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Влияние низких доз радиации на содержание 
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Исследовано содержание мРНК СuZn-содержащей изоформы супероксиддисмутазы ( CuZn-СОД ) в 
клетках различных тканей мышей. С помощью ДНК-РНК-гибридизации установлено, что дли­
тельное действие низких доз радиации вызывает ингибирование транскрипции CuZn-СОД в 
селезенке и яичках и стимулирует экспрессию гена этого фермента в печени и мозге облученных 
животных. Обсуждается вопрос о возможном участии CuZn-СОД в обеспечении радиорезистент­
ности клеток млекопитающих. 

Введение. Среди ферментов, защищающих клеточ­
ные структуры от разрушительного воздействия 
свободных радикалов и перекисей, важное место 
з а н и м а е т с у п е р о к с и д д и с м у т а з а ( С О Д ; К Ф 
1.15.1.1). Этот фермент обезвреживает супероксид­
ные анион-радикалы посредством дисмутации и 
превращения в менее реакционно способные моле­
кулы перекиси водорода и триплетного кислорода 
[1 ]. Некоторые исследования указывают на важ­
ную роль СОД в формировании радиорезистентно­
сти тканей [1 , 2 ]. С другой стороны, под действием 
ионизирующей радиации активность СОД in vivo 
претерпевает изменения: высокие дозы радиации 
(6—30 Гр) инактивируют СОД в эритроцитах, 
энтероцитах, клетках печени и мозга в пределах 
одних суток после облучения [3, 4 ] . В отношении 
же низких доз радиации данные литературы проти­
воречивы [5 ]. Имеются сведения как о стимуляции 
[6, 7 ] , так и об угнетении [8, 9 ] активности СОД 
при облучении суммарной дозой до 1 Гр. Все эти 
данные получены при измерениях ферментативной 
активности и оставляют открытым вопрос о степе­
ни влияния радиации на экспрессию генов СОД на 
более высоких уровнях, в частности, на уровне 
синтеза и накопления Р Н К . Изучению этого влия­
ния в различных тканях животных, подвергшихся 
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хроническому облучению низкими дозами радиа­
ции, посвящена эта работа. 

Материалы и методы. В качестве объекта ис­
следования использовали 4-месячных самцов мы­
шей линии Black из двух родственных групп. Одна 
из них находилась в виварии И М Б и Г НАН Украи­
ны (Чернобыль) в 1989—90 гг. В рацион питания 
этой группы входил радиоактивный зеленый корм, 
загрязненность радионуклидами которого составля­
ла 0,1—0,01 м к К и / к г , что создавало суммарное 
облучение животных примерно на порядок выше 
природного фона. Другая , контрольная группа ж и ­
вотных, находилась в виварии И М Б и Г НАН Укра­
ины (Киев) , в ее рацион питания входили только 
чистые продукты. 

Препараты тотальной Р Н К выделяли модифи­
цированным методом [10] из печени, мозга, яичек 
и селезенки мыши. Д л я этого навеску ткани замо­
раживали и растирали в жидком азоте, добавляли 
(5 мл на 1 г ткани) буфер STEL (0,2 % SDS, 
10 мМ трис-HCl, рН 7,0, 10 мМ ЭДТА, 100 мМ 
LiCl) и равный объем 80 %-го фенола, насыщенно­
го этим буфером. После фенольной депротеиниза-
ции суспензию дважды обрабатывали смесью ф е ­
нол — хлороформ и один раз — хлороформом. Мо­
лекулы Р Н К и Д Н К разделяли в присутствии З М 
LiCl в течение 1 ч на ледяной бане. При этом Р Н К 
выпадала в осадок, а над осадочная жидкость содер­
жала преимущественно Д Н К . В ряде случаев пре-
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параты Р Н К дополнительно очищали от Д Н К , 
обрабатывая их ДНКазой («Sigma», США). 

Аликвоты суммарного препарата Р Н К (по 
10 мкг на точку) денатурировали в растворе 10 х 
х SSC и 18 % формальдегида в течение 10 мин при 
температуре 65 °С, охлаждали во льду, наносили 
на нейлоновые мембраны Hybond N («Amersham», 
Англия) и фиксировали на протяжении 3 мин 
ультрафиолетом (254 нм) . 

В качестве зонда в ДНК-РНК-гибридизации 
использовали фрагмент гена CuZn-зависимой СОД 
человека (500 п. н.) в составе pBR322> любезно 
предоставленной В. А. Ковалевым [11] . Для конт­
роля постоянства количества Р Н К в пятнах на 
фильтрах использовали рекомбинантную плазмиду 
рВгВЗ, содержащую фрагмент гена рибосомной 18S 
Р Н К крысы [12] . Д Н К , меченную 3 2 Р , с удельной 
радиоактивностью порядка 1 1 0 8 имп/мин" 1 мкг" 1 

получали в реакции с «рассеянной» затравкой [13] . 
Гибридизацию осуществляли в течение 18— 

24 ч при 42 °С в растворе (50 % - й формамид, 750 
мМ NaCl , 75 мМ Na-цитрат , 0,2 % - й SDS, 0,1 %-й 
пирофосфат Na, 0,1 м г / м л гепарина) , содержащем 
около 10 6 имп-мин" 1 мл" 1 денатурированного ме­
ченного 3 2 Р зонда Д Н К . От несвязавшейся радиоак­
тивности фильтры отмывали при той же темпера­
туре последовательно в течение 30 мин в раство­
рах: 2 х SSC; 1 х SSC + 0,1 % SDS; 0,2 х SSC + 
+ 0,1 % SDS. Мембраны радиоавтографировали на 
пленке РМВ в течение 3—7 сут. Пленки с радиоав­
тографами сканировали на лазерном денситометре 
(LKB Ultroscan XL, Швеция ) . Для повторной гиб­
ридизации с другим зондом фильтры полностью 
отмывали от радиоактивной метки в двух сменах 
воды по 2 мин при 90 °С. 

Результаты и обсуждение . Анализ данных Но-
зерн-гибридизации выявил особенности тканеспе-
цифической экспрессии гена CuZn-СОД у мышей 
контрольной группы. Согласно данным, представ­
ленным на рисунке, преимущественный синтез 
м Р Н К указанного ферментного антиоксиданта на­
блюдался в яичках и селезенке исследованных 
животных, тогда как в тканях мозга и печени 
имело место снижение содержания м Р Н К СОД. 
Такие вариации в уровнях транскрипции гена ци-
тозольного изофермента СОД, возможно, и обус­
ловливают специфическую обеспеченность СОД 
клеток разных органов мышей. 

Особый интерес вызывают экспериментальные 
данные, показывающие, что влияние продолжи­
тельного облучения низкой мощности на экспрес­
сию гена СОД в клетках мышей очень зависит от 
типа ткани (см. рисунок) . Длительное действие 
малых доз ионизирующей радиации уменьшало 

20-

Относительное содержание РНК, транскрибированной с генов 
CuZn-супероксиддисмутазы, в различных тканях мышей из 
«киевской» (У) и «чернобыльской» (2) групп: / — печень; II — 
мозг; III — селезенка; IV—яички. Данные микроденситомет-
рии радиоавтографов представлены в произвольных единицах 
оптической плотности. Для каждого органа результат является 
средним для 4—6 различных образцов 

уровни синтеза м Р Н К CuZn-СОД в яичках живо­
тных чернобыльской группы в 1,4 раза, а в селе­
з е н к е — в 1,3 раза. Можно предположить, что ин-
гибирование транскрипции гена этого изофермента 
СОД связано с повышенной радиочувствительно­
стью репродуктивных и кроветворных органов мы­
шей. В то же время в тканях печени и мозга 
радиация вызывала увеличение количества CuZn-
СОД-транскриптов в 2,0 и 1,7 раза соответственно. 
Эти результаты согласуются с данными Харца и 
соавт. [14] , показавшими, что измеренное иммуно-
химическими методами высокое содержание СОД в 
таких органах человека, как мозг, печень, почка, 
сердечная мышца, коррелирует с их радиорези­
стентностью, тогда как органы с низким уровнем 
фермента — костный мозг, селезенка — более уяз­
вимы в отношении ионизирующего облучения. 

В настоящее время нет полной ясности относи­
тельно механизма участия этого фермента в ради-
обиологичских процессах. Например, данные работ 
[15—18] указывают на прямую корреляцию ради­
орезистентности клеток млекопитающих с высоким 
уровнем транскрипционной и ферментативной ак­
тивности Mn-содержащей митохондриальной изо-
формы СОД. Что касается роли цитозольного 
CuZn-зависимого изофермента СОД в этих процес­
сах, то немногочисленные данные неоднозначны 
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[16, 18] . Имеющиеся сведения противоречивы и 
трудно сопоставимы, так как получены в разных 
экспериментальных условиях и системах. 

Таким образом, приведенные в настоящей ра­
боте экспериментальные данные, полученные на 
уровне синтеза Р Н К , представляют собой началь­
ный этап исследований потенциальной роли CuZn-
СОД в обеспечении радиорезистентности клеток 
млекопитающих и показывают, что при малых 
дозах облучения эндогенная СОД может быть отне­
сена к ферментным системам радиационной защи­
ты клетки. 

В. І. Прима, О. I. Мартиненко, Ю. В. Вагін 

Вплив низьких доз радіації на вміст РНК супероксиддисмутази 
в різних тканинах мишей 

Резюме 

Досліджено вміст мРНК ізоформи супероксиддисмутази, що 
містить CuZn (CuZn-СОД), у різних тканинах мишей. За 
допомогою ДНК-РНК-гібридизації з'ясовано, що довгострокова 
дія низьких доз радіації призводить до пригнічення транс­
крипції CuZn-СОД у селезінці і яєчках та стимулює експресію 
гена цього ферменту в печінці і мозку опромінених тварин. 
Обговорюється питання щодо можливої участі CuZn-СОД у 
забезпеченні радіостійкості клітин ссавців. 

V. I. Prima, Е. I. Martynenko, Yu. V. Vagin 

The influence of low doses of radiation on the content of superoxide 
dismutase RNA in different tissues of mice 

Summary 

The content of mRNA coding copper-zinc superoxide dismutase 
(CuZn-SOD) was studied in cells of different tissues of mice. With 
the help of DNA-RNA hybridization it was found that long effect of 
low doses of radiation causes the inhibition of CuZn-SOD trans­
cription in spleen and testicle and stimulates the gene expression of 
this enzyme in liver and brain of irradiated animals. The question 
about possible participation of CuZn-SOD in radioresistance of 
mammals cells is discussed. 
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