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Исследование влияния УФС на жизнеспособность культивируемых клеток без РПС и в их присут-
ствии проводили в 96-луночных планшетах через 24 ч после облучения. Эксперименты по выявлению 
одноцепочечных разрывов ДНК в клетках НаСаТ, подвергнутых воздействию УФС, без РПС и с их 
применением проводили в 24-луночных планшетах после достижения 90 ‒100 % конфлюэнтного моно-
слоя. Непосредственно перед облучением среду заменяли на ИФБ. Сразу после облучения ИФБ заме-
няли на среду ДМЕМ без сыворотки, содержащую ДМСО (контроль и серия УФС) или растворы РПС 
в ДМСО в дозе 50 мкмоль/л (серия УФС + РПС). Клетки культивировались при стандартных условиях 
(37 °С, 5 % СО2). 

Определение цитотоксического действия УФС без РПС и в их присутствии. Количество жизне-
способных клеток определяли с помощью реактива PrestoBlueTM Reagent (Introvigen, США) в соответ-
ствии с инструкцией. Флуоресценцию образующегося продукта (возбуждение 560 нм, эмиссия 590 нм) 
измеряли посредством планшетного флуориметра. Усредненную интенсивность флуоресценции лунок, 
содержащих контрольные клетки, принимали за 100 %.

Выявление одноцепочечных разрывов ДНК в клетках НаСаТ методом ДНК-комет. В ходе экс-
перимента 50 мкл суспензии контрольных и опытных клеток добавляли к 300 мкл заранее приготов-
ленного 0,7 % раствора легкоплавкой агарозы и наносили смесь на предметные стекла, предварительно 
покрытые нормальной агарозой. Препараты помещали в лизирующий буфер и выдерживали в темноте 
20 ч (4 °С). Последующие денатурацию и электрофорез проводили в щелочной среде (рН 13,0). Про-
должительность электрофореза ‒ 20 мин при напряжении 25 В и силе тока 300 мА. Образцы дважды 
промывали в нейтрализующем растворе (рН 7,4, 4 °С) и окрашивали ЭД. Микропрепараты фотогра-
фировали цифровой камерой Canon SX130 (Япония), совмещенной с флуоресцентным микроскопом 
Axiovert 25 (Zeiss, Германия), используя Filter set 15 (EX BP 546/12, BS FT 580, EM LP 590). 

Статистическая обработка результатов. Полученные результаты обрабатывали с помощью стандарт-
ной компьютерной программы Microsoft Excel. Статистические данные представлялись в виде (M ± SD), 
где М – среднее арифметическое; SD – стандартное отклонение. Для оценки разницы между эксперимен-
тальными группами применяли t-критерий Стьюдента, достоверными считались значения р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Исследование цитотоксического действия УФС на кератиноциты человека линии НаСаT 

без РПС и  в  их присутствии. Была изучена цитопротекторная активность флаволигнана силибина 
(рис. 1, а) и флавоноида акацетина (рис. 1, б ).

С этой целью силибин и акацетин добавляли к клеткам сразу после облучения, и они находились 
в среде при последующей инкубации клеток. Данные, приведенные на рис. 2, свидетельствуют, что оба 
соединения достоверно увеличивают количество жизнеспособных кератиноцитов через 24 ч после воз-
действия УФС в сравнении с облученными клетками, инкубируемыми без РПС. 

Исследование влияния силибина и акацетина на количество одноцепочечных разрывов ядер-
ной ДНК в кератиноцитах, подвергнутых воздействию УФС в дозе 0,06 Дж/см2. Известно, что при 
прямом воздействии УФС на ДНК в результате быстрых фотохимических процессов происходит по-
вреждение ДНК и образуются CPDs и 6-4PPs. Клеточным ответом на повреждение ДНК является ак-
тивация механизмов репарации, которые позволяют исправить однонитевые разрывы ДНК, исполь-
зуя в качестве матрицы неповрежденную комплементарную цепь [1]. Однако при достаточно сильном 
повреждении полной репарации не происходит, следствием чего становится апоптотическая гибель 
клеток [5]. В предыдущем разделе показано, что РПС достоверно повышают жизнеспособность облу-
ченных клеток и снижают их апоптотическую гибель. Поскольку РПС добавляли уже после облучения 

Рис. 1. Структурные формулы исследованных соединений: а ‒ силибин; б ‒ акацетин
Fig. 1. The structure of the investigated compounds: а ‒ silybin; b ‒ acacetin


