	клеток	
(М-концентрация),	достигаемые	за	20	часов	
культивирования	 на	 разнообразных	 средах,	
заметно	 различаются	 (рис.	2,	б	 и	 рис.	3,	б).	
Мы	 использовали	 как	 питательные	 среды,	
в	 состав	 которых	входят	органические	 суб-
страты	 (6	%-й	 или	 13	%-й	 солодовый	 агар),	
так	и	солевую	синтетическую	среду	–	бактоа-
гар	Плоскирева,	включающую	в	качестве	ис-
точника	энергии	углеродсодержащие	соеди-
нения	(7,5	%	сахара).	четко	прослеживается	
зависимость	радиочувствительности	от	мак-
симальной	концентрации	(М-концентрации)	
бактерий	 в	 стационарной	 фазе	 роста:	 чем	
меньше	М-концентрация,	тем	меньше	ради-
очувствительность	 клеток.	Тем	 самым	про-
демонстрировано,	 что	 состав	 питательных	
сред,	 на	 которых	культивировали	бактерии,	
приводит	к	снижению	М-концентрации	бак-
терий	 и	 возрастанию	 радиоустойчивости	
штамма	как	к	γ-излучению	(рис.	2,	А),	так	и	
к	воздействию	α-частиц	(рис.	3,	А).

Характер	 зависимости	 выживаемости	
клеток	 от	 дозы	 ионизирующего	 излуче-
ния	 может	 быть	 обусловлен	 процессами,	
связанными	 с	 образованием	 поврежденых	
участков	ДНК,	приводящими	к	возникнове-
нию	двунитевых	разрывов.	Одним	из	фак-
торов,	 влияющих	 на	 формирование	 плеча	
на	 кривой	 выживаемости,	 может	 являться	
увеличение	 числа	 копий	 генома	 [1].	 Сиг-
моидность	 кривых	 выживаемости	 полиги-
номных	 клеток	 бактерий	 обуславливается	
тем,	 что	 для	 их	 инактивации	 необходимо	
возникновение	 нескольких	 эффективных	
повреждений,	возможно,	в	каждой	из	копий	
генома.	 Явление	 формирования	 многоко-
пийности	 генома	 у	 бактерий	E. coli,	 выра-
щенных	 на	 питательных	 средах,	 содержа-
щих	глюкозу,	также	отмечена	и	в	работе	[6].	

В	 данной	 работе	 показано,	 что	 сигмо-
идная	форма	кривой	выживаемости	бакте-
рий,	выращенных	на	солодовом	агаре,	со-
храняется	 и	 при	 облучении	 α-частицами.	
Следовательно,	системы	репарации,	ответ-
ственные	 за	 формирование	 сигмоидного	
участка	 кривой	выживаемости,	 эффектив-
но	работают	после	действия	редко-	и	плот-
ноионизирующих	 излучений.	 более	 под-
робное	 исследование	 биохимических	
процессов,	приводящих	к	изменению	фор-
мы	 кривой	 доза-эффект	 с	 экспоненциаль-
ной	на	s-образную,	выходит	за	рамки	дан-
ной	работы.

Таким	 образом,	 нами	 было	 продемон-
стрировано,	что	состав	питательной	среды,	
на	которой	культивировали	клетки	до	облу-
чения,	оказывает	существенное	влияние	не	
только	на	выживаемость	бактерий,	но	и	на	
относительную	 биологическую	 эффектив-
ность	 плотноионизирующего	 излучения.	
Полученные	 закономерности	 могут	 пред-
ставлять	интерес	не	 только	для	фундамен-
тальной	радиобиологии,	но	и	в	прикладных	
областях.	 Так,	 в	 клинической	 радиобиоло-
гии	 остро	 стоит	 проблема	 радиоустойчи-
вости	 нормальных	 тканей	 к	 воздействию	
ионизирующего	 излучения	 при	 радиотера-
пии.	Устойчивость	микроорганизмов	 к	 по-
вышенному	 радиационному	 фону	 востре-
бована	 в	 системах	 биологической	 очистки	
радиоактивных	отходов.
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