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Резюме. Показано, что в процессе  облучения, а 

клеток Candida guilliermondii У-916 ультрафио-

летовых лучей (УФ-В) происходит изменение 

параметров индукционной кривой милли се-

кундной замедленной эмисии света (мс-ЗЭС)  

акридинового оранжевого (АО) в зависимости 

от дозы и  времени выдерживания их после об-

лучения. Существенное влияния на мс-ЗЭС АО 

в клетках оказывает изменение температуры. 

Установлено, что с ростом дозы УФ-В лучей в 

мембранах клеток происходит увеличение кон-

центрации малоновый диальдегид  (МДА) что 

свидетельствует о развитии процесса перекис-

ное окисление липидов (ПОЛ). На основании 

полученных данных предполагается, что сни-

жение содержания МДА при совместном дей-

ствии этих факторов, очевидно, связано с эф-

фектом защиты УФ-В излучением. По-видимо-

му, УФ-В индуцирует усиление механизмов, 

защищающих клеточные структуры от окисли-

тельного повреждения, вызванного нагрева-

нием. 

Abstract. It has been shown that during the 

irradiation of Candida guilliermondii U-916 cells 

by ultraviolet rays (UV-B) occur changes of 

parameters of an induction curve ms-DLE AO 

depending on a dose and time of their survival after 

irradiation. A significant effect on ms- DLE AO in 

cells renders temperature change. It was 

established that by increasing UV-B dose in cell 

membranes happens the increase of MDA 

concentration which indicates the development of 

LPO process. Based on the data obtained, it is 

supposed that the decrease in the MDA content 

under the combined influence of these factors, 

obviously related to the effect of protection from 

UV-B irradiation. Apparently, UV-B induces the 

enhancement of mechanisms, protecting cellular 

structure from oxidative damage caused by heating. 
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1. Введение 

 

 Мониторинговые исследования состояния озонового слоя (как части 

атмосферы), проводимые в разных частях Земли, констатируют о 

прогрессирующем разрушении озонового слоя, связанном с антропогенным 

воздействием на окружающую среду. Вследствие этого увеличивается 
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интенсивность проникновения в приземные слои атмосферы наиболее опасного 

вида УФ излучения - средневолнового (УФ-В 280-320 нм), что ведет к целому 

ряду негативных последствий для человека: преждевременному старению, 

учащению случаев рака кожи (меланомы), катаракты, ослаблению иммунитета. 

Возникновение при воздействии УФ-излучения молекулярных повреждений ДНК, 

не устраняемых (или устраняемых не полностью) репаративными системами 

клетки, а также фото- деструкция белков и биомембран обусловливают развитие 

довольно многочисленных биологических эффектов [5, 8, 14].   

 При повреждающем действии высокой температуры на клетку имеют место 

следующие явления: первичное повреждение, т.е. изменение клеточных 

компонентов, непосредственно вызванное нагреванием: деструктивное 

последствие – совокупность нарушений, вторично развывшихся в звеньях 

клеточного хозяйства, прямо или  косвенно зависящих от первичного очага 

повреждения: реактивное повышение стабильности клеточных компонентов в 

ответ на нагрев-адаптация: репарация повреждения, которая  может 

осуществляться не только после окончания нагрева, но и вовремя его [13]. 

 Современным биофизическим методом исследования, позволяющим изучать 

структурное состояние биомембран, транспорт ионов, трансмембранный 

потенциал, взаимодействие веществ различной природы с мембранами и другие 

процессы, признан метод флуоресцентных зондов [2-3]. Флуоресцентным зондом 

называется молекулярная конструкция, которая изменяет один из параметров 

флуоресценции (интенсивность, время жизни, максимум спектра флуоресценции), 

когда связывается со своей мишенью. Флуоресцентные зонды являются удобным 

инструментом для визуализации и квантификации распределения химических 

веществ, например сигнальных молекул в клетках [1, 4, 7, 9-10]. 

 

2. Материалы и  методы  

 

 Объектом исследования служили  клетки дрожжей Candida guilliermondii 

ВКМУ-916. В работе была использована фотометрическая установка 

позволяющая регистрировать мс-ЗЭС [12]. В установке был применен 

фосфороскоп.  

Источником УФ – излучения служила ртутная лампа СВД-120. Облучение 

проводили дозой 0,7х10
4
–4,5х10

4
 эрг/мм

2
. Контролем служила суспензия 

необлученных клеток.  

Клетки дрожжей подвергали воздействию температуры (20 – 60
0
С, 1-2 мин) 

и облучали УФ-В светом 0,7х10
4
–4,5х10

4
 эрг/мм

2
, либо сначала облучали, затем 

выдерживали в условиях теплового шока (40
0
С, 1-2 мин). О скорости перекисного 

фотоокисления липидов в мембранах судили  по  накоплению одного из  

продуктов  окисления  малонового диальдегида (МДА), концентрацию которого 

определяли с помощью тиобарбитуровой кислоты (ТБК «Sigmа») измеряя 

оптическую плотность  комплекса МДА-ТБК в максимуме спектра его 

поглощения при 532 нм (ε=1,56·10
5
М

-1
 см

-1
) [11]. 

Точность методов анализа  колебалась в пределах 0,2-0,08. Повторность 

опытов изменялась от 3 до 5 результаты экспериментов подвергались статической 
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обработке. Были рассчитаны средние величины и стандартные отклонения от 

средних величин. 

  

3. Результаты и обсуждение 

 

  В настоящей работе изучена миллисекундная замедленная эмиссия света 

(мс-ЗЭС) в клетках дрожжей Candida guilliermondii У-916 в зависимости от 

концентрации акридинового оранжевого (АО). 

 Установлено, что в течение 1-2 минут после включения возбуждающего 

света мс-ЗЭС клеток с АО практически не регистрируется, затем наблюдается 

очень быстрое нарастание интенсивности мс-ЗЭС, которая так же быстро 

достигает максимального значения и стабилизируется на высоком уровне. В 

дальнейшем интенсивность процесса не изменяется и  продолжает протекать в 

стационарном режиме [6].  

При проведении кинетических измерений большое значение имеет 

концентрация красителя. Индукционная  кривая мс-ЗЭС имеет S-образную форму, 

но наблюдается отсутствие пика (рис-1). 

                
 

Рис.1. Интенсивности мс-ЗЭС АО в клетках дрожжей 

При малой концентрации (<10
-5

М) регистрируемое свечение имеет низкую 

интенсивность. мс-ЗЭС АО обнаруживается даже при очень низкой концентрации 

(10
-9

М-10
-8

М)  акридина оранжевого. В условиях, постоянной плотности клеток 

(10
8
кл/мл) при увеличении концентрации АО, стационарное положение 

кинетических показателей мс-ЗЭС  также увеличиваются и при 10
-5

М, достигает 
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максимального значения. Необходимо отметить, что при более высокой 

концентрации АО (10
-4

М ) интенсивность мс-ЗЭС снижается. 

При плотности клеточной суспензии 10
8
 кл/мл и концентрации АО 10

-5
М,  

мс-ЗЭС достигает максимального значения. Время возникновения мс-ЗЭС  

изменяется в зависимости от концентрации АО (10
-9 _

10
-4

М). В ходе эксперимента 

было выяснено, что при низкой концентрации АО (10
-9 

-10
-6

М) у возникшей мс-

ЗЭС продолжительность этапа Т1_-начало появления мс-ЗЭС (длительность 

латентного периода) составляет 3 минуты. При более высокой концентрации АО 

(10
-6

М, 10
-5

М) продолжительность этапа Т1 составляет 2 минуты. При плотности 

клеточной суспензии дрожжей 10
6
 кл/мл длительность латентного периода  мс-

ЗЭС  составляет 5 минут, а при плотности клеточной суспензии 10
7
 кл/мл время 

возникновения мс-ЗЭС АО уменьшается (3 минуты). Однако, как указывалось 

выше, индукционная кривая при концентрации АО 10
-5

М и плотности клеточной 

суспензии 10
8
 кл/мл мс-ЗЭС АО достигает своего максимума и продол-

жительность этапа Т1 составляет 2 минуты. Известно, что монамерная форма 

акридинового оранжевого существующая в сильно разбавленных растворах, 

характеризируется следующими оптическими свойствами максимум поглощения 

494 нм, максимум люминесценции 530 нм, время жизни возбужденного состояния 

r=2·10
-9

 С. В концентрированных растворах акридиновый оранжевый существует 

в димерной форме с иными оптическими характеристиками  максимум 

поглощения 465 нм, максимум люминесценции 640 нм, время жизни 

возбужденного состояния r=20·10
-9

. С увеличением исходной концентрации 

красителя максимум спектра возбуждения димеров (r=490нм) растет. При этом 

изменяется соотношение между максимумами возбуждения флуоресценции 

мономеров (r=530 нм ) и димеров. Уже при концентрации красителя  5·10
-3 

М в 

клетках дрожжей наблюдается почти полное исчезновение максимума 

возбуждения флуоресценции мономеров. Зависимость мс-ЗЭС клеток дрожжей 

Candida guilliermondii Y-916 от концентрации акридина оранжевого показывает, 

что концентрация АО является одним из факторов, определяющих мс-ЗЭС клеток 

дрожжей. На рисунке 2 и 3 представлены данные характеризующие изменение 

параметров индукционной кривой мс-ЗЭС АО в клетках дрожжей в зависимости 

от времени выдерживания их после облучения. Из приведенных данных видно, 

что стационарный уровень  индукционных кривых возрастает в зависимости от 

дозы УФ -В лучей и времени выдерживания их после облучения. Так, например, 

при малых дозах УФ-В лучей (1,5·10
4 

-3,5· 10
4 

эрг/мм
2
) стационарный уровень 

индукционных кривых возрастает в 6 раз по сравнению с контролем после 24 

часового выдерживания облученных клеток (рис.2). 

При облучении клеток большими дозами УФ-В лучей (3·10
4 

-4,5·10
4 

эрг/мм
2
) 

стационарный уровень индукционных кривых возрастает в 5 раз, при 

выдерживания клеток после облучения, в течении 6 ч. После 24 часового 

выдерживания клеток этот уровень несколько уменьшается, но значительно 

повышается стационарный уровень индукционных кривой мс-ЗЭС АО 

наблюдаемой у контрольных клеток. При 4,5·10
4 

эрг/мм
2
 облучении клеток 

стационарный уровень на  индукционных кривых не возрастает. Определение 

начало появления мс-ЗЭС АО и времени достижения стационарного  уровня на  

индукционных кривых показало, что изменение этих параметров мс-ЗЭС АО 
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зависит о дозы УФ-В лучей и времени выдерживания клеток после облучения. С 

увеличением дозы УФ-В лучей и времени выдерживания клеток после облучения 

удлиняется время появления мс-ЗЭС АО и время достижения стационарного 

уровня. 

 

 
 
Рис.2. Зависимость показателей мс-ЗЭС АО в клетках  от дозы УФ -B -излучения при  

различном времени выдерживания после облучения 

 

 
 

Рис.3. Зависимость показателей мс-ЗЭС АО в клетках от дозы УФ- B лучей при  различном  

времени выдерживания после облучения 
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Увеличение времени появления и времени достижения стационарного 

уровня у клеток облученных большими дозами (3,7-4,5·10
4 

эрг/мм
2
) наблюдается 

не сразу после их облучения. 

Как было нами показано, индукционная кривая мс-ЗЭС АО в клетках 

облученных УФ светом имеет пик. При тех дозах УФ-В (1,5·10
4 

эрг/мм
2
) когда 

стационарный уровень индукционной кривой резко возрастает и имеет 

максимальное значение, то высота пика также увеличивается. 

Концентрация АО оказалось существенным фактором, определяющим его 

свечение в к клетке. Интересно отметить, что свечение начинает регистрироваться 

при очень низких концентрациях АО (менее чем 10
-8

М). С увеличением 

концентрации красителя выход свечения возрастает и при концентрации 10
-5

 М 

достигает максимального значения. При более высоких концентрациях красителя 

(выше 10
-4

М) выход свечения резко подавляется. Это закономерность 

наблюдается и при УФ-В облучении клеток. 

 

 
 

Рис.4.  Зависимость показателей мс-ЗЭС АО в клетках от температуры 

 

 В зависимости от концентрации АО изменяются параметры индукционных 

кривых мс-ЗЭС АО.  В УФ-В -облученных клетках с повышением концентрации 

АО, удлиняется время появления мс-ЗЭС АО и время достижения стационарного 

уровня, максимальная высота пика в этих клетках наблюдается при  концентрации 

АО 10
-5

 М. Существенное влияние на мс-ЗЭС АО в клетках оказывает изменение 

температуры. 

Результаты опытов показали, что в зависимости от температуры изменяется 

форма индукционных кривых мс-ЗЭС АО в необлученных и  клетках 

подвергнутых воздействию УФ-света (рис.4). 
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Известно, что при пероксидации липидов наблюдается изменение состава 

жирных кислот мембраны или уменьшение их количества. В результате чего 

нарушается проницаемость клеточной мембраны. 

УФ-В излучение подвергает модификации клеточные мембраны изменяя 

проницаемость мембран и мембранных транспортных систем: ненасыщенные 

жирные кислоты легко окисляются в перекисные соединения.  

Последствия повреждений компонентов мембран, вызванных УФ-В 

излучением довольно значительны, что на современном этапе вызывает 

необходимость более глубокого изучения влияния УФ-В излучения на процессы 

ПОЛ биомембран. 

Именно на уровне дрожжевой клетки вопросы связанные с регуляцией  

ПОЛ наименее изучены по сравнению с другими организмами, в то время как 

клеточные регуляторные механизмы у микроорганизмов играют существенно 

большую роль и проявляются более отчетливо чем у других биологических 

систем. Комбинированное влияние различных факторов на процессы 

пероксидации липидов изучено недостаточно. 

В настоящей работе изучено влияние УФ-В излучения и температуры на 

процессе ПОЛ в клетках дрожжей. 

С ростом дозы УФ-В лучей (0,7·10
4
-4,5·10

4
эрг/мм

2
) в мембранах клеток 

происходит увеличение концентрации МДА, что свидетельствует о развитии 

процесса ПОЛ. При УФ-В облучении клеток дозой 3,0·10
4
 эрг/мм

2
, концентрация 

МДА  была наибольшей, которая превышала контрольные значения в 2 раза. При  

дозе УФ-В 3,7·10
4
-4,5 х10

4 
эрг/мм

2
 количество МДА понижалось до уровня 

контроля и ниже. 

При изучении влияния температуры на содержание МДА в клетках 

дрожжей, обнаружено, что воздействие температурой 40
0
С приводит к  

значительному увеличению содержания МДА. Наибольшая концентрация МДА 

обнаруживалось при режиме воздействия 40
0
С в течение 5 минут. После 

инкубации клеток в течение 10 минут при температуре 40
0
С содержания МДА 

понижалось до уровня контроля. 

Было исследовано совместное действие УФ- В излучения и температуры 

на клетки дрожжей. Установлено, что при последовательном действии 40
0
С (1, 2 

мин.) и УФ-В (1,5·10
4
 эрг/мм

2
) облучения на клетки дрожжей количество МДА 

уменьшается по сравнению с клетками обработанными только температурой. 

Таким образом, можно заключить, что снижение содержания МДА при 

совместном действии этих факторов, очевидно, связано с эффектом защиты  

УФ-В излучением. По-видимому, УФ-В индуцирует усиление механизмов, 

защищающих клеточные структуры от окислительного повреждения, 

вызванного нагреванием. Тепловой стресс либо изменяет структуру мембран 

клеток дрожжей таким образом, что она становится более устойчивой к 

действию процесса ПОЛ, либо влияет на функциональное состояние клетки и  

активирует ее защитные системы. При стимуляции ПОЛ в мембранах 

уменьшается содержание липидов, также меняется микровязкость и 

электростатический заряд. При более глубоком окислении фосфолипидов 

нарушается структура липидного бислоя и появляются дефектные зоны в 

мембранах клеток, а это нарушает функциональную  активность. Гипертермия 
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приводит к значительным изменениям в метаболизме, что сопровождается 

увеличением образования в них АФК и, как следствие повреждением  

клеточных структур, одним из показателей, которых является активация 

реакции ПОЛ.                                     
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