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Представлены результаты цитогенетического анализа с использованием в основном трехцветного
FISH-окрашивания хромосом лимфоцитов периферической крови одного пациента, подвергшего-
ся облучению в результате аварии на Чернобыльской АЭС в первоначально оцененной по частоте
дицентриков дозе, равной 3.2 Гр. Материал был получен в общем временном промежутке 9053–
12554 дней (24.8–34.4 года) после радиационного воздействия. Не всегда совместно во все сроки
были использованы наборы ДНК-зондов к {1, 4, 12} и {2, 3, 8} парам хромосом. За весь период на-
блюдения геномная частота транслокаций (суммарно полных и неполных) статистически значимо
не изменялась. Ретроспективные оценки дозы были произведены по полученным ранее in vitro за-
висимостям доза–эффект и располагались в диапазонах от 1.98 до 2.44 Гр и от 2.14 до 2.67 Гр при
анализе метафаз всех клеток и только стабильных клеток соответственно. Обсуждается проблема
учета клональных клеток с транслокациями хромосом.
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В настоящее время для цитогенетической ре-
троспективной оценки дозы предлагается ис-
пользовать цельнохромосомное FISH-окрашива-
ние хромосом лимфоцитов периферической кро-
ви [1–5]. При этом наиболее часто применяется
так называемый одноцветный вариант данной
методики [6], хотя на самом деле подсчитывается
число двуцветных структур, возникающих при
обменах между обычно двумя-тремя парами каких-
либо крупных хромосом, которые подверглись ги-
бридизации с олигонуклеотидными ДНК-пробами,
меченными определенным флуоресцентным кра-
сителем, и остальными хромосомами, контрокра-
шенными с помощью других флуоресцентных кра-
сителей, например, DAPI (4',6-диамидино-2-фени-
линдол) или йодида пропидия.

По-видимому, первая ясная демонстрация эф-
фективности ретроспективного восстановления
дозы с помощью FISH-метода была показана че-
рез 6 и 11 лет после инцидента на примере рабоче-

го, пострадавшего от ингаляционного поступле-
ния окиси трития, у которого доза на все тело по
результатам измерения трития в моче и исходной
частоты дицентриков в культуре лимфоцитов пе-
риферической крови составляла 0.47 и 0.38 Гр со-
ответственно [7]. Увеличение времени после об-
лучения не привело к уменьшению частоты
FISH-регистрируемых транслокаций, а оценка
дозы при объединении результатов обоих цитоге-
нетических исследований была равна 0.48 Гр.
В работе [8] представлены примеры нескольких
других случаев удачного применения данного
подхода в сравнении с данными исходной физи-
ческой дозиметрии (0.30–0.56 Гр).

Для цитогенетической ретроспективной оцен-
ки дозы по частотам FISH-регистрируемых
транслокаций, как и для оценки дозы в ближай-
шие сроки после облучения по частотам дицен-
триков, используют соответствующие кривые до-
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за–эффект, полученные после облучения крови
здоровых доноров in vitro [1, 8–11].

Однако при одноцветном FISH-варианте ме-
тода идентификация перестроек возможна толь-
ко между FISH-окрашенными и контрокрашен-
ными хромосомами. Обмены между самими
FISH-окрашенными хромосомами оказываются
неучтенными. Поэтому с целью увеличить число
регистрируемых транслокаций, способствовать
улучшению оценки радиочувствительности и вы-
явлению сложных перестроек хромосом предло-
жили использовать FISH-окрашивание различ-
ных комбинаций отдельных хромосом с помо-
щью разных флуоресцентных красителей [12–15].

В настоящей работе представлены результаты
цитогенетического анализа с использованием в
основном трехцветного FISH-окрашивания хро-
мосом лимфоцитов периферической крови одно-
го пациента, подвергшегося облучению в резуль-
тате аварии на Чернобыльской АЭС в общем
временном промежутке 24.8–34.4 года после ра-
диационного воздействия. Ранее нами с исполь-
зованием трехцветного FISH-метода были полу-
чены кривые доза–эффект для суммарной часто-
ты транслокаций во всех и только стабильных
клетках в культурах лимфоцитов перифериче-
ской крови трех здоровых доноров после γ-облу-
чения in vitro [16]. Эти зависимости были исполь-
зованы для ретроспективной оценки дозы у дан-
ного пациента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА
Материалом для цитогенетических исследова-

ний служила кровь, взятая из кубитальной (сре-
динной локтевой) вены в различные сроки после
радиационного воздействия у пациента Г.О.И.
(1960 г. р., УКН 1047), пострадавшего при ликви-
дации аварии на Чернобыльской АЭС в 1986 г.
Он был оператором центрального зала блока № 4
и в момент аварии находился в подсобном поме-
щении за тонкой перегородкой в 20 м от реактора.
Через 20 мин после того, как помещение запол-
нилось паром, он покинул разрушенный блок.
Через 1 ч после аварии возникли слабость, голов-
ная боль, тошнота и рвота, продолжавшаяся в те-
чение 2 сут. Жидкий стул был в течение первых
суток. По данным цитогенетического исследова-
ния культуры лимфоцитов периферической кро-
ви средняя доза облучения на все тело по частоте
дицентриков составила 3.2 Гр. Доза на щитовид-
ную железу равнялась 11.28 Зв. После проведен-
ного лечения в специализированной клинике па-
циенту был поставлен следующий диагноз: ОЛБ
III степени тяжести от преимущественно внеш-
него относительно равномерного γ-β-облучения,
аппликации и инкорпорации радионуклидов (131I –
65 МБк), костномозговой синдром II степени,
орофарингеальный синдром II степени, местные

лучевые поражения I, II и III степеней тяжести с
поражением 8, 20 и 5% поверхности кожных по-
кровов соответственно (грудь, предплечья, жи-
вот, правое бедро и обе ноги); острый гипотиреоз
(по лабораторным данным). В отдаленный пери-
од после радиационного воздействия пациент
подвергался многократным клиническим обсле-
дованиям, во время которых и производился за-
бор крови для цитогенетических анализов.

Материал для данного исследования был по-
лучен в общем временном промежутке 9053–
12554 дней (24.8–34.4 года) после радиационного
воздействия.

Постановку в стерильных условиях культур
лимфоцитов периферической крови производи-
ли по следующей методике. После самопроиз-
вольного осаждения эритроцитов лейкоцитарную
пленку с частью плазмы (общий объем 1 мл) добав-
ляли к 9 мл среды RPMI 1640 с GlutaMAXTM-I
(“Thermo Fisher Scientific”, США), содержащую
также фитогемагглютинин в конечной концен-
трации 20 мкг/мл (ФГА-П, “ПанЭко”, Россия) и
антибиотики стрептомицин и пенициллин (рас-
творены предварительно в среде). Культивирова-
ние производили в стерильных культуральных
флаконах 25 см2 (“NUNC”) в вертикальном поло-
жении. Для того, чтобы избежать появления в
культурах существенного числа метафаз во втором
митозе, время инкубации в термостате при 37°С со-
ставило 48 ч. За 2–2.5 ч до его окончания в культу-
ральную среду добавляли колхицин (0.5 мкг/мл)
для остановки протекания митозов в стадии мета-
фазы.

Препараты хромосом готовили принятым в
лаборатории стандартным способом [16].

Для выполнения FISH-окрашивания хромо-
сом использовали готовые наборы цельнохромо-
сомных ДНК-зондов фирмы “MetaSystems” (Гер-
мания). Однако в разные сроки после радиацион-
ного воздействия они могли быть различными:
одноцветные ДНК-зонды для 1, 4 и 12 пар хромо-
сом (1 раз), трехцветные ДНК-зонды для 1, 4 и
12 пар хромосом (5 раз), параллельно два набора
трехцветных ДНК-зондов к {1, 4, 12} и {2, 3, 8} па-
рам хромосом (5 раз). Контркрасителем служила
флуоресцентная краска DAPI.

Отметим, что суммарно в этих наборах хромо-
сом относительное содержание ДНК почти сов-
падает: в соответствии с данными, приведенными
в рекомендациях [1], доля ДНК в них по отноше-
нию к мужскому диплоидному набору хромосом
равняется 0.1917 и 0.1966 соответственно.

При обработке и окраске препаратов хромо-
сом руководствовались фирменными инструкци-
ями, прилагаемыми к наборам.

Для автоматического поиска метафаз на раз-
ных препаратах и осуществления собственно ци-
тогенетического исследования пользовались си-
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стемой “Метафер 4” (фирма “MetaSystems”, Гер-
мания). Критериями отбора метафаз для анализа
служили наличие в них квазидиплоидного числа
хромосом (40–46) и полный набор всех FISH-
окрашенных хромосом с учетом всей их суммар-
ной длины. Это согласуется с данными работы
[11], показавшей, что при учете метафаз только с
46 центромерами частота транслокаций была
сравнима с их уровнем при анализе метафаз с 38–
46 центромерами. В соответствии с таким подхо-
дом метафазы, содержавшие делеции по FISH-
окрашенным хромосомам, не вошли в итоговые
результаты анализа, которые содержали только
перестройки хромосомного типа, в продукции
которых участвовали FISH-окрашенные участки
или целые хромосомы (все транслокации, инсер-
ции, инверсии, дицентрики, центрические коль-
ца, ацентрики).

Перевод наблюдаемых частот транслокаций в
геномные частоты с целью возможности их срав-
нения осуществляли с помощью соответствую-
щих уравнений для одноцветного и трехцветного
методов [1]. Уточним, что геномная частота в дан-
ном случае связана с геном-эквивалентной экс-
траполяцией.

При проведении цитогенетического анализа
учитывали нахождение аберраций хромосом в
стабильных и нестабильных клетках. К цитогене-
тически стабильным клеткам относили неабер-
рантные метафазы и метафазы, содержавшие
только стабильные перестройки хромосом – ре-
ципрокные транслокации, перицентрические ин-
версии, инсерции (вставки), контрокрашенные
атипичные хромосомы. В нестабильных клетках
могли находиться только нестабильные аберра-
ции хромосом – FISH-окрашенные и контрокра-
шенные дицентрики, центрические и ацентриче-
ские кольца, парные фрагменты – или они же в
сочетании со стабильными перестройками. Та-
ким образом, при определении стабильности кле-
ток учитывали не только аберрации по FISH-ре-
гистрируемым, но и по видимым контрокрашен-
ным хромосомам. При этом, если не удавалось
произвести точную идентификацию любых контр-
окрашенных перестроек, то такие клетки счита-
лись стабильными при отсутствии или стабиль-
ности FISH-окрашенных аберраций.

Для статистической обработки полученных
результатов (сравнение средних и регрессионный
анализ) использовали пакет программ Statistica 6.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В табл. 1 представлены результаты цитогене-
тического анализа культур лимфоцитов перифе-
рической крови пациента Г.О.И. в отдаленные
сроки после радиационного воздействия. В ней
показаны как реально обнаруженные частоты

аберраций хромосом, так и геномные частоты
транслокаций, рассчитанные в зависимости от
использованного набора ДНК-зондов по соот-
ветствующим формулам [1]. Следует обратить
внимание на то, что наблюдались метафазные
клетки с обменом дистальными участками между
тремя хромосомами как бы “по кругу”, т.е. проис-
ходили три разрыва в трех хромосомах, а затем
возникали двухцветные структуры следующего
вида: FISH-окрашенный “краской 1” центромер-
ный участок + контрокрашенный бесцентромер-
ный участок, FISH-окрашенный “краской 2”
центромерный участок + FISH-окрашенный
“краской 1” бесцентромерный участок, контр-
окрашенный центромерный участок + FISH-
окрашенный “краской 2” бесцентромерный уча-
сток. Обнаружение таких структур возможно
только при трехцветном (мультицветном) FISH-
окрашивании хромосом. Как известно, при од-
ной простой транслокации происходит два раз-
рыва в двух хромосомах, при двух независимых
транслокациях – четыре разрыва в четырех хро-
мосомах. Для итоговой количественной оценки
описываемого обмена участками между тремя
хромосомами, по-видимому, следует считать,
что, как это и не парадоксально, произошло 1.5
транслокации, что и отразилось на данных, пред-
ставленных в табл. 1. С позиций действующего
определения сложных (комплексных) перестроек
хромосом, заключающегося в превышении хотя
бы на единицу числа разрывов над числом вовле-
ченных в процесс хромосом [1], данный феномен
не относится к указанному типу аберраций, хотя
стандартные инсерция или инверсия формально
уже являются сложными перестройками. Вероят-
но, надо более подробно рассмотреть вопрос о зна-
чении дефиниций “простые” и “сложные” аберра-
ций.

Основную массу обнаруженных аберраций
хромосом составили реципрокные транслока-
ции, количество которых варьировало от 90.4 до
98.4% от общего числа всех зарегистрированных
FISH-окрашенных перестроек. Доля нестабиль-
ных аберраций колебалась от 0 до 7.6%. Частота
транслокаций на геном при анализе всех клеток
была значимо в 42–67 раз выше (p < 0.01), чем для
соответствующего возрастного контроля, приве-
денного в работе [16].

В результате осуществления цитогенетическо-
го анализа с помощью трехцветного FISH-метода
были выделены, насколько это возможно при
данной окраске хромосом, два клона лимфоци-
тарных клеток с определенными транслокация-
ми, которые были обозначены как t (4; 8) и t (1; 3).
Первая транслокация при использовании одно-
цветных и трехцветных ДНК-зондов для 1, 4 и
12 пар хромосом выглядит как транслокация (4; ?),
а при использовании трехцветных ДНК-зондов
для 2, 3 и 8 пар хромосом выглядит как транслока-
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ция (?; 8). Соответственно вторая транслокация
при применении одноцветных и трехцветных
ДНК-зондов для 1, 4 и 12 пар хромосом выглядит
как транслокация (1; ?), а при использовании
трехцветных ДНК-зондов для 2, 3 и 8 пар хромо-
сом выглядит как транслокация (?; 3). В табл. 2
приведены частоты этих клоновых транслокаций.
В дальнейшем расчеты общих частот транслока-
ций были выполнены без коррекции и с коррек-
цией на этот феномен. Коррекция на наличие
клонов заключалась в представлении каждого из
них в виде одной клетки с соответствующим вы-
читанием остального клона из общего числа
транслокаций и клеток.

В наиболее раннем в данном исследовании
сроке взятия крови через 9053 дня (24.8 года) по-
сле аварии использовали одноцветные ДНК-про-
бы для 1, 4 и 12 пар хромосом. При последующих
заборах материала (в общей сложности 10 раз)
при окрашивании применяли трехцветные ДНК-
зонды только для 1, 4 и 12 пар хромосом (5 сроков)
или параллельно для {1, 4, 12} и {2, 3, 8} пар хромо-

сом (другие 5 сроков). Сравнение геномных ча-
стот транслокаций для разных наборов ДНК-зон-
дов с помощью критерия знаков для связанных
выборок продемонстрировало отсутствие разли-
чий между ними при анализе как всех, так и толь-
ко стабильных клеток без и с коррекцией на нали-
чие клонов (р = 0.371).

Частоты наблюдаемых транслокаций во всех и
стабильных клетках без и с коррекцией на нали-
чие клонов также существенно не отличались
друг от друга (критерий знаков для связанных вы-
борок: р = 0.453 и 0.423 соответственно).

Изучение зависимости частоты транслокаций
от времени после облучения было осуществлено с
помощью получения соответствующей линейной
регрессии для геномных частот, определенных на
основе пересчета наблюдаемых частот этих абер-
раций при использовании одноцветного и трех-
цветного ДНК-зондов для 1, 4 и 12 пар хромосом.
Коэффициенты корреляции составили 0.388 и
0.417 при уровнях значимости р = 0.239 и 0.231 со-
ответственно для данных без и с коррекцией на

Таблица 2. Клоны клеток по результатам цитогенетического трехцветного FISH-анализа культур лимфоцитов
периферической крови пациента Г.О.И., пострадавшего после аварии на Чернобыльской АЭС, при использова-
нии ДНК-зондов для 1, 4 и 12 и для 2, 3 и 8 пар хромосом
Table 2. Cell clones according to the results of cytogenetic three-color Fish-analysis of peripheral blood lymphocyte cul-
tures of patient G.O.I., affected by the accident at the Chernobyl NPP, when using DNA probes for 1, 4 and 12 and for 2,
3 and 8 pairs of chromosomes

Примечания. 1 Одноцветные ДНК-зонды для 1, 4 и 12 пар хромосом.
2 Трехцветные ДНК-зонды для 1, 4 и 12 пар хромосом.
3 Трехцветные ДНК-зонды для 2, 3 и 8 пар хромосом.

Дата взятия 
материала

День после 
облучения

Частота транслокаций на 100
стабильных клеток

Процент клоновых 
транслокаций от всех 

транслокаций в стабильных 
клетках

все транслокация 
(4; 8)

транслокация 
(1; 3)

транслокация 
(4; 8)

транслокация 
(1; 3)

07.02.11 91981 10.42 0 0 0 0
25.03.14 101952 12.39 0 0.40 0 3.21
20.10.14 104042 12.80 1.37 0.09 10.71 0.71
21.04.15 105872 11.50 1.64 0.44 14.29 3.81
22.03.16 109232 16.21 2.76 0.61 17.03 3.79
06.12.16 111822 16.63 3.84 0 23.10 0
06.12.16 111823 14.79 3.11 0.46 20.99 3.09
18.04.17 113152 14.46 1.43 0.22 9.92 1.53
18.04.17 113153 13.79 0.48 0.36 3.48 2.61
10.04.18 116722 14.78 1.72 0 11.63 0
10.04.18 116723 12.26 1.21 0 9.80 0
19.02.19 119872 11.85 0.61 0 5.13 0
19.02.19 119873 14.03 1.47 0.09 10.56 0.66
08.09.20 125542 15.08 2.51 0 16.67 0
08.09.20 125543 15.03 2.64 0.15 17.56 1.95
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наличие клоновых транслокаций, что демонстри-
рует отсутствие статистически существенной за-
висимости уровня транслокаций от срока взятия
крови в период от 24.8 до 34.4 года после облуче-
ния пациента. Соответствующий график для
транслокаций без коррекции представлен на рис. 1.

Для ретроспективной оценки дозы у пациента
Г.О.И. были использованы фактические данные,
полученные в работе [16]. В ней были построены
кривые доза–эффект для радиационно-индуци-
рованных транслокаций в лимфоцитах перифе-
рической крови после γ-облучения крови здоро-
вых доноров in vitro в дозах от 0.1 до 3 Гр. Для учета
перестроек хромосом использовали трехцветное
FISH-окрашивание с помощью ДНК-зондов к
{1, 4, 12} или {2, 3, 8} парам хромосом раздельно.
При этом, как было установлено, вид набора
ДНК-зондов не влиял на выявленные частоты
транслокаций. Так как в указанной статье [16]
были приведены калибровочные кривые для на-
блюдаемых уровней транслокаций, то примени-
тельно к настоящему исследованию после вычи-
тания из зарегистрированных частот контроль-
ных величин был осуществлен пересчет в
соответствии с известными формулами [1] для
получения радиационно-индуцированных ге-

номных частот. Регрессионный анализ по методу
наименьших квадратов позволил установить сле-
дующие линейно-квадратичные дозовые зависи-
мости для уровней транслокаций при цитогене-
тическом исследовании всех (1) и только стабиль-
ных (2) клеток соответственно:

(1)

(2)
где Y – геномная частота транслокаций на 100 кле-
ток, С – постоянный коэффициент, равный фо-
новой средней геномной частоте транслокаций с
учетом возраста обследуемого лица, D – доза, Гр.
Коэффициент С для пациента Г.О.И. брался из ста-
тьи [17]: для возрастов 50–59 и 60–69 лет он состав-
лял 0.00732 и 0.01008 соответственно. Действи-
тельно, в настоящее время сведения о фоновых
уровнях транслокаций при использовании трех-
цветного FISH-окрашивания очень ограничены
и по ним сложно составить суждение о наличии
или отсутствии их зависимости от возраста обсле-
дуемых людей. Однако, исходя из установленных
в разных работах (например, [17]) возрастных за-
висимостей фоновых частот транслокаций при
использовании одноцветного FISH-метода, мож-

= + ± + ± 2( )3.96 1.31 (6.58 0.54) ,Y С D D

= + ± + ± 2(5.56 1.23) (4.71 0.50) ,Y С D D

Рис. 1. Зависимость геномной частоты транслокаций, выявленных с помощью одноцветного и трехцветного FISH-
окрашивания для ДНК-зондов к 1, 4 и 12 парам хромосом (сплошная линия – линейная регрессия, пунктирные
линии – границы 95%-ного доверительного интервала), от времени после облучения.
Fig. 1. The dependence of the genomic frequency of translocations identified using one-color and three-color FISH staining for
DNA probes to 1, 4 and 12 pairs of chromosomes (solid line – linear regression, dotted lines – borders of 95% confidence inter-
val), from time after irradiation.
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но первоначально использовать эти данные и в
случае применения трехцветного FISH-метода
хромосом, так как в контрольной популяции и в
диапазоне малых доз вероятность появления
транслокаций между FISH-окрашенными хромо-
сомами должна быть очень низка.

Рассчитанные величины доз при анализе всех
и только стабильных клеток без и с проведением
коррекции на наличие клонов представлены в
табл. 3. Хотя в каждый срок забора материала раз-
личия между дозами, оцененными при исследо-
вании всех и только стабильных клеток без кор-
рекции на клоны, не были большими и колебались
от 6.9 до 9.8%, составляя в среднем 2.16 ± 0.04 и
2.34 ± 0.04, однако дозы, определенные по урав-
нению (2), были регулярно выше доз, получен-
ных с использованием уравнения (1), что привело
к существенной статистической разнице между
ними. Это показано с помощью критерия знаков
для связанных выборок (р = 0.0002). Точно так же
дело обстояло и после проведения коррекции на
наличие клонов (р = 0.017). Естественно, дозы по-
сле коррекции на наличие клонов были несколь-
ко ниже, чем без такой коррекции.

Таблица 4 демонстрирует относительное уча-
стие выбранных FISH-окрашенных пар хромо-
сом в различных транслокациях. Более подробно
эти данные будут рассмотрены ниже.

ОБСУЖДЕНИЕ

При описании наблюдаемых перестроек мы
исходили из традиционной терминологии, не об-
ращаясь к специально разработанным для FISH-
метода системам PAINT или S&S, что в междуна-
родных методических рекомендациях считается
допустимым [1]. При этом обнаруженные транс-
локации учитывались суммарно и не разделялись
на полные/неполные (реципрокные/нереципрок-
ные, двунаправленные/однонаправленные). В дан-
ной ситуации на самом деле речь идет о разрешаю-
щей способности FISH-метода. В одной из работ
полагается, что ее граница составляет 10–50 тыс.
пар оснований [18]. Правда, другие авторы [19]
обосновывают существенно более высокую вели-
чину данного порога разрешения: (11.1 ± 0.8) × 106

и (14.6 ± 0.6) × 106 пар оснований для окрашенных
и неокрашенных участков хромосом соответствен-
но. В то же время, как отмечено в [20], длина тело-
мер в хромосомах человека составляет 5–15 тыс. пар
оснований, а они идентифицируются с помощью
FISH-метода, хотя в настоящее время для этого
используются не ДНК-зонды, а более эффектив-
ные PNA-пробы (PNA, Peptide nucleic acid – пепти-
до-нуклеиновые кислоты, созданные искусствен-
но) [21]. С помощью мечения теломер хромосом об-
лученных лимфоцитов было продемонстрировано,
что многие, якобы нереципрокные транслокации

на молекулярном уровне оказываются реципрок-
ными, и частота неполных обменов является
очень низкой [22]. По данным работ [23–25], доля
неполных транслокаций составляет примерно 3–
5%. Таким образом, на самом деле видимая “од-
носторонность” транслокации не обеспечивает
надежную оценку неполноты или нереципрокно-
сти обмена [1]. Также отметим, что, по-видимо-
му, без теломерных проб различные специали-
сты-цитогенетики могут по-разному оценивать
полноту транслокаций.

Для ретроспективной оценки дозы по часто-
там реципрокных транслокаций, включая ис-
пользование FISH-метода, изначально исходили
из мнения об их постоянстве с течением времени
после облучения. Однако результаты цитогенети-
ческих исследований через 8 и 10 лет после ава-
рий в г. Гойяния (Бразилия, 1987 г.) [26] и на Чер-
нобыльской АЭС (1986 г.) [27] показали, что в
общем случае это не так. Действительно, в ука-
занных исследованиях было продемонстрирова-
но, что при первоначально оцененных дозах соот-
ветственно больше 1 и 2 Гр частоты всех зареги-
стрированных FISH-транслокаций оказывались
меньше исходно выявленных частот дицентриков,
хотя, предполагая равновероятную индукцию ди-
центриков и реципрокных транслокаций, частота
последних в отдаленные сроки должна была быть
равной начальной частоте дицентриков. По-ви-
димому, такой эффект был обусловлен элимина-
цией как стабильных, так и нестабильных аберра-
ций при их совместном нахождении в одних и тех
же клетках.

Ранее также было проведено изучение дина-
мики (до 25 лет после облучения) уровней FISH-
зарегистрированных транслокаций у лиц, постра-
давших при аварии на Чернобыльской АЭС и
сгруппированных по степени тяжести развив-
шейся острой лучевой болезни (ОЛБ), которая за-
висела от величины поглощенной дозы [28].
Во всех группах, включая 1-ю степень тяжести
ОЛБ, уровни транслокаций существенно превы-
шали спонтанный уровень и в общем временном
промежутке не имели явной тенденции к сниже-
нию своей частоты, за исключением случаев с
ОЛБ 1-й степени. Время снижения количества
транслокаций до некоторого постоянного уровня
было оценено величиной 5–8 лет интенсивной
элиминации нестабильных аберрантных клеток,
включавших в определенной своей части и транс-
локации. В последующие сроки аберрантные
клетки содержали главным образом аберрации
стабильного типа.

В 1994 г. в Эстонии произошел радиационный
инцидент с похищением из хранилища радиоак-
тивных отходов источника γ-излучения с после-
дующим его нахождением в частном доме [29].
Для дальнейших цитогенетических исследований
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у трех человек из общей группы пострадавших
важно то, что имелись исходные результаты
FISH-анализов [30, 31]. Оцененные средние дозы
на все тело у двух пациентов составили примерно
1 Гр, а у третьего – 2.7 Гр, причем у всех имелись
ожоги на руках и были обнаружены цитогенети-
ческие признаки парциального радиационного
воздействия. В первые четыре года было показало
снижение частот транслокаций до 70% от перво-

начального уровня, по мнению авторов, более
медленное для полных, чем для всех транслока-
ций, хотя отмечается, что это различие не было
статистически существенным. Продолжение ис-
следований до семи лет после инцидента показа-
ло стабилизацию количества транслокаций, де-
лая очевидным достижения минимального уров-
ня в течение первых двух лет. При этом через 5, 6
и 7 лет наблюдалось очень мало дицентриков,

Таблица 3. Рассчитанные величины доз при FISH-анализе всех и только стабильных клеток в культурах лимфо-
цитов периферической крови пациента Г.О.И. в разные сроки после облучения без и с коррекцией на наличие
клонов
Table 3. The calculated values of doses with Fish-analysis of all and only stable cells in the peripheral blood lymphocyte
cultures of patient G.O.I. in different times after irradiation without and with correction for clones

День после 
облучения

Вариант FISH-
окрашивания

Доза (Гр), анализ всех клеток Доза (Гр), анализ стабильных клеток

коррекция на клоны коррекция на клоны

нет есть нет есть

9053 Одноцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

1.98 – 2.16 –

10195 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

2.06 2.02 2.24 2.09

10404 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

2.10 1.97 2.29 2.19

10587 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

1.98 1.79 2.14 2.13

10923 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

2.42 2.17 2.63 1.92

11182 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

2.44 2.16 2.67 2.34

11182 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 2, 3 и 8 парам хромосом

2.25 1.97 2.46 2.33

11315 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

2.29 2.19 2.48 2.13

11315 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 2, 3 и 8 парам хромосом

2.15 2.09 2.36 2.33

11540 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

1.98 – 2.16 –

11672 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

2.27 2.13 2.49 2.33

11672 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 2, 3 и 8 парам хромосом

2.04 1.93 2.19 2.07

11987 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

2.03 1.97 2.18 2.11

11987 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 2, 3 и 8 парам хромосом

2.18 2.06 2.38 2.23

12554 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 1, 4 и 12 парам хромосом

2.30 2.09 2.52 2.28

12554 Трехцветный, ДНК-зонды 
к 2, 3 и 8 парам хромосом

2.26 2.03 2.49 2.22

Среднее ± SE 2.16 ± 0.04 2.04 ± 0.03 2.34 ± 0.04 2.19 ± 0.03
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ацентриков и сложных обменов. В конце концов
был сделан вывод, что содержание транслокаций
в стабильных клетках в течение первых двух лет
равно этому показателю в более поздние времена.
Таким образом, первоначальное снижение выхо-
да транслокаций было вызвано в основном, если
не полностью, путем элиминации нестабильных
клеток, и для ретроспективной оценки дозы ци-
тогенетический анализ необходимо проводить в
стабильных клетках [31, 32]. Однако эти данные в
том числе означают, что в нестабильных клетках в
ближайшие сроки после облучения содержится
больше реципрокных транслокаций, чем в ста-
бильных, что довольно удивительно. Отметим,
что в нашем исследовании, посвященном по-
строению in vitro кривых доза–эффект для транс-
локаций, выявляемых с помощью трехцветного
FISH-метода, также наблюдалась значимо или в
виде тенденции более высокая частота трансло-
каций во всех клетках по сравнению с только ста-
бильными клетками при наибольших использо-
ванных дозах (2 и 3 Гр) [17].

В работе Y. Chen et al. (2009) были представле-
ны результаты продолжительного цитогенетиче-
ского обследования пяти выживших пострадав-
ших (двое погибли) после серьезной радиацион-
ной аварии 25 июня 1990 г. в Китае (г. Шанхай)
[4]. В ходе этого наблюдения были использованы
три различных цитогенетических метода: 1) клас-
сический, 2) G-бэндинг и 3) FISH-окрашивание
1 пары хромосом. Первоначальная оценка дозы
варьировала от 1.9 до 5.1 Гр. К сожалению (по-ви-
димому, из-за ограниченной возможности забора
материала), сроки взятия крови после аварии для
разных методик были в целом не одинаковы, со-
ставляя для 1) 24 ч; 3,5; 5; 6; 9; 12; 14 и 17 лет; для
2) 5; 12; 14; 17 лет и для 3) 8; 9 и 12 лет соответ-

ственно. К 12-му году после облучения количе-
ство дицентриков и колец уменьшилось больше
чем на 90%. Частота же стабильных аберраций
была существенно выше, чем в контроле, и зави-
села от дозы. При использовании G-бэндинга
уровень транслокаций был несколько больше че-
рез 5 лет, чем в последующие сроки, когда он ма-
ло изменялся. Количество FISH-регистрируемых
транслокаций у четырех пациентов с течением
времени несколько снижалось в разной степени,
оставаясь на примерно одном уровне у пятого по-
страдавшего. В целом у авторов создалось впечат-
ление, что, чем большая доза была получена, то с
тем меньшей скоростью частота транслокаций
снижалась со временем, что находится в противо-
речии с данными работ [26, 27, 31].

Как указывалось выше, этап цитогенетиче-
ских исследований, представленный в настоящей
статье, начался примерно через четверть века по-
сле чернобыльской аварии и продолжался около
10 лет. За этот период, как показал регрессион-
ный анализ, частота транслокаций существенно
не изменилась и колебалась в границах от 33.8 до
49.2 на 100 клеток (на геном) при использовании
одноцветных и трехцветных ДНК-зондов к 1, 4 и
12 парам хромосом. Ранее пациент Г.О.И. попал в
группу лиц, которые были обследованы в одной из
германских клиник примерно через 5.5 года после
радиационного воздействия [33]. В программу
обследования входило и проведение цитогенети-
ческого анализа культур лимфоцитов перифериче-
ской крови с помощью одноцветного FISH-окра-
шивания 1, 4 и 12 пар хромосом. Геномная часто-
та всех транслокаций составила у него 26.3 на
100 клеток. Критерий для отбрасывания крайних
вариант не смог продемонстрировать суще-
ственность отличия этой величины от совокуп-

Таблица 4. Участие разных FISH-окрашенных хромосом в радиационно-индуцированных двуцветных трансло-
кациях с контрокрашенными хромосомами у пациента Г.О.И. суммарно по всем срокам забора материала
Table 4. Participation of different Fish-colored chromosomes in radiation-induced translocations with counterstained
chromosomes of the patient G.O.I. total for all terms of sampling

Примечание. * Культура лимфоцитов от 29.11.17 не бралась в расчет, так как она не была проанализирована на наличие кло-
новых транслокаций.

ДНК-зонды 
и коррекция 

на наличие клонов

Число (доля) транслокаций следующих пар FISH-
окрашенных хромосом с контрокрашенными хромосомами Число транслокаций между 

FISH-окрашенными 
хромосомамиДНК-зонды к 1, 4

и 12 хромосомам 1 4 12 сумма

Нет 610 (45.4%) 497 (37.0%) 236 (17.6%) 1343 (100%) 85.5
Есть* 511 (51.7%) 279 (28.42%) 198 (20.0%) 988 (100%)

ДНК-зонды к 2, 3
и 8 хромосомам 2 3 8 Сумма

Нет 204 (34.0%) 186 (30.9%) 211 (35.1%) 601 (100%) 38.5
Есть 204 (39.5%) 179 (34.6%) 134 (25.9%) 517 (100%)
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ности данных, полученных в настоящей работе:
τ = 0.328 при τ0.05 = 0.428 [34]. С другой стороны,
при построении линейной регрессии с учетом
этой ранее полученной варианты коэффициент
корреляции составил 0.645 при уровне значимо-
сти р = 0.0235. Можно ли предположить на этой
основе, что все-таки имело место некоторое по-
вышение уровня всех транслокаций через 24.8–
34.4 года по сравнению с их частотой через 5.5 года
после облучения? Вопрос остается открытым, так
как имеется вероятность наличия межлаборатор-
ных различий при цитогенетической регистра-
ции транслокаций, что может быть допущено из
сведений работы [29].

В целом, исходя из данных литературы и на-
стоящего исследования, ситуация выглядит та-
ким образом, что в первые годы после облучения
(2–8 лет) в процессе элиминации огромного
большинства нестабильных клеток частота транс-
локаций снижается до какого-то зависимого от
дозы уровня, который затем почти не изменяется.
При этом после облучения в дозах 1 Гр и ниже
уровень транслокаций практически не изменяет-
ся [35].

Необходимо еще раз подчеркнуть, что в нашем
исследовании количества транслокаций во всех и
стабильных клетках значимо не отличались друг
от друга, а различия в дозах были обусловлены
только ходом полученных ранее кривых доза–эф-
фект, в которых имелись расхождения в частотах
транслокаций только при дозах 2 и 3 Гр. При этом
различия оценок доз у больного Г.О.И. в числен-
ном отношении были минимальны (до 8%). По-
этому, с нашей точки зрения, в отдаленные сроки
после облучения, собственно говоря, не очень
важно анализируются все клетки или только ста-
бильные, особенно, если полученные дозы были
меньше 2 Гр. Да и самих нестабильных аберра-
ций, а соответственно, и нестабильных клеток в
определенные сроки становится крайне мало.

На постоянство величины регистрируемых ча-
стот радиационно-индуцированных транслока-
ций могут влиять такие факторы как наличие
длительно живущих фракций лимфоцитов или
клоновых транслокаций в линиях клеток, беру-
щих начало от соответствующих стволовых кле-
ток [35]. Как считает J.D. Tucker (2008), может
быть два подхода к вопросу о клетках с клональ-
ными аберрациями: их учет с признанием, что
имеет место единичное событие, т.е. одна клетка,
или игнорирование этого обстоятельства, при-
знавая каждую транслокацию как независимое
событие [36]. В подтверждение последней точки
зрения приводится то рассуждение, что, соб-
ственно говоря, все лимфоциты, в том числе и
нормальные, имеют клональную природу. Задав-
шись вопросом, какую же стратегию выбрать, ав-
тор предлагает при индивидуальных оценках учи-

тывать наличие аномальных клонов, а при попу-
ляционном оценивании доз не делать этого.
Учитывая данные, полученные в настоящей ста-
тье, по-видимому, будет достаточно допустимо не
приводить коррекцию на наличие клонов даже
при ретроспективных оценках доз у отдельных
пострадавших. Разумеется, это относится только
к случаям без образования многоклеточных зло-
качественных клонов. В целом ретроспективные
оценки дозы у пациента Г.О.И. были в среднем
примерно на 30% ниже, чем первоначальная
оценка по частоте дицентриков.

Как уже указывалось, в табл. 4 показаны коли-
чественные данные об участии различных FISH-
окрашенных хромосом в их транслокациях с
контрокрашенными хромосомами, а также общее
число транслокаций между FISH-окрашенными
хромосомами. Без и с коррекцией на наличие
клонов для набора ДНК-зондов к 1, 4 и 12 парам
хромосом по частоте образования транслокаций с
контрокрашенными хромосомами FISH-окра-
шенные хромосомы располагались в следующем
порядке: 1 > 4 > 12 (p < 0.0001). Для набора ДНК-
зондов к 2, 3 и 8 парам хромосом без указанной
коррекции существенных различий между этими
хромосомами не наблюдалось (p = 0.125–0.671),
несмотря на установленную разницу относитель-
ного содержания ДНК в них. После коррекции по
степени участия в этих транслокациях наблюда-
лось следующее расположение рассматриваемых
хромосом: 2 > 8 (p < 0.0001) и 3 > 8 (р = 0.023). Раз-
личие между парами хромосом 2 и 3 было незна-
чимым (р = 0.108). Интересно, что последний
факт наблюдался и в статье [16].

Также по методу, описанному в работе [34],
было осуществлено сравнение между эмпириче-
скими и расчетными частотами участия отдель-
ных FISH-окрашенных пар хромосом в трансло-
кациях, исходя из табличных величин относи-
тельного содержания в них ДНК [1]. Были
получены противоречивые результаты. Так, при
использовании набора ДНК-зондов к 1, 4 и 12 па-
рам хромосом без коррекции на наличие клонов
доля транслокаций с участием хромосомы 1 соот-
ветствовала ее относительной длине, тогда как
для хромосом 4 и 12 этот показатель был значимо
(при р < 0.05) соответственно выше и ниже рас-
четных значений. После коррекции на наличие
клонов для хромосомы 1 участие в транслокациях
было выше ожидаемого, а для хромосом 4 и 12 –
ниже ожидаемого. При применении набора
ДНК-зондов к 2, 3 и 8 парам хромосом без кор-
рекции на наличие клонов транслокаций с 2 и
8 хромосомами было соответственно меньше и
больше предполагаемой частоты, а для хромосо-
мы 3 их количество не отличалось от теоретиче-
ских ожиданий (при р < 0.05). После проведения
коррекции для всех хромосом данного набора
различия по ожидаемому количеству транслока-
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ций с контрокрашенными хромосомами отсут-
ствовали. По-видимому, такое расхождение ре-
зультатов, полученных с использованием разных
наборов ДНК-зондов, обусловлено наличием не-
распознанного(ых) клона(ов) с участием 1 хромо-
сомы. Возрастание доли транслокаций с участием
этой хромосомы автоматически приводит к сни-
жению вклада других хромосом из используемого
набора ДНК-зондов. В основе данной точки зре-
ния лежит представление о прямо пропорцио-
нальной зависимости величины вероятности ин-
дукции двойных разрывов ДНК ее относительно-
му содержанию в отдельных парах хромосом [1],
хотя ряд авторов не согласны с этим положением
[37–39]. В статье [16] после γ-облучения крови
здоровых доноров in vitro и трехцветного FISH-
окрашивания с помощью тех же, как и в данной
работе, наборов ДНК-зондов существенные раз-
личия между эмпирическими и расчетными вкла-
дами отдельных пар хромосом в образование ра-
диационно-индуцированных транслокаций не
наблюдались. Таким образом, если производится
оценка сравнительного участия разных хромосом
в реципрокных транслокациях, то, в отличие от
ретроспективной оценки дозы, осуществление
коррекции на наличие клональных перестроек
становится обязательным. Отклонения же частот
участия в транслокациях отдельных хромосом от
ожидаемых величин, исходя из содержания в них
ДНК, по-видимому, может свидетельствовать о
нераспознанных клонах клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, в настоящей статье с помощью трех-
цветного FISH-окрашивания было проведено
цитогенетическое исследование культур лимфо-
цитов периферической крови пациента, подверг-
шегося радиационному воздействию в дозе 3.2 Гр
(оценка по частоте дицентриков) при аварии на
Чернобыльской АЭС. Общая длительность дан-
ного наблюдения составила приблизительно 10 лет,
начиная с около 25 лет после облучения. В раз-
личные сроки были применены разные наборы
ДНК-зондов. Геномные частоты транслокаций
не зависели от выбранного набора и были при-
мерно одинаковы на протяжении всего периода
исследования. Для ретроспективного определе-
ния дозы использовали калибровочные кривые
для частот радиационно-индуцированных транс-
локаций, полученные ранее в экспериментах с
облучением крови здоровых доноров in vitro. В це-
лом средняя величина этой оценки составила
приблизительно 2.2 Гр, демонстрируя частичное
снижение исходной частоты транслокаций, по-
видимому, вследствие элиминации нестабильных
клеток, в которых стабильные и нестабильные
аберрации хромосом находились вместе.

Хотя ретроспективная оценка дозы была более
высокая при анализе только стабильных клеток,
однако в чисто численном плане разница с ре-
зультатами, полученными при анализе всех кле-
ток, была очень небольшой. Поэтому, по-види-
мому, с практической точки зрения проблема, ка-
кие клетки учитывать, является не очень важной.
Гораздо более критическим является знание того,
какой должна быть величина необходимой кор-
рекции при ретроспективных оценках исходно
различных доз, больших 1 Гр, если такая необхо-
димость возникнет.

Относительно наличия клонов клеток с транс-
локациями хромосом складывается впечатление,
что при клинической относительной норме зна-
чение этого фактора для ретроспективной оценки
дозы также сильно преувеличено. Да, их учет при-
водит к уменьшению величины оценки дозы, но
при дозах больше 1 Гр она уже снижена, а при
меньших дозах вероятность появления клона,
скорее всего, невелика. Если же клон приобретет
черты злокачественности, то при ретроспектив-
ной оценке дозы данное обстоятельство придется
учитывать. Правда, при этом возникнут совер-
шенно другие медицинские проблемы, на кото-
рые будет обращено основное внимание.
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The results of cytogenetic analysis using mainly three-color FISH-staining of chromosome peripheral blood
lymphocytes of one patient are presented in this paper. This patient was subjected to irradiation as a result of
the accident at the Chernobyl nuclear power plant. The initial dose estimated by the dicentrics frequency was
3.2 Gy. The material was obtained in the total time interval of 9053–12554 days (24.8–34.4 years) after radi-
ation exposure. The sets of DNA probes to {1, 4, 12} and {2, 3, 8} pairs of chromosomes were used, but not
always together in all times. Total genomic frequency of complete and incomplete translocations was not sta-
tistically significantly changed for the entire period of observation. Retrospective dose estimates were pro-
duced according to the previously obtained in vitro dependences of the dose-effect. Dose values were located
in the ranges from 1.98 to 2.44 Gy and from 2.14 to 2.67 Gy when analyzing of metaphases of all cells and only
stable cells, respectively. The problem of taking into account of the presence of cell clones with chromosomal
translocations is discussed.

Keywords: peripheral blood lymphocyte culture, acute irradiation, tricolor FISH method, translocations, ret-
rospective assessment of radiation dose
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