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аннотация

Для понимания механизма эффективности локального применения 5 % геля 5-фторурацила (5-ФУ) с 
одновременным контактным ультразвуковым (УЗ) воздействием на опухоль у больных раком шейки 
матки в модельных условиях был изучен уровень поврежденности ДНК. Использована культура аде-
нокарциномы шейки матки HeLa ccL-2, культивированная в стандартных условиях в среде RPMI-1640 
с добавлением 10 % фетальной сыворотки теленка и 50 мкг/мл гентамицина. Воздействие ультразву-
ком осуществляли с помощью аппарата УЗТ-1.03У (Россия) в течение 10 мин с частотой 0,88 МГц и 
интенсивностью 0,2 Вт/см2. Доза 5-ФУ составила 0,7 мкМ, время воздействия 24 ч. Через 24 ч после 
начала воздействия уровень поврежденности ДНК клеток культуры исследовали методом ДНК-комет 
(comet assay) в щелочном варианте и оценивали по параметру % ДНК в хвосте кометы (% tDNa). 
Комбинированное воздействие УЗ/5-ФУ приводило к статистически значимому увеличению % tDNa – 
в 5,2 раза по сравнению с контрольной культурой, при этом % tDNa был в 1,9 раза выше показателя 
после воздействия только 5-ФУ и в 3,0 раза выше показателя после воздействия УЗ. Через 24 ч после 
комбинированного воздействия менее 50 % клеток культуры имели низкий уровень поврежденности 
ДНК (<10 % tDNa), то есть закончили процесс репарации и могли продолжить пролиферацию, а более 
30 % клеток культуры все еще имели высокий уровень поврежденности (>30 % tDNa) и, вероятно, на-
ходились в процессе апоптоза. Таким образом, комбинированное воздействие УЗ/5-ФУ на культуру HeLa 
способствовало преодолению резистентности к химиопрепарату, оказывая синергический эффект.

Ключевые слова: поврежденность днК, днК-кометы, культура Hela, 5-фторурацил, ультразвук, 
химиорезистентность, рак шейки матки.
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Введение
Одной из наиболее частых злокачественных 

опухолей женских половых органов является рак 
шейки матки (РШМ), при этом наблюдается рост 
заболеваемости среди женщин репродуктивного 
возраста – до 40 лет. Данный вид опухоли характе-
ризуется высокой частотой местнораспространен-
ных и первично нерезектабельных форм, долгое 
время он считался условно химиорезистентным 
[1–3]. Актуальной проблемой современной он-
кологической помощи таким больным является 
повышение эффективности противоопухолевого 
лечения при одновременном ослаблении токсиче-
ских эффектов вводимых в организм пациента хи-
миопрепаратов. Большое значение при этом имеет 
терапия больных в предоперационном периоде [4, 
5]. Системная неоадъювантная полихимиотера-
пия, дополненная локальным применением 5 % 
геля 5-фторурацила (5-ФУ) и одновременным 
контактным ультразвуковым воздействием на 
опухоль, способствовала не только улучшению 
непосредственных результатов (увеличению ча-
стоты частичной и полной регрессии опухоли, 
уменьшению количества курсов неоадъювантной 
химиотерапии и кумулятивной дозы химиопрепа-
ратов), но и снижению общетоксического действия 
противоопухо-левых препаратов [6].

С целью понимания механизма эффективности 
такой модификации системной неоадъювантной 
химиотерапии больных раком шейки матки in vitro 
был изучен уровень поврежденности ДНК клеток 
аденокарциномы эндометрия человека (линия 
HeLa) при комбинированном воздействии на куль-
туру клеток ультразвуком и 5-фторурацилом.

Материал и методы
В работе использована адгерентная культура 

клеток аденокарциномы шейки матки человека 
линии HeLa CCL-2, содержащей вирус папилломы 
человека HPV-18, 2 уровень биобезопасности. Куль-

Abstract

to understand the mechanism of the effect of 5 % 5-fluorouracil (5-Fu) gel used simultaneously with ultra-
sound (us) on a tumor in patients with cervical cancer, the level of DNa damage was studied in vitro. We 
used cervical adenocarcinoma HeLa ccL-2 cells cultured under standard conditions in RPMI-1640 medium 
with 10 % fetal bovine serum and 50 μg / ml gentamicin. ultrasound exposure lasted 10 min. (frequency of 
0.88 MHz and intensity of 0.2 W / cm2). the 5-Fu dose was 0.7 мкМ, with the time of exposure of 24 hours. 
In 24 hours after starting exposure, the level of DNa damage to the cells of the culture was studied using the 
comet assay in the alkaline version and evaluated by the % DNa parameter in the comet tail (% tDNa). the 
statistical significance of the differences was evaluated using the Mann-Whitney u test and Fisher’s exact test. 
the combined exposure to ultrasound / 5-Fu led to a 5.2-fold increase in % tDNa compared to the control 
culture, % tDNa was 1.9 times higher after exposure to 5-Fu alone and 3.0 times higher after exposure to 
ultrasound alone. In 24 hours after the combined exposure, less than 50 % of the culture cells had a low 
level of DNa damage (<10 % tDNa), i.e. completed the repair process and could continue to proliferate, 
and more than 30 % of the culture cells still had a high level of damage (>30 % tDNa) and were probably 
in the process of apoptosis. thus, the results of the study showed that the combined effect of ultrasound / 
5-Fu on the HeLa culture helped to overcome resistance to chemotherapy, having a synergistic effect.

Key words: DNA damage, DNA comets, Hela culture, 5-fluorouracil, ultrasound, chemoresistance, 
cervical cancer.

тивирование проводили в 12-луночных планшетах в 
среде RPMI-1640 («Биолот», Россия) с добавлением 
10 % фетальной сыворотки теленка (Termo Scientific 
Hyclone, США) и при концентрации гентамицина 
50 мкг/мл («Биолот», Россия) в стандартных усло-
виях в мультигазовом инкубаторе CB 150 (Binder, 
Германия) при 37 ºС, 5 % СО2, влажность 95 %. 
Клетки засевали в количестве 3×105 клеток на 3 мл 
питательной среды в лунку. При достижении 
70–80 % уровня конфлюэнтности осуществляли 
воздействие ультразвуком в течение 10 мин, 5-ФУ 
в дозе 0,7 мкМ в течение 24 ч и комбинированное 
воздействие УЗ/5-ФУ. Ультразвуковое воздействие 
осуществляли с использованием аппарата УЗТ-
1.03У (Россия) с частотой колебаний 0,88 МГц и 
интенсивностью 0,2 Вт/см2 (среднечастотное низ-
коинтенсивное воздействие). Время озвучивания 
и доза 5-ФУ были подобраны в предварительных 
экспериментах – достижение выраженного цито-
токсического эффекта при дозах значительно ниже 
ЛД50 [7]. Определение общего количества клеток 
и соотношения живых и мертвых (нежизнеспособ-
ных) клеток проводили с использованием 0,4 % 
раствора трипанового синего в камере Горяева.

Через 24 ч после воздействия исследова-
ли уровень поврежденности ДНК-методом 
гель-электрофореза единичных клеток (метод 
ДНК-комет) в щелочном варианте, согласно 
рекомендациям [8], протокол описан в работе 
Тарнопольской и соавт. [9]. После трипсинизации 
культуры и центрифугирования готовили суспен-
зию клеток в 1 % легкоплавкой агарозе в конеч-
ной концентрации 2×105 кл/мл. Далее готовили 
слайды [9]: в двух экспериментах по два слайда 
на каждую точку в одной постановке – всего по 
8 слайдов на каждую экспериментальную точку. 
Затем проводили лизис в течение 1 ч при 4 ºС в 
буфере (2,5 М NaCl, 0,1М Na2EDTA, 0,01М трис-
(гидроксиметил)-аминометан, 1 % тритон Х-100, 
рН=10). Денатурацию проводили в течение 20 мин 
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Таблица 1

динамика показателя поврежденности днК клеток культуры Hela при воздействии на культуру 
ультразвуком и 5-фторурацилом

Параметр Контрольная 
культура – через 24 ч

Через  24 ч после 
воздействия 10 мин 

УЗ

Через  24 ч после 
воздействия 0,7 мкМ

5-ФУ

Через  24 ч после 
воздействия 10 мин 
УЗ + 0,7 мкМ 5-ФУ

Доля живых клеток 98 % 92,5 %1 89 %1 72,5 %1,2,3

% TDNA
Базальный уровень 4,95 ± 0,26 8,54 ± 1,391 13,44 ± 1,101,2 25,89 ± 2,01,2,3

Позитивный контроль 47,41 ± 1,92 62,0 ± 2,791 64,29 ± 2,21 70,0 ± 2,321,2

Примечания: 1 – различия значимы по сравнению с показателем в контрольной культуре (p<0,05); 2 – различия значимы по сравнению с 
показателем в культуре после воздействия ультразвуком (p<0,05); 3 – различия значимы по сравнению с  показателем в культуре после 
воздействия 5-ФУ (p<0,05).

Таблица 2

динамика доли днК-комет с различным уровнем поврежденности днК при воздействии на культуру 
Hela ультразвуком и 5-фторурацилом

Параметр Контрольная куль-
тура – через 24 ч

Через  24 ч после 
воздействия 10 мин 

УЗ

Через  24 ч после 
воздействия 

0,7 мкМ 5-ФУ

Через  24 ч после 
воздействия 10 мин 
УЗ + 0,7 мкМ 5-ФУ

Доля живых клеток 98 % 92,5 %1 89 %1 72,5 %1,2,3

Доля нежизнеспособных клеток 2 % 7,5 %1 11 %1 27,5 %1,2,3

Доля «комет»

% TDNA
<10 % 87,5 % 74,5 %1 62,5 %1 45,2 %1,2,3

10–30 % 10,3 % 18,3 %1 24,0 %1 23,8 %1

>30 % 2,2 % 7,2 %1 13,5 %1 31,0 %1,2,3

Примечания: <10 %TDNA – отсутствие повреждения ДНК или его низкий уровень; 10–30 % – умеренный уровень повреждения ДНК; 
>30 % – высокий и очень высокий уровень повреждения ДНК; 1 – различия значимы по сравнению с показателем в контрольной культуре 
(p<0,05); 2 – различия значимы по сравнению с показателем в культуре после воздействия ультразвуком (p<0,05); 3 – различия значимы по 
сравнению с  показателем в культуре после воздействия 5-ФУ (p<0,05).

при 4 ºС в щелочном буфере (0,3М NaOH, 0,001М 
Na2EDTA, рН>13), в другой порции того же буфера 
проводили электрофорез (4 ºС, 20 мин, 300 мА, 20 
В, источник тока Эльф-4 (ДНК-технология), камера 
BIO-RAD Sub-Cell model 96). Препараты фиксиро-
вали в 70 º этаноле и окрашивали в растворе эти-
диум бромида (2 мкг/мл). В качестве позитивного 
контроля использовали препараты, которые перед 
этапом лизиса инкубировали 10 мин при 4 ºС в 
растворе Н2О2 (150 мкМ). Микроскопирование 
производили на флюоресцентном микроскопе 
MC300FX Infinitive (Micros, Австрия), возбуждаю-
щий фильтр ЕХ490, дихроичное зеркало DM510, 
отсекающий фильтр ВА530. Захват изображений 
производили цветной цифровой камерой DCM-
510. Обработку микрофотографий осуществляли 
специализированным программным обеспечением 
с алгоритмами расчета стандартных параметров 
ДНК-комет [10]. На каждом слайде измеряли по 
100–150 комет. Уровень поврежденности ДНК 
оценивали по параметру % ДНК в хвосте кометы 
(% TDNA), вычисляя средний % TDNA для каж-
дого слайда, затем рассчитывая среднее значение 
для слайдов из двух экспериментов.

Статистический анализ проводили с помощью 
программ Microsoft Exel 2010 и Statistiсa 6.0. Ста-
тистическую значимость различий оценивали с ис-

пользованием U-критерия Манна – Уитни, точного 
критерия Фишера. Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05. Результаты представлены 
в виде среднего значения % TDNA ± стандартная 
ошибка среднего (M±SE).

Результаты
Через 24 ч после 10-минутного воздействия 

на культуру ультразвуком базальный % TDNA в 
клетках был статистически значимо увеличен – 
на 72,5 % по сравнению с уровнем в контрольной 
культуре – рост культуры без воздействия (p<0,05) 
(табл. 1). После обработки 0,7 мкМ 5-ФУ % TDNA 
был статистически значимо выше по сравнению 
как с уровнем в контрольной культуре (в 2,7 раза), 
так и уровнем показателя после воздействия уль-
тразвуком – на 57,4 % (p<0,05). Комбинированное 
воздействие ультразвука и 5-ФУ приводило к 
статистически значимому увеличению показателя 
% TDNA – в 5,2 раза по сравнению с уровнем в 
контрольной культуре, при этом в данной поста-
новке опыта % TDNA был в 1,9 раза выше вели-
чины показателя после воздействия 5-ФУ и в 3,0 
раза выше показателя после воздействия только 
ультразвуком (p<0,05).

При анализе результатов позитивного контроля 
можно отметить, что в контрольной культуре об-
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работка Н2О2 вызывала увеличение % TDNA в 9,6 
раза по сравнению с соответствующим базальным 
уровнем % TDNA (p<0,05). После воздействия на 
культуру клеток ультразвуком, 5-ФУ и после ком-
бинированного воздействия этих факторов увели-
чение % TDNA в позитивном контроле составило 
соответственно 7,2; 4,8 и 2,7 раза (p<0,05).

Данные по доле ДНК-комет с различным 
уровнем поврежденности ДНК представлены в 
табл. 2. В контрольной культуре у 87,5 % клеток 
отсутствует повреждение ДНК или наблюдается 
его низкий уровень – до 10 % TDNA, при этом у 
2,2 % клеток обнаружен высокий или очень высо-
кий уровень поврежденности ДНК – ДНК-кометы 
с показателем от 30 до 50 % TDNA и больше 
50 % TDNA. Через 24 ч после воздействия на 
культуру клеток как ультразвуком, так и 5-ФУ мы 
наблюдали статистически значимое уменьшение 
доли комет с низким уровнем поврежденности 
ДНК (до 10 % TDNA) – на 14,8 и 28,6 % (p<0,05) 
соответственно по сравнению с контролем, что 
свидетельствует об уменьшении доли клеток, не 
получивших повреждение ДНК или закончивших 
к этому сроку репарацию повреждений и готовых 
продолжить пролиферацию. При этом существует 
значительное количество клеток – от 18 до 24 %, – 
имеющих умеренный уровень поврежденности 
ДНК (10–30 % TDNA), которые, вероятно, еще не 
закончили процесс репарации после воздействия. 
Кроме того, мы наблюдали статистически значимое 
увеличение доли комет с высоким и очень высоким 
уровнем поврежденности ДНК – в 3,3 раза после 
озвучивания культуры и в 6,1 раза после инкуба-
ции с 5-ФУ по сравнению с контролем (p<0,05), 
что может свидетельствовать об увеличении доли 
клеток, которые не смогут отрепарировать ДНК 
и, возможно, уже находятся в процессе апоптоза. 
Однако в целом через 24 ч после воздействия 5-ФУ 
более 60 % клеток культуры HeLa имели низкий 
уровень поврежденности ДНК или она отсутство-
вала вовсе, и только 13,5 % клеток культуры имели 
высокий уровень повреждения и могли находиться 
в процессе апоптоза. Таким образом, эти резуль-
таты могут свидетельствовать о резистентности 
большей части клеток исследованной культуры к 
химиопрепарату 5-ФУ.

Через 24 ч после комбинированного воздействия 
ультразвука и 5-ФУ доля комет с <10 % TDNA 
статистически значимо снижалась – на 48,3 % по 
сравнению с показателем в контроле, при этом в 
14,1 раза увеличилась доля комет с >30 % TDNA 
(p<0,05), т.е. через 24 ч после комбинированного 
воздействия менее 50 % клеток культуры закончили 
процесс репарации ДНК и могли продолжить про-
цесс пролиферации, а более 30 % клеток культуры 
все еще имели высокий уровень поврежденности 
ДНК и могли находиться в процессе апоптоза.

Таким образом, комбинированное воздействие 
ультразвука и 5-ФУ на клетки культуры HeLa 

оказывало гораздо более выраженный повреж-
дающий ДНК-эффект, чем каждое из них отдель-
но. Это подтверждается не только статистически 
значимым увеличением доли комет с высоким и 
очень высоким уровнем поврежденности ДНК – 
в 4,3 раза по сравнению с показателем после 
озвучивания культуры и в 2,3 раза по сравнению 
с показателем после инкубации с 5-ФУ (p<0,05), 
но также статистически значимым уменьшением 
доли комет с низким уровнем поврежденности 
ДНК (<10 % TDNA) – на 39,3 % по сравнению с 
показателем после воздействия ультразвуком и на 
27,7 % по сравнению с показателем после воздей-
ствия 5-ФУ (p<0,05).

Обсуждение
В целом похожие результаты были получе-

ны в работе Z. Hu et al. [11], на линиях гепато-
целлюлярной карциномы человека in vitro и in 
vivo было показано, что совместная обработка 
низкоинтенсивным ультразвуком и 5-ФУ приво-
дила к увеличению поглощения химиопрепарата 
клетками, увеличению поврежденности ДНК, 
активации митохондриального пути апоптоза 
клеток и более выраженному противоопухоле-
вому эффекту. Авторы отметили синергический 
эффект совместного воздействия ультразвука и 
5-ФУ. Результаты нашего исследования также 
свидетельствуют о существовании синергизма при 
комбинированном использовании ультразвука и 
5-ФУ в выбранных дозах, который проявлялся не 
только в значительном увеличении доли нежизне-
способных клеток (по результатам теста с трипа-
новым синим), но и в значительном увеличении 
показателя поврежденности ДНК и доли «комет» с 
высоким и очень высоким уровнем поврежденно-
сти ДНК (% TDNA >30 %). Кроме того, Z. Hu et al. 
показали, что основным механизмом повреж-
дения в результате воздействия ультразвуком и 
химиопрепаратом является усиление генерации 
активных форм кислорода. Это также согласуется 
с полученными нами результатами позитивного 
контроля, анализ которых свидетельствует об осла-
блении клеточного ответа на воздействие Н2О2, что 
может происходить за счет активации клеточной 
антиоксидантной системы в результате интенси-
фикации образования активных форм кислорода 
под воздействием ультразвука и 5-ФУ.

Эффективность использования ультразвука 
низкой интенсивности в терапии злокачествен-
ных опухолей подтверждается многочисленными 
исследованиями in vitro и in vivo [12–15]. Физи-
ческие механизмы ультразвукового воздействия 
создают широкий спектр биологических эффектов 
в ткани опухоли, способствуя усилению погло-
щения химиопрепарата клетками, что приводит 
к преодолению химиорезистентности. Однако 
существуют исследования, демонстрирующие раз-
личный эффект ультразвука на чувствительные и 
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резистентные клеточные линии в зависимости от 
схемы/последовательности комбинированной об-
работки ультразвуком и химиопрепаратом [16, 17]. 
В связи с этим необходимы дальнейшие экспери-
ментальные и клинические исследования в области 
комбинированного использования ультразвука и 
химиопрепаратов, которые привели бы к понима-
нию механизмов усиления регрессии опухоли или 
возможного усиления ее агрессивности.

Заключение
Результаты данного исследования показали, что 

через 24 ч после воздействия как ультразвуком, так 

и 5-ФУ в культуре HeLa еще наблюдается значи-
тельное повреждение ДНК. При этом комбиниро-
ванное воздействие ультразвука и 5-ФУ на клетки 
оказывало синергический эффект, который про-
являлся в более высоком уровне поврежденности 
ДНК и в увеличении доли «комет» с высоким и 
очень высоким уровнем поврежденности ДНК, т.к. 
через 24 ч менее 50 % клеток культуры закончили 
процесс репарации ДНК и могли продолжить про-
цесс пролиферации, а более 30 % клеток культуры 
все еще имели высокий уровень повреждения ДНК 
и могли находиться в процессе апоптоза.
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