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Введение. Проведена экспериментальная оценка влияния четырёххлористого углерода – хлорор-
ганического соединения с химической формулой ССl4 (тетрахлорид углерода, фреон-10, асордин, 
хладон-10) и трансплантации клеток фетальной печени (КФП) на степень деградации и процессов 
репарации ДНК в клетках печени крыс, используя метод щелочного гель-электрофореза единичных 
клеток.
Материал и методы. Острое токсическое поражение печени крыс моделировали однократным 
внутрижелудочным введением крысам-самкам линии Вистар препарат CCl4 в масляном раство-
ре в дозе 3000 мг/кг массы тела. В качестве протекционного средства использовали суспензию  
КФП 19-суточных плодов крысы. Для количественной оценки и степени повреждения ядерной 
ДНК клеток печени применяли метод щелочного электрофореза единичных клеток (ДНК-комет) 
на 1-, 3-, 5-, 7-е и 16-е сутки эксперимента.
Результаты. Внутривенное введение КФП через 6 ч после воздействия тетрахлорметана активи-
ровало процессы репарации ДНК в гепатоцитах крыс на 5–7-е сутки, что приводило к снижению 
интенсивности повреждения ядерной ДНК. Тенденция к уменьшению числа неповреждённых  
гепатоцитов сохранялась и на 16-е сутки эксперимента, при этом усиление репаративных процессов 
после введения КФП реализовалось в достоверном сокращении количества гепатоцитов с высокой 
интенсивностью повреждения ядерной ДНК. 
Ограничение исследования. Для предотвращения нежелательной гибели животных в группе, исследо-
вания были ограничены дозой 3000 мг/кг м. т. препарата CCl4 в масляном растворе.
Заключение. Использованный в наших экспериментах метод щелочного гель-электрофореза 
единичных клеток (ДНК-комет) позволил количественно оценить степень повреждения генома 
и его репарацию. Выявленные позитивные результаты свидетельствовали о протекторной роли 
КФП на структуру ДНК клеток печени крыс, после острого воздействия CCl4. 
Ключевые слова: метод ДНК-комет; клетки фетальной печени (КФП); генотоксичность; трансплантация; 
репарация; тетрахлорид углерода
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Assessment of the effect of cell transplantation  
on DNA repair in rat hepatocytes exposed  
to carbon tetrachloride (CCl4) by DNA comet assay
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Introduction. The effect of carbon tetrachloride (freon-10, asordin, hladon-10) is an organochlorine 
compound with the chemical formula CCl4 and the subsequent transplantation of fetal liver cells (FLC) on 
DNA degradation and repair in rat hepatocytes by means of alkaline single-cell gel electrophoresis (DNA 
comet assay) was assessed.
Material and methods. Acute toxic damage to the rat liver was simulated by a single oral administration  
to female Wistar rats of CCl4 in an oil solution at a dose of 3000 mg/kg. As a protective agent, a suspension 
of FLC of E19 rat fetuses was used. Quantitative assessment of the degree of damage to the nuclear DNA  
of liver cells was performed by DNA comet assay on days 1, 3, 5, 7 and 16 of the experiment.
Results. Intravenous injections of fetal liver cells 6 h after exposure to CCl4 induces DNA repair processes 
in rat hepatocytes in 5–7 days and led to a decrease in the intensity of nuclear DNA damage. The trend 
toward a decrease in the number of undamaged hepatocytes continued on the 16th day of the experiment, 
and, therewith, the enhancement of reparative processes after FLC injection revealed itself in in a significant 
decrease in the number of hepatocytes with a high intensity of nuclear DNA damage. 
Limitations. To prevent unwanted death of animals in the group, studies were limited to a dose of 3000 mg/kg 
of CCl4 in oil solution.
Conclusion. The method of alkaline single-cell gel electrophoresis (DNA comet assay) allowed quantitative 
assessment of the degrees of genome damage and repair. The obtained positive results suggest that FLC exert 
a protective effect of the structure of the DNA of rat liver role after acute exposure to CCl4. 
Keywords: DNA comet assay; fetal liver cells (FLC); genotoxicity; repair; transplantstion; carbon tetrachloride
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Введение
В настоящее время существует множество ме-

тодов оценки повреждений структуры молекулы 
ДНК, индуцированных физическими, химиче-
скими и другими факторами, однако не все они 
обладают чувствительностью и специфичностью, 
позволяющим оценить их патогенетическое дей-
ствие. Повреждение структуры ДНК в клетках 
может инициировать развитие патологических 
процессов в организме (в том числе нарушений 
процессов пролиферации, дифференцировки и 
гибели клеток), в связи с этим особую важность 
приобретает регистрация первичных поврежде-
ний в структуре ДНК, когда патологические про-
цессы в организме еще не запущены и не реали-
зованы на физиологическом уровне [1]. 

Наиболее перспективным и современным 
является сравнительно недавно разработан-
ный, но уже широко используемый метод ще-
лочного гель-электрофореза единичных клеток 
«ДНК-комет». Метод «ДНК-комет» становится 
неотъемлемой частью программ большинства 
исследований, связанных с изучением накопле-
ний повреждений ДНК и активности систем её 
репарации практически в любых эукариотиче-
ских клетках [1, 2], индуцированных преимуще-
ственно химическими факторами. 

Четырёххлористый углерод (тетрахлорид уг-
лерода, фреон-10, асордин, хладон-10) – хлорор-
ганическое соединение с химической формулой 
ССl4, является политропным химическим аген-
том, способным взаимодействовать с различны-
ми структурами клетки, вызывать белковую и 
жировую дистрофию гепатоцитов, инициировать 
оксидативный стресс и в целом обладает обще-
токсическим действием, но, несмотря на обшир-
ные исследования, данные о специфическом 
воздействии ССl4 на геном клетки печени пред-
ставлены недостаточно полно [3]. В связи с этим 
оценка влияния ССl4 на генетический аппарат 
гепатоцитов представляется весьма актуальной 
задачей.

В последние годы в экспериментальных ра-
ботах, среди многочисленных способов коррек-
ции поражений печени, активно используется 
клеточная терапия, которая основывается на 
стимуляции собственных стволовых клеток ор-
ганизма или введении стволовых (прогенитор-
ных) клеток, полученных из органов взрослого 
организма, а также эмбриональных и фетальных 
стволовых клеток. Поиск оптимальных источ-
ников клеток и получение функционально ак-
тивных типов клеток для трансплантации при 
различных поражениях печени остаётся одной 

из основных задач экспериментаторов. Несмот-
ря на большое количество исследований [4–6]  
в области клеточной трансплантологии, све-
дений о репарационных процессах в молекуле 
ДНК клеток печени после введения клеточного 
материала, недостаточно.

Последние наши исследования были посвя-
щены оценке эффективности коррекции острого 
токсического гепатита, индуцированного ССl4, 
клетками фетальной печени (КФП) и изучению 
их роли в обеспечении регенераторных процес-
сов в печени [7]. В работе представлено описание 
общетоксического действия химиката и восста-
новительных процессов, произошедших в печени 
крыс после трансплантации КФП.

Цель исследования – провести эксперимен-
тальную оценку влияния ССl4 и трансплантации 
клеток фетальной печени (КФП) на степень де-
градации ДНК и процессов репарации ДНК в 
клетках печени крыс, используя метод щелочно-
го гель-электрофореза единичных клеток.

Материал и методы
Острое токсическое поражение печени крыс 

моделировали однократным внутрижелудочным 
введением крысам-самкам линии Вистар препа-
рата CCl4 в масляном растворе в дозе 3000 мг/кг 
массы тела. В качестве протекционного средства 
использовали суспензию КФП 19-суточных пло-
дов крысы [7]. 

В ходе эксперимента животные были разделе-
ны на три группы: 1-я (контрольная) группа со-
стояла из интактных животных; 2-я группа – по-
зитивный контроль (животным однократно вну-
трижелудочно вводили ССl4 в дозе 3000 мг/кг); 
3-я (группа коррекции) – животные, которым 
наряду с ССl4 вводили в хвостовую вену КФП в 
количестве 5 млн клеток в объёме 100 мкл. Клет-
ки фетальной печени вводили крысам через 6 ч 
после применения ССl4. 

Некропсию животных, после эвтаназии эфи-
ром, проводили на 1-, 3-, 5-, 7-е, и 16-е сутки по-
сле инъекции ССl4, у крыс иссекали печень. За-
тем из ткани печени получали чистую клеточную 
суспензию, смешивали её с легкоплавкой агаро-
зой и наносили на специально подготовленные 
предметные стёкла, далее препараты помещали 
в лизирующий раствор и спустя некоторое время 
проводили щелочной гель-электрофорез по ра-
нее использованному нами и описанному в ли-
тературе методу [8].

Полученные препараты исследовали с помо-
щью люминесцентного микроскопа Axioskop 
40 FL (Carl Zeiss, Германия) и видеосистемы с 
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цифровой камерой. На всех препаратах анали-
зировали не менее 50 «ДНК-комет» без наложе-
ний хвостов. Обработку сохранённых цифровых 
изображений выполняли с помощью программы 
СometScore (Tri Tek Corp., США). 

В качестве показателя повреждения ядерной 
ДНК клеток использовали процентное содер-
жание ДНК в хвосте кометы (% DNA in Tail) [8]. 
Для определения доли клеток с разной степе-
нью повреждения ДНК-кометы распределяли по 
группам в зависимости от величины показателя 
«% ДНК в хвосте» от 0 до 20% и более [9]. 

Статистическую обработку данных проводили 
на основе множественных сравнений, исполь-
зуя тест Бартлета, предварительно оценивали 
однородность дисперсий в изучаемых выборках. 
При подтверждении однородности использовали  
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) 
с последующей коррекцией уровней различий 
между контролем и подопытными группами по 
t-тесту Бонферрони или q-тесту Даннета, при от-
сутствии однородности дисперсий для сравнения 

средних величин в группах применяли непара-
метрический критерий Краскела–Уоллиса с кор-
рекцией по тесту Данна [10, 11]. Различия считали 
достоверными при p < 0,05. Данные обрабатывали 
с помощью статистической компьютерной про-
граммы Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., США).

Результаты и обсуждение
Оценку влияния клеточной трансплантации 

на процессы репарации ДНК в гепатоцитах крыс 
после повреждения ССl4 проводили с использо-
ванием метода ДНК-комет. После проведения 
автоматического подсчёта процентного содержа-
ния ДНК в ядрах гепатоцитов, полученные дан-
ные были распределены на несколько категорий 
в зависимости от величины показателя «% ДНК 
в хвосте» [9]. 

В контрольной группе доля клеток с низкой 
степенью повреждения ДНК превалирует (56,2%) 
над гепатоцитами с высокой степенью поврежде-
ния (5,2–6,5%) ДНК в хвосте кометы (таблица). 

Уровень ДНК-повреждений гепатоцитов печени крыс после воздействия CCl4  
и последующей трансплантации КФП

DNA damage in rat liver hepatocytes after CCl4 exposure and subsequent FLC transplantation

Некропсия, 
сутки после 

инъекции 
ССl4

Вещество (группа крыс)
Доля клеток с разной степенью повреждённости ДНК, %

5 10 15 20 20 и более 

Контроль (интактные животные) 56,2 21,2 10,9 5,2 6,5

1-е
ССl4 (позитивный контроль)

44,6 
р < 0,001* 23,9 17,0

р < 0,001*
8,5

р < 0,05* 6,0

ССl4 + КФП 41,7 
р < 0,001* 23,0 15,5

р < 0,05*•
9,7 

р < 0,01*
10,0 

р < 0,05*

3-и
ССl4 (позитивный контроль) 59,0 20,0 9,4 5,1 6,6

ССl4 + КФП 53,4
р < 0,01* 19,0 12,0 5,9 9,8 

р < 0,01*

5-е

ССl4 (позитивный контроль)
37,8 

р < 0,001* 21,2 13,6 
р < 0,05*

10,1 
р < 0,001*

17,3 
р < 0,001*

ССl4 + КФП
43,0  

р < 0,001*
р < 0,05•

21,5 14,0 
р < 0,05*

9,0 
р < 0,001*

12,6  
р < 0,001*
р < 0,05•

7-е
ССl4 (позитивный контроль)

50,0
р < 0,01* 22,4 15,0 

р < 0,01* 7,2 5,5

ССl4 + КФП 56,6
р < 0,05• 15,2 12,0 6,3 9,8 

р < 0,01*

16-е

ССl4 (позитивный контроль)
37,4 

р < 0,001* 23,3 16,2 
р < 0,001*

10,8
р < 0,001*

12,3
р < 0,001*

ССl4 + КФП 42,3
р < 0,001* 22,0 16,7

р < 0,001*

9,6  
р < 0,001*
р < 0,01•

9,6
р < 0,01*•

Примечание. Различия достоверны: * – с группой интактных животных (контроль); • – с группой позитивного контроля.
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Визуальный осмотр микрофотографий клеток 
печени показал, что молекула ДНК гепатоцитов 
интактных крыс формировала симметричное 
ядро и окружающий его электрофоретический 
след, представленный в виде фрагментов и петель 
сверхполимерных молекул ДНК, вышедших в 
агарозу под влиянием электрического поля. 

На препаратах гепатоцитов животных подо-
пытной группы, подвергавшейся воздействию 
ССl4 (позитивный контроль), электрофорети-
ческий след вокруг молекул ДНК образовывал 

более выраженные хвосты кометы разного раз-
мера, что скорее всего обусловлено деградацией 
генома и более существенной миграцией фраг-
ментов ДНК (рис. 1, а, б). 

Сравнение долей клеток с различной степе-
нью повреждения ядерной ДНК показало, что в 
1-е сутки эксперимента процент неповреждён-
ных клеток (от 0 до 5%) в печени подопытных 
животных был значительно снижен (р < 0,001) 
как в группе позитивного контроля (ПК), так 
и в группе, получившей инъекцию КФП. Доля 
гепатоцитов с выраженной степенью поврежде-
ния клеток в подопытных группах достоверно 
выше, чем в контроле (р < 0,05). К 3-м суткам 
эта тенденция сохранялась, но была менее вы-
ражена. Внутривенное введение КФП в эти сро-
ки (с 1–3-х суток) не влияло на интенсивность 
повреждения ядерной ДНК (см. таблицу).

Стоит отметить, что в течение 1–3-х суток 
эксперимента в группе позитивного контроля 
наблюдался выраженный цитотоксический эф-
фект ССl4, проявляющийся в наличии большо-
го числа некротических гепатоцитов, которые 
не учитывались в ходе анализа. Этот эффект 
подтверждался результатами патоморфологи-
ческого анализа. В течение первых трёх суток 
после воздействия CCl4 в печени отмечались 
выраженные центролобулярные некрозы па-
ренхимы с нарушением трабекулярного строе-
ния центральных зон, атипичные митозы, гид-
ропическая, белковая, углеводная и жировая 
дистрофии (рис. 2). 

а б

←
←

←

←

←

Рис. 1. Микрофотографии «комет», формируемых клетками печени в контрольных (а) и экспериментальных (б) условиях 
после острого воздействия CCl4, щелочной гель-электрофорез, ув. ×200.

Стрелками указаны примеры ДНК-комет клеток с неповреждённой (а) и повреждённой (б) ДНК. 

Fig. 1. Micrographs of comets formed by liver cells under control (a) and experimental (б) conditions after acute exposure  
to CCl4, alkaline gel electrophoresis, ×200.

Arrows point to the DNA comets of cells with intact (а) and damaged DNA (б). 

Рис. 2. Печень (3-и сутки после воздействия CCl4). 
Позитивный контроль. Атипичные митозы гепатоцитов. 

Окраска гематоксилин-эозин, ув. ×630.
Fig. 2. Liver (three days after exposure to CCl4). Positive control. 

Atypical mitoses of hepatocytes. Stain: hematoxylin-eosin, ×630.
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Начиная с 5-х суток (и в последующие сро-
ки) исследования, во всех подопытных группах 
крыс процент неповреждённых клеток пече-
ни был достоверно снижен (р <0,001; р <0,01), 
что свидетельствовало о повышенном уровне 
фрагментации ядерной ДНК после воздействия 
CCl4 (см. таблицу). В подопытных группах с 
введением КФП отмечалось достоверное уве-
личение неповреждённых гепатоцитов (р < 0,05  
на 5–7-е сутки), а также снижение числа гепато-
цитов с высокой интенсивностью повреждения 
ядерной ДНК (р < 0,05). Патоморфологический 
анализ в эти же сроки показал, что деструктивные 
изменения паренхимы после трансплантации 
КФП снижались, уменьшалась интенсивность 
дистрофических процессов, происходило восста-
новление трабекулярного строения центральных 
зон, в паренхиме наблюдались остаточные явле-
ния жировой дистрофии, но менее выраженные, 
чем в группе ПК (рис. 3, а, б). 

Таким образом, внутривенное введение КФП 
через 6 ч после воздействия тетрахлорида углеро-
да активировало процессы репарации ДНК в ге-
патоцитах крыс на 5–7-е сутки, что приводило к 
снижению интенсивности повреждения ядерной 
ДНК. Тенденция к сокращению числа неповре-
ждённых гепатоцитов сохранялась и на 16-е сутки 
эксперимента, при этом усиление репаративных 
процессов после введения КФП реализовалось в 
достоверном снижении количества гепатоцитов с 
высокой интенсивностью повреждения ядерной 
ДНК (р < 0,01 по отношению к группе ПК).

Заключение 

Анализируя полученные результаты, можно 
отметить, что внутрижелудочное введение CCl4  
в дозе 3000 мг/кг вызывало выраженный цито-
токсический эффект, обусловленный обшир-
ными некротическими изменениями в клетках 
печени крыс, тогда как трансплантация КФП 
в хвостовую вену (через 6 ч после воздействия 
тетрахлорида углерода) снижала эти негативные 
последствия. 

Визуальный осмотр препаратов, получен-
ных с помощью метода щелочного гель-элек-
трофореза, также показал наличие цитотокси-
ческого эффекта в первые трое суток экспери-
мента, а анализ численных показателей в по-
следующие сроки выявил генотоксическое дей-
ствие CCl4 на ядерную ДНК гепатоцитов. Пред-
полагаемой причиной генотоксичности CCl4 
скорее всего являлся окислительный стресс, на 
это указывает определенная способность тетра- 
хлорметана инициировать процессы перекисно-
го окисления липидов и снижать интегральную 
антирадикальную активность в печени [12],  
некоторые авторы отмечают, что основной 
причиной окислительного повреждения ДНК  
являются высокореакционные оксирадикалы, 
вызывающие разрывы цепей ДНК и модифици-
рующие основания [3]. 

Клетки фетальной печени обладают доста-
точно высокой активностью при эксперимен-
тальных отравлениях, защитный механизм таких 

Рис. 3. Печень (3-и сутки после воздействия CCl4): а – группа ПК, нарушение строения трабекул, дистрофические 
изменения; ув. ×400; б – трансплантация КФП, восстановление трабекулярного строения в центральных зонах,  

снижение интенсивности дистрофических процессов; окраска азур-эозин, ув. ×630.

Fig. 3. Liver (three days after exposure to CCl4): а – PC group: structural damage of trabeculae; ×400;  
б – FLC transplantation: recovery of the trabecular structure in the central zones, slow down of dystrophic processes;  

stain azure-eosin, х 630.

а б
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клеток заключается в уникальной способности к 
дифференцировке в соответствии с их потенцией 
и высоком содержании бластных форм, которые 
обеспечивают дальнейшую пролиферацию и ми-
грацию в условиях in vivo [13–16]. 

В нашем исследовании внутривенное введение 
КФП через 6 ч после воздействия тетрахлорида 
углерода активировало процессы восстановления 
ДНК в гепатоцитах крыс, начиная с 5-х суток, 
что приводило к снижению интенсивности по-
вреждения ядерной ДНК. Эта тенденция сохра-
нялась и на 16-е сутки эксперимента, усиление 
репаративных процессов после введения КФП 
реализовалось в достоверном снижении количе-
ства гепатоцитов с высокой интенсивностью по-
вреждения ядерной ДНК (р < 0,01 по отношению 
к группе ПК).

Отсутствие выраженного эффекта репарации 
молекулы ДНК могло произойти по несколь-
ким причинам: слишком ранние сроки введения 
КФП (6 ч после воздействия ССl4); введённый 
клеточный материал мог попасть под токсиче-
ское воздействие ССl4; а также, возможно, –  
недостаточное количество фетальных клеток  
(5 млн) и частота их введения. 

Таким образом, использованный в наших экс-
периментах метод щелочного гель-электрофореза 
единичных клеток (ДНК-комет) позволил коли-
чественно оценить степень повреждения генома 
гепатоцитов и его репарацию. 

Полученные положительные результаты сви-
детельствуют о возможной протекторной роли 
КФП на структуру ДНК клеток печени, после 
острого воздействия CCl4. 
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