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Методом щелочного гель-электрофореза одиночных клеток селезенки самцов мышей ICR, под-
вергнутых пяти ежедневным воздействиям рентгеновским излучением в дозе 1.4 Гр, были изучены
повреждения ДНК в день последнего облучения на фоне применения в дни облучений рибоксина,
или инозина (200 мкг/г), медного хлорофиллина (20 мкг/г), индралина (50 мкг/г) и антиоксидантов:
глутатиона (350 мкг/г) и аскорбиновой кислоты (150 мкг/г) совместно. Параллельно оценивалась
30-суточная выживаемость групп из 10 мышей. Уровень повреждений ДНК при применении индра-
лина и рибоксина не имеет значимых отличий от виварного контроля. Однако имелись случаи па-
дежа по одной мыши из групп рибоксина и антиоксидантов для оценки выживаемости. Гибели мы-
шей из других групп, включая облученный контроль, не было. Применение антиоксидантов в не-
большой степени защитило ДНК. Медный хлорофиллин не защитил ДНК по сравнению с
облученным контролем.

Ключевые слова: метод ДНК-комет, рентгеновское излучение, фракционированное облучение, радиоза-
щитные препараты, мыши.
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По причине высокой химической токсично-
сти всех известных эффективных радиопротекто-
ров большое внимание уделяется изучению ра-
диозащитных свойств природных веществ, мно-
гие из которых являются естественными
метаболитами [1]. Радиозащитные свойства раз-
личных препаратов часто оцениваются на осно-
вании их влияния на выраженность радиацион-
но-индуцированных повреждений ДНК [2–5].
Это связано с тем, что многие исследователи от-
водят повреждениям ДНК основополагающую
роль в патогенезе лучевой болезни [2, 6, 7].

Целью настоящей работы было сравнение
влияния рибоксина (инозина), медного хлоро-
филлина и индралина при инъекционном введе-
нии (вводится в растворе винной кислоты) и сов-

местного использования глутатиона и аскорби-
новой кислоты на повреждения ДНК в клетках
селезенки мышей, подвергнутых фракциониро-
ванному облучению рентгеновским излучением
(5 ежедневных облучений в дозе 1.4 Гр) и воздей-
ствию изучаемыми веществами в дни облучений.

α1-Адреномиметик индралин является эта-
лонным российским радиопротектором, реализу-
ющим защитное действие посредством создания
гипоксии в тканях [8], с данным веществом целе-
сообразно сравнивать эффекты новых перспек-
тивных радиопротекторов. О радиозащитных
свойствах гипоксантинового рибонуклеозида ри-
боксина сообщается в ряде работ [7–9]. Медный
хлорофиллин – водорастворимый продукт омы-
ления зеленого пигмента растений хлорофилла,

УДК 57.043

МЕДИЦИНСКАЯ БИОФИЗИКА 



БИОФИЗИКА  том 70  № 2  2025

ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ РИБОКСИНА 399

атом магния в котором заменен на медь, – в лите-
ратуре называн перспективным радиопротекто-
ром [10]. Тиол-содержащий трипептид глутати-
он, являясь одним из основных антиоксидантов в
организме [11], может смягчать радиационно-ин-
дуцированный окислительный стресс. Авторы
работы [12] прямо сообщают о радиозащитном
действии экзогенного глутатиона. А так как окис-
ленный глутатион быстро восстанавливается под
действием аскорбата [13], мышам, которым мы
вводили глутатион, мы также давали аскорбино-
вую кислоту перед каждым облучением.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты были выполнены на 90 аут-

бредных самцах мышей линии ICR (CD-1) SPF-
категории (массой 33.2 ± 0.4 г), полученных из
Питомника лабораторных животных Российской
академии наук (Пущино, Московская обл.). Об-
лучение мышей осуществляли на рентгеновской
биологической установке РУБ РУСТ-М1 (Рос-
сия), мощность дозы в контейнере с мышами
cоставляла 0.85 Гр/мин ± 10%, анодное напряже-
ние 200 кВ, алюминиевый фильтр 1.5 мм. Мышей
подвергали 5 ежедневным облучениям в дозе
1.4 Гр. Таким образом, общая полученная доза
излучения составила 7 Гр.

В дни облучений мышей из эксперименталь-
ных групп подвергали воздействию следующих
веществ. Индралин (НПЦ «Фармзащита», Рос-
сия) в дозировке 50 мкг/г вводили внутрибрю-
шинно в объеме 0.34 мл за 10–15 мин перед
каждым облучением, для возможности внутри-
брюшинного введения растворяли индралин в
0.43%-м растворе винной кислоты (Китай). Ри-
боксин (ОАО «Дальхимфарм», Россия) в дози-
ровке 200 мкг/г вводили внутрибрюшинно в объ-
еме 0.34 мл через 15 мин после каждого
облучения. Медный хлорофиллин (Macklin, Ки-
тай) в дозировке 20 мкг/г мы вводили внутрибрю-
шинно в объеме 0.34 мл за 20–30 мин перед каж-
дым облучением. Глутатион (препарат «Глатион»,
Шаньдун Луи Фармасьютикал, Китай) в дозиров-
ке 350 мкг/г вводили внутрибрюшинно в объеме
0.34 мл за 20–30 мин перед каждым облучением,
этим же мышам за 5 минут перед облучением
внутрижелудочно вводили аскорбиновую кисло-
ту (ОАО «Дальхимфарм», Россия) в дозировке
150 мкг/г в объеме 0.1 мл. Средой для растворения
изучаемых веществ при внутрибрюшинном вве-
дении выступал 0.2%-й раствор уротропина
(АО «Мосагроген», Россия). Мышам из группы
облученного контроля вводили внутрибрюшинно
0.2%-й раствор уротропина в объеме 0.34 мл.

Группы для оценки 30-суточной выживаемо-
сти состояли из 10 животных, для оценки повре-
ждений ДНК в день последнего облучения – из
5 животных. Данные 5 мышей подвергались эвта-

назии через 30 мин после последнего облучения.
Для оценки влияния изучаемых веществ на их со-
стояние оценивали их гематологические показа-
тели с помощью ветеринарного гематологическо-
го анализатора Mindray BC-2800 Vet (Китай), а
также отбирали селезенки для изучения степени
повреждений ДНК в их клетках методом щелоч-
ного гель-электрофореза одиночных клеток, так-
же известного как метод ДНК-комет в щелочной
модификации.

Пробоподготовку и электрофорез проводили в
щелочных условиях по стандартной в целом ме-
тодике, используемой в работах [2, 14]. Оценку
повреждений ДНК проводили с использованием
флуоресцентного микроскопа Axio Imager A2c
(Carl Zeiss, Германия), окрашивая препараты
флуоресцентным красителем акридиновым оран-
жевым (CDH, Индия), оценивая ДНК-кометы в
программе Comet Assay 4 (Instem, Великобрита-
ния).

В качестве анализируемых параметров ис-
пользовали процентное содержание ДНК в хво-
сте ДНК-кометы и момент хвоста – произведе-
ние длины кометы на содержание ДНК в ее хво-
сте [3]. На одну мышь было приготовлено по два
препарата, на каждом из которых анализировали
по 100 клеток. Статистическую обработку резуль-
татов проводили с использованием программы
Microsoft Excel 2016. Данные на графиках пред-
ставлены в виде среднего арифметического с гра-
ницами доверительного интервала, который был
вычислен с использованием t-критерия Стьюден-
та при доверительной вероятности 99%.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Пятикратные облучения в дозе 1.4 Гр привели

к гибели на 14-е сутки после последнего облуче-
ния только 1 мыши из группы, получавшей ри-
боксин, и на 11-е сутки – 1 мыши из группы, по-
лучившей глутатион и аскорбиновую кислоту.
Все остальные животные, включая группу облу-
ченного контроля, выжили.

Через 30 мин после последнего облучения бы-
ла проведена эвтаназия мышей для оценки влия-
ния изучаемых веществ на степень повреждения
ДНК методом ДНК-комет и изучения гематоло-
гических показателей, сведения о которых приве-
дены в табл. 1 вместе с цифровыми обозначения-
ми групп.

Если сравнивать изучаемые показатели с груп-
пой облученного контроля, то инъекции индра-
лина при фракционированном облучении
(5 фракций по 1.4 Гр) значимо повышают число
тромбоцитов и гематокрит, смягчают вызванную
радиацией лейкопению, рибоксина – концентра-
цию гемоглобина и гематокрит. Применение
медного хлорофиллина смягчает лейкопению
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и тромбоцитопению, однако значимо снижает 
концентрацию эритроцитов по сравнению с об-
лученным контролем. Совместное применение 
антиоксидантов глутатиона и аcкорбата также 
снижает концентрацию эритроцитов. Значимое 
положительное влияние на гематологические 
показатели облученных мышей для данных 
антиок-сидантов не было выявлено.

Влияние изучаемых препаратов на степень вы-
раженности радиационно-индуцированных по-
вреждений ДНК проиллюстрировано на рис. 1.

Из представленных на рис. 1 данных видно,
что применение индралина перед облучениями в
дозе 1.4 Гр и рибоксина после них снижает сте-
пень повреждений ДНК до уровня, соответству-
ющего интактным мышам. Применение медного
хлорофиллина перед облучениями не защитило
ДНК клеток селезенки. Классические антиокси-
данты глутатион и аскорбиновая кислота по кри-
терию защиты ДНК оказали весьма слабый эф-
фект: статистически значимое снижение выра-
женности повреждений ДНК по сравнению с
облученным контролем имеет место только по
критерию момента хвоста ДНК-комет.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Применение в дни облучений классических
антиоксидантов глутатиона и аскорбиновой кис-
лоты, способствующей восстановлению его окис-
ленной формы [13], не привело к смягчению лу-
чевого синдрома. Это следует и из гематологиче-
ских показателей (табл. 1) соответствующих
мышей, и из данных о влиянии данных веществ
на радиационно-индуцированные повреждения
ДНК (рис. 1), и из того, что в группе мышей, по-
лучавших эти вещества в дни облучений, произо-
шла гибель животного, чего не было даже в груп-
пе облученного контроля. По сути, мы получили
стандартную ситуацию для изучения радиоза-
щитных свойств антиоксидантов, когда теорети-
чески, с учетом базовых представлений о биоло-
гическом действии ионизирующего излучения,
антиоксидант должен оказать защитный эффект
[15], но практически данного эффекта нет по
причине различных неучтенных факторов.

Применение антиоксидантов хоть и ненамно-
го, но статистически значимо, защитило ДНК по
параметру момента хвоста, однако не обеспечило

Таблица 1. Влияние изучаемых веществ на гематологические показатели мышей, подвергшиxся пяти ежеднев-
ным облучениям рентгеновским излучением в дозе 1.4 Гр 
Группа, 
вещество, 
разовая 
дозировка

Лейкоциты, 
n·109/л

Эритроциты, 
n·1012/л

Концентрация 
гемоглобина, 
г/л

Гематокрит, % Число 
тромбоцитов, 
n·109/л

Тромбокрит, 
%

I
Виварный 
контроль

3.5 ± 0.3 9.0 ± 0.2 138.2 ± 4.5 43.0 ± 1.3 1441.4 ± 110.1 0.57 ± 0.01

II
Облученный 
контроль

0.4 ± 0.1 (3) 8.0 ± 0.2 118.4 ± 3.5 (1) 36.9 ± 1.0 (1, 3) 1259.2 ± 50.5 (2) 0.50 ± 0.02

III
Индралин, 
50 мкг/г

0.6 ± 0.1 (4) 8.1 ± 0.2 128.8 ± 3.6 40.1 ± 0.9 (4) 1871.2 ± 145.2 (4) 0.6

IV
Рибоксин,
200 мкг/г

0.4 ± 0.1 8.0 ± 0.4 130.6 ± 5.4 (4) 40.3 ± 1.7 (4) 1383.4 ± 296.4 0.5 ± 0.1

V
Медный 
хлорофиллин,
20 мкг/г

0.6 ± 0.1 (4) 7.5 ± 0.1 (3, 4) 117.0 ± 1.4 (2) 36.8 ± 0.5 (2) 1371.2 ± 39.0 (4) 0.57 ± 0.02 
(4)

VI
Глутатион,
350 мкг/г, и 
аскорбиновая 
кислота, 
150 мкг/г

0.40 ± 0.05 7.4 ± 0.2 (3, 4) 112.4 ± 2.8 (1, 2) 35.4 ± 0.8 (1, 2) 1348.2 ± 80.5 (3) 0.54 ± 0.03

Примечание. (1) – Статистическая значимость с группой IV, p ≤ 0.05, (2) – Статистическая значимость с 
группой III, p ≤ 0.01, (3) – Статистическая значимость с группой III, p ≤ 0.05, (4) – Статистическая значимость с 
группой II, p ≤ 0.05.
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данного эффекта по критерию содержания ДНК в
хвосте кометы. Это свидетельствует о сокраще-
нии числа коротких фрагментов ДНК в данных
образцах по сравнению с препаратами, получен-
ными от группы облученного контроля, при при-
мерном равенстве длинных фрагментов [3]. На
основании этого можно предположить, что при-
менение глутатиона и аскорбата способствует бо-
лее эффективной репарации вызванных облуче-
нием однонитевых разрывов ДНК и прочих отно-
сительно незначительных ее повреждений по
сравнению с двухнитевыми разрывами, на кото-
рые применение данных веществ не влияет.

Также гибель животного в течение 30-суточно-
го наблюдения имела место в группе, получавшей
в дни облучений рибоксин. При этом интересно,
что в день последнего облучения уровень повре-
ждений ДНК клеток селезенки этих мышей соот-
ветствует таковому для интактных животных. То
есть можно говорить, что рибоксин полностью
защитил ДНК от вызванного облучениями разру-
шения. В этой группе в некоторой степени также
было сглажено вызванное радиацией снижение
гематокрита.

Противоречие данных, полученных методом
ДНК-комет, и гибели животного из получавшей
рибоксин группы свидетельствует о некоррект-
ности использования исключительно данных о
повреждении ДНК в качестве прогностического
маркера выживаемости после облучения. Мы
склоняемся к использованию нескольких четко
не связанных между собой параметров как для
оценки противолучевой эффективности препара-
торов, так и для общей характеристики влияния
излучения на организм, избегая выводов, сделан-

ных только на основании генетических тестов.
Однако на основании гибели одного животного
из группы делать строгие выводы некорректно, и
в дальнейшем необходимо провести оценку вы-
живаемости облученных животных на фоне при-
менения рибоксина при более высокой дозе излу-
чения.

Медный хлорофиллин, радиопротекторные
свойства которого с фактором изменения дозы,
равным 1.1, были описаны в нашей предыдущей
работе [16], не показал генопротекторных
свойств по используемому в настоящей работе те-
сту, смягчив при этом лейкопению и тромбоци-
топению. Интересно, что метод ДНК-комет в
предыдущей работе [14] не выявил у хлорофилли-
на способности защищать ДНК в эксперименте
на суспензии лимфоцитов, в то время как в лите-
ратуре сообщается о генопротекторных свойствах
медного хлорофиллина [10].

Особое внимание привлекает снижение содер-
жания эритроцитов по отношению к облученно-
му контролю на фоне применения хлорофилли-
на. Данный факт заслуживает внимания, так как
в информационном поле различные производи-
тели биологически активных добавок активно
продвигают тезис о том, что препараты с медным
хлорофиллином способствуют кроветворению и
повышению числа эритроцитов. В целом же мы
склоняемся к возможности использования хло-
рофиллина в терапии лучевого поражения при
условии дальнейшего проведения исследований
по поиску оптимального способа его примене-
ния.

Эталонный радиопротектор индралин в насто-
ящем исследовании показал эффективность как

Рис. 1. Влияние изучаемых веществ на выраженность повреждений ДНК клеток селезенки мышей по критерию
содержания ДНК в хвосте ДНК-кометы (а) и величине момента хвоста ДНК-кометы (б) при фракционированном
(5 раз ежедневно по 1.4 Гр) облучении рентгеновским излучением через 30 мин после последнего облучения: 1 –
виварный контроль; 2 – облученный контроль; 3–6 – мыши, подвергнутые воздействию веществ в дни облучений в
указанных разовых дозировках: 3 – индралин, 50 мкг/г, 4 – рибоксин, 200 мкг/г, 5 – медный хлорофиллин, 20 мкг/г,
6 – глутатион (350 мкг/г) и аскорбиновая кислота (150 мкг/г); p = 99%.
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по критерию защиты ДНК клеток селезенки, так
и по гематологическим показателям. Однако
здесь необходимо указать, что даже на фоне при-
менения индралина степень лейкопении при
фракционированном облучении остается весьма
высокой.

Хотя ежедневное применение токсичного ин-
дралина [8] не показало явных токсикологиче-
ских эффектов, применение одного только ин-
дралина при фракционированном облучении в
реальных ситуациях нам кажется неправильным.
В указанном случае представляется целесообраз-
ным дополнять терапевтическую схему различ-
ными радиомодуляторами, повышающими об-
щую устойчивость организма [8].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Согласно результатам, полученным методом

ДНК-комет, полную защиту ДНК клеток селе-
зенки при фракционированном облучении мы-
шей (ежедневно 5 раз в дозе 1.4 Гр) обеспечивает
инъекция индралина перед облучениями или ри-
боксина после них. Совместное применение глу-
татиона и аскорбиновой кислоты перед облуче-
ниями почти не оказывает положительного эф-
фекта ни на ДНК клеток селезенки, ни на
гематологические показатели. Применение мед-
ного хлорофиллина перед облучениями в некото-
рой степени смягчает лейкопению, но не защи-
щает ДНК клеток селезенки.

На основании того, что при 30-суточном на-
блюдении в группе, получавшей рибоксин, была
зафиксирована гибель животного, но в день по-
следнего облучения выраженность повреждений
ДНК у данных животных находилась на уровне
интактных мышей, нами сделано предположение
о недопустимости исключительного использова-
ния данных о повреждениях ДНК в качестве про-
гностического маркера гибели и в качестве един-
ственного критерия оценки радиозащитных
свойств изучаемых препаратов.
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 Evaluation of the Effect of Riboxin, Copper Chlorophyllin, Indralin and Combined 
Application of Glutathione and Ascorbic Acid on the Degree of DNA Damage 

in the Spleen of Mice under Fractionated Irradiation
 L.A. Romodin*, A.A. Moskovskij*, **, E.D. Rodionova*, ***,

O.V. Nikitenko*, ****, and T.M. Bychkova*, ****

*State Scientific Center of the Russian Federation – A.I. Burnazyan Federal Medical Biophysical Center,
FMBA of Russia, Zhivopisnaya ul. 46, Moscow, 123098 Russia

**National Research Nuclear University MEPhI (Moscow Engineering Physics Institute),
Kashirskoe shosse 31, Moscow, 115409 Russia

***D.I. Mendeleev Russian University of Chemical Technology, Miusskaya pl. 9, Moscow, 125047 Russia

****State Scientific Center of the Russian Federation “Institute of Biomedical Problems”, Russian Academy of Sciences, 
Khoroshevskoe shosse 76a, Moscow, 123007 Russia

Using alkaline gel electrophoresis of single cells of the spleen of male ICR (CD-1) mice exposed to five daily
exposures to X-ray radiation at a dose of 1.4 Gy, DNA damage was studied on the day of the last irradiation
against application of riboxin, or inosine (200 μg/g), copper chlorophyllin (20 μg/g), indralin (50 μg/g) and
antioxidants: glutathione (350 μg/g) and ascorbic acid (150 μg/g) together. The 30-day survival of groups of
10 mice was evaluated in parallel.The level of DNA damage when using indralin and riboxin did not differ
significantly from the intact mice. However, 1 mouse each from the riboxin and antioxidant groups died to
evaluate survival. There were no deaths of mice from other groups, including the irradiated control. The use
of antioxidants protected DNA to a small extent. Copper chlorophyllin did not protect DNA compared to the
irradiated controls.

Keywords: comet assay, X-ray radiation, fractionated irradiation, radioprotective drugs, mice
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