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Цель исследования — оценить возможность использования озона для создания индуцированных повреждений ДНК в индивиду-
альных клетках при их анализе с помощью метода ДНК-комет.

Материалы и методы. Экспериментальные исследования выполнены на образцах цельной крови белых нелинейных интактных 
крыс-самцов (n=16) массой 250±25 г. Проведены две серии экспериментов по индукции повреждений ДНК в лейкоцитах на слайдах. 
В первой серии образцы подвергали воздействию гамма-излучения, во второй — слайды обрабатывали озонированным фосфатно-
солевым буфером. Далее проводили лизис клеток, денатурацию ДНК, электрофорез, промывку, окрашивание ДНК SYBR GREEN I, 
флюоресцентную микроскопию и обработку изображений.

Результаты. Разработана новая версия метода ДНК-комет. Установлено, что концентрация озона в озоно-кислородной смеси 
900 мкг/л и время воздействия 10 мин на клетки в слайдах оптимальны для детекции повреждений ДНК и их анализа, при этом приме-
нение озона позволяет минимизировать недостатки и ограничения использования с этой целью источника гамма-излучения.
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The aim of the investigation was to assess the availability of ozone to induce DNA damage in individual cells when analyzing them using 
the Comet assay.

Materials and Methods. Experimental studies were performed on whole blood leukocytes of white non-linear intact male rats (n=16) 
weighing 250±25 g. Two series of experiments were made to induce DNA damage in leukocytes. During the first series the samples were 
exposed to gamma-radiation, and during the second series the slides were treated with ozonized phosphate buffer saline. Further the cells were 
exposed to cytolysis followed by DNA denaturation, electrophoresis, neutralization, DNA being stained with a SYBR GREEN I. Comet visualization 
(fluorescent microscopy) and scoring were performed.

Results. The new version of the Comet assay was developed. Ozone concentration, 900 µg/L, in ozone-oxygen mixture, and the exposure 
time for 10 min on the cells on a microscope slides were found to be optimal for detection of DNA damage and its analysis. In addition, ozone 
application enables to minimize the drawbacks and limitations of gamma-radiation source.

Key words: Comet assay; DNA leukocyte damage; ozone; gamma-radiation.

Метод ДНК-комет, позволяющий определять уро-
вень повреждений и репарации ДНК в отдельных не-
делящихся ядросодержащих клетках, впервые был 
разработан шведскими исследователями Остлингом 
и Йохансоном в 1984 г. [1, 2]. В базе данных Pubmed 
тысячи работ посвящены применению метода в фунда-
ментальных исследованиях и лишь десятки — в клини-
ческой медицине [1, 3–26] (рис. 1).

В ряде сообщений приводятся сведения о том, что 
при таких заболеваниях, как ишемическая болезнь сер-
дца, сахарный диабет 2-го типа, ожирение и злокачест-
венные новообразования, наблюдается повышенный 
уровень повреждений в ДНК лейкоцитов периферичес-
кой крови [22–26].

Опубликованы данные по определению базального 
уровня повреждений ДНК в лимфоцитах перифери-
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ческой крови при раке молочной железы и орофарин-
геальной зоны и при различных солидных опухолях на 
фоне лучевой, химиотерапии и химиолучевой терапии, 
после хирургического удаления опухоли мастэктомией 
и квадрантэктомией [27–30]. В исследованиях показан 
высокий уровень повреждений ДНК, который авторы 
считают серьезным фактором риска рецидива злока-
чественных новообразований.

В литературном обзоре, посвященном критериям 
использования нового метода в клинике для диагнос-
тики рака, s.E. Taube с соавт. [31] утверждает, что 
каждый новый диагностический способ должен пройти 
три основных теста, прежде чем он будет принят для 
рутинного клинического использования. Во-первых, он 
должен быть хорошо отлаженным и воспроизводимым, 
во-вторых, клиническое назначение способа должно 
быть доказано (т.е. с его помощью должен заключать-
ся правильный диагноз, приводящий к улучшению со-
стояния здоровья пациента), в-третьих, медицинское 
сообщество должно быть убеждено в необходимости 
использования этого способа и в преимуществах, кото-
рыми он обладает.

По мнению европейских исследователей [32, 33], ме-
тод ДНК-комет в силу своего удобства пригоден имен-
но для использования в клинической практике — для 
анализа повреждений и репарации ДНК достаточно 
50–100 отдельных ядросодержащих клеток. К тому же, 
что немаловажно, данный метод фактически является 
экспресс-диагностикой: результаты анализа могут быть 
получены в течение нескольких часов. Однако несмот-
ря на эти преимущества, метод ДНК-комет в настоящее 
время все еще не используют в качестве стандартного 
аналитического способа в клинических лабораториях. 

И одной из причин этого является наличие некоторых 
методических трудностей, которые препятствуют хоро-
шей воспроизводимости и отлаженности данного мето-
да [32, 33].

В настоящее время исследователи создают индуци-
рованные повреждения ДНК в индивидуальных клет-
ках на слайдах рентгеновским и гамма-излучением [1, 
4, 34–37]. Для обеспечения такого подхода необходимо 
соблюдение ряда технических требований, существен-
но ограничивающих широкое применение метода ДНК-
комет в практической медицине [38].

В специальном выпуске Оксфордского журнала 
mutagenesis профессор Норвежского университета 
фундаментальной медицины Andrew R. Collins призы-
вает ученых публиковать больше материалов, посвя-
щенных развитию и модернизации метода и исполь-
зованию его в относительно новых или неизученных 
областях исследований [39].

Все сказанное обусловливает актуальность поиска 
новой модификации способа создания индуцирован-
ных повреждений ДНК в индивидуальных клетках при 
использовании метода ДНК-комет.

Цель исследования — оценить возможность ис-
пользования озона для создания индуцированных пов-
реждений ДНК в индивидуальных клетках при их ана-
лизе с помощью метода ДНК-комет.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены 
на лейкоцитах цельной крови 16 белых нелинейных 
интактных крыс-самцов массой 250±25 г. Взятие крови 
(20 мкл) производили из подъязычной вены и смеши-
вали с 500 мкл 0,5% легкоплавкой агарозы. 

Работа проведена в полном соответствии с этичес-
кими принципами, установленными Европейской кон-
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Рис. 1. Основные направления применения метода ДНК-комет в биомедицинских иссле-
дованиях
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венцией по защите позвоночных животных, использу-
емых для экспериментальных и других научных целей 
(принятой в Страсбурге 18.03.1986 г. и подтвержден-
ной в Страсбурге 15.06.2006 г.) и одобрена Этическим 
комитетом НижГМА. 

Конечная концентрация лейкоцитов в растворе со-
ставляла 500 000 кл./мл. Такое разбавление клеток 
является оптимальным для того, чтобы наблюдаемые 
кометы равномерно располагались в поле зрения на 
предметном стекле. Далее готовили слайды с инди-
видуальными клетками в агарозном геле. Для этого 
на предметное стекло наносили слой 1% тугоплавкой 
агарозы и сушили его при комнатной температуре для 
лучшей адгезии следующих наносимых слоев [9, 40]. 
Суспензию клеток, смешанных с 500 мкл 0,5% легко-
плавкой агарозы, наносили на застывший слой 1% ту-
гоплавкой агарозы по 2 капли на стекло и накрывали 
покровными стеклами размером 24х24 мм. Таким об-
разом, на каждом стекле было по 2 слайда с иммоби-
лизованными клетками в агарозном слое. Далее после 
застывания слайдов в течение 4–5 мин при комнатной 
температуре покровные стекла снимали для дальней-
ших манипуляций с клетками в агарозном слое.

Для индукции повреждений ДНК в лейкоцитах на 
слайдах проводили две серии экспериментов по ориги-
нальной схеме, представленной на рис. 2.

Основные процедуры обработки слайдов: лизис 
клеток в составе агарозного геля (1 ч), денатурацию 
ДНК, электрофорез при pH>13, промывку, окрашива-
ние ДНК sYBR GREEN I — проводили, как указано в 
работе [4]. После окрашивания изображения комет 
фотографировали, главным образом в центральной 
части слайдов, где кометы располагались в одной 
плоскости.

Фотографирование проводили цифровой камерой 
серии Ds, модель Ds-Fi2 (Nikon Corporation, Япония), 
соединенной с прямым микроскопом Nikon Eclipse Ni-U 
(Nikon Corporation, Япония). Полученные изображения 
обрабатывали с помощью специализированного про-
граммного обеспечения Comet.exe, разработанного для 
регистрации и анализа отображений В.Н. Степановым 
[41]. Всего в эксперименте было приготовлено 68 слай-
дов на 34 стеклах. Анализировали по 100 комет на 
стекло и из полученных данных рассчитывали сред-
нее значение для каждой экспериментальной точки. 
Для оценки уровня повреждений ДНК использовали 
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Рис. 2. Схема индукции повреждений ДНК в лейкоцитах на слайдах на одном из этапов мето-
да ДНК-комет. ФБ — фосфатно-солевой буфер; ОФБ — озонированный ФБ
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параметр %TDNA — процент ДНК в хвосте кометы [1]. 
Контролем служили клетки без каких-либо воздейс-
твий. Полученные данные были обработаны с помощью 
пакетов прикладных программ microsoft Excel 2010 и 
Attestat.

Результаты и обсуждение. Известно, что воздейст-
вие ионизирующего излучения на клетки подразделя-
ют на прямое и косвенное. В первом случае радиация 
напрямую взаимодействует с компонентами клетки, в 
частности с ДНК, повреждение которой нарушает нор-
мальное функционирование клетки или вызывает ее 
гибель. В случае косвенного воздействия излучение 
взаимодействует с молекулами воды, которые состав-
ляют около 80% вещества клетки, что приводит к ее 
радиационному разложению — радиолизу воды. В ре-
зультате этого процесса образуются свободные ради-
калы, в частности высокореакционный гидроксильный 
радикал ОН•, который обладает сильным цитотоксичес-
ким действием [42, 43].

Озон, реагируя с двойными связями азотистых ос-
нований нуклеиновых кислот, образует озониды, что в 
конечном итоге приводит к образованию однонитевых 
или двойных разрывов в спиралях [44, 45]. В водных же 
растворах происходит спонтанное разложение озона 
и его реакция с ионом гидроксила ОН–, который обра-
зуется в воде за счет диссоциации части ее молекул. 
Ион гидроксила легко и быстро реагирует с озоном по 
достаточно сложному многостадийному механизму с 
образованием свободных радикалов ОН• и ОН2

• [46]. 

Рис. 3. Микрофотография 
нуклеоида клетки, не под-
вергавшейся воздействию 
(%TDNA=0,9); ×200

Рис. 4. Микрофотография 
нуклеоида клетки после воз-
действия озоном при концен-
трации 900 мкг/л в течение 
5 мин (%TDNA=4,6); ×200. 
Стрелкой указана голова ко- 
мет, фигурной скобкой — 
длина хвоста

Рис. 6. Микрофотография 
нуклеоида клетки после од-
норазового воздействия гам-
ма-излучением в дозе 3 Гр 
(%TDNA=12,4); ×200

Радикалы ОН• в свою очередь взаимодействуют с де-
зоксирибозой, входящей в состав нуклеиновых кис-
лот, и это взаимодействие лежит в основе мутагенно-
го действия гидроксильных радикалов. Кроме этого, 
гидроксил-радикалы взаимодействуют с пуриновыми 
и пиримидиновыми основаниями нуклеиновых кислот, 
что может привести к нарушению комплементарности 
оснований в цепи ДНК и в конечном итоге вызвать му-
тацию или гибель клетки [44].

Таким образом, механизм действия ионизирующего 
излучения и озона на ДНК клетки одинаков: в обоих 
случаях возникает окислительный стресс, при котором 
происходит чрезмерная выработка гидроксильного ра-
дикала ОН•.

При воздействии, вызывающем повреждение ДНК, 
выявляются особенности в морфологии ДНК-комет.

Нуклеоиды клеток, не подвергавшихся воздействию, 
имеют вид сферы со светящимся «гало» вокруг кόровой 
части. «Гало» представляет собой петли ДНК, при-
крепленные к белкам ядерного матрикса [47] (рис. 3). 
Кометы, полученные после воздействия на клетки в 
слайдах озоном в озоно-кислородной смеси при кон-
центрации 900 мкг/л в течение 5 мин, имели небольшой 
короткий хвост, состоящий из различных фрагментов 
ДНК (рис. 4). У нуклеоидов клеток после воздействия 
озоном в той же концентрации — 900 мкг/л, но в тече-
ние 10 мин наблюдался уже хорошо выраженный, про-
тяженный хвост (рис. 5). Рис. 3–4 выполнены с исполь-
зованием функции «Авто», встроенной в микроскоп, 

Рис. 5. Микрофотография 
нуклеоида клетки после воз-
действия озоном при концен-
трации 900 мкг/л в течение 
10 мин (%TDNA=12,6); ×200. 
Стрелкой указана голова 
комет, фигурной скобкой — 
длина хвоста
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которая позволяет регулировать яркость изображения 
для обеспечения наилучшего цветовоспроизведения 
объекта.

При сравнении микрофотографий нуклеоидов кле-
ток, полученных после воздействия озоном (см. рис. 5) 
и гамма-излучением в дозе 3 Гр (рис. 6), оказалось, что 
ДНК-кометы имели одинаково протяженные и хорошо 
выраженные хвосты в обоих способах индуцированно-
го повреждения ДНК.

Анализ распределения выборочных данных по кри-
терию Колмогорова–Смирнова показал отсутствие 
отличий от нормального распределения, поэтому в 
дальнейшем был использован параметрический крите-
рий Стьюдента с поправкой Бонферрони при множест-

венных сравнениях. Анализ результатов исследований 
не выявил статистически значимых различий средних 
значений уровня индуцированных повреждений ДНК 
в лейкоцитах цельной крови крыс после воздействия 
озоном при разных концентрациях в озоно-кислород-
ной смеси — 200, 400 и 900 мкг/л — в течение 5 мин 
(рис. 7). Однако уровень индуцированных повреждений 
ДНК в лейкоцитах крови после воздействия на клетки 
озоном при концентрации 900 мкг/л в течение 10 мин 
был статистически значимо выше, чем уровень тако-
вых повреждений после воздействия озоном при всех 
трех концентрациях в течение 5 мин и при концентра-
циях 200 и 400 мкг/л в течение 10 мин.

Сравнение средних значений уровня индуцирован-
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Рис. 7. Средние значения уровня индуцированных повреждений ДНК в лейкоцитах цельной крови 
крыс в зависимости от времени воздействия разными концентрациями озона в озоно-кислородной 
смеси на клетки в слайдах
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Рис. 8. Средние значения уровня индуцирован-
ных повреждений ДНК в лейкоцитах цельной 
крови крыс после воздействия озоном в кон-
центрации 900 мкг/л в течение 10 мин и гамма-
излучением в дозе 3 Гр на клетки в слайдах
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ных повреждений ДНК в лейкоцитах цельной крови 
крыс после воздействия озоном в озоно-кислородной 
смеси при концентрации 900 мкг/л в течение 10 мин 
(%TDNA=12,4±1,3) и после воздействия гамма-излуче-
нием 60Co в дозе 3 Гр (%TDNA 12,5±0,4) статистически 
значимых различий не выявило (рис. 8).

Таким образом, замена гамма-излучения на озони-
рование при анализе повреждений и репарации ДНК 
помогает устранить методические трудности, ограни-
чивающие широкое применение метода ДНК-комет в 
практической медицине.

Заключение. Разработанная версия метода ДНК-
комет — воздействие на клетки в слайдах озоном 
при концентрации озона в озоно-кислородной смеси 
900 мкг/л и времени воздействия 10 мин — является 
оптимальным решением для применения ее в целях 
детекции повреждений ДНК и их анализа и позволяет 
избежать недостатков традиционного использования 
гамма-излучения.
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