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Резюме
Цель исследования. Методами собственной и зондовой флуоресценции изучить in vitro влияние терапевтиче-
ских доз облучения на молекулу альбумина.
Материалы и методы. С целью изучения радиационно-индуцируемых изменений сывороточного альбумина 
при облучении in vitro терапевтическими дозами (2 Гр, 40 Гр и 70 Гр) исследование проводилось в двух направ-
лениях: терапевтическими дозами ионизирующего излучения облучался буфер, используемый потом для приго-
товления раствора альбумина (предварительное облучение буфера); терапевтическими дозами ионизирующего 
излучения облучался буферный раствор альбумина. О наличии структурно-функциональных (конформацион-
ных) изменений в молекуле альбумина судили по изменению значений собственной (λвозб = 280 нм) и зондовой 
(λвозб = 280 нм, λвозб = 320 нм) флуоресценции. Статистическая обработка полученных данных проводилась с 
использованием программы GraphPad Prism, 6.0.
Результаты. Облучение терапевтическими дозами 2 Гр, 40 Гр и 70 Гр вызывает конформационные изменения 
(статистически значимое снижение интенсивности флуоресценции) в молекуле альбумина как при предвари-
тельном облучении буферного раствора, используемого потом для приготовления альбумина, так и при облуче-
нии буферного раствора альбумина.
Заключение. Количественные изменения интенсивности флуоресценции как собственной, так и зондовой отли-
чаются при разных режимах облучения альбумина.
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Abstract
Objective. To study in vitro the effect of therapeutic doses of radiation on the albumin molecule using intrinsic and probe 
fluorescence methods.
Materials and methods. In order to study radiation-induced changes in serum albumin during in vitro irradiation with 
therapeutic doses (2 Gy, 40 Gy and 70 Gy), the study was conducted in 2 directions: therapeutic doses of ionizing radi-
ation irradiated a buffer, which was then used to prepare an albumin solution (pre-irradiation of the buffer); therapeutic 

https://doi.org/10.51523/2708-6011.2024-21-1-10
https://doi.org/10.51523/2708-6011.2024-21-1-10


82

2024;21(1):81–88 Проблемы здоровья и экологии / Health and Ecology Issues

Пузан Н. Д., Чешик И. А., Беляковский В. Н. Методы собственной и зондовой...

doses of ionizing radiation irradiated an albumin buffer solution. The presence of structural and functional (conformation-
al) changes in the albumin molecule was judged by changes in the values of intrinsic (λexc=280 nm) and probe (λexc=280 
nm, λexc=320 nm) fluorescence. Statistical processing of the obtained data was carried out using the program GraphPad 
Prism 6.0.
Results. Irradiation with therapeutic doses of 2 Gy, 40 Gy and 70 Gy causes conformational changes (a statistically 
significant decrease in fluorescence intensity) in the albumin molecule, both during preliminary irradiation of the buffer 
solution used later for the preparation of albumin, and during irradiation of the buffer solution of albumin. 
Conclusions. Quantitative changes in the fluorescence intensity, both intrinsic and probe, differ under different modes 
of albumin irradiation.
Keywords: albumin, therapeutic doses of radiation, intrinsic and probe fluorescence 
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Введение 
Основная область применения люминесцен-

ции в медицине — это диагностика патологиче-
ских процессов в организме [1], в том числе зло-
качественных новообразований [2] и состояния 
мембран эритроцитов у онкопациентов [3]. Также 
отмечается [4], что флуоресценция уже давно 
используется для характеристики конформаци-
онных изменений, лежащих в основе функции 
белка: внутренняя флуоресценция триптофана 
чувствительна к окружающей среде, что делает 
его бесценным и популярным инструментом для 
изучения движения белков in vitro. Kirilova E. M. c 
коллегами (2011) сообщили [5], что флуоресцент-
ная спектроскопия стала ценным инструментом 
визуализации белков благодаря своей большой 
чувствительности, а флуоресцентные красители 
все чаще используются в клинических и меди-
цинских целях. 

Наиболее подробно исследовано взаимо-
действие с альбумином отрицательно заряжен-
ного зонда 1-анилино-8-нафталинсульфонат 
(АНС). В гидрофобной области домена II альбу-
мина (вблизи остатка триптофана-214) имеется 
около 5 центров связывания данного зонда, из 
которых 2-3 имеют более высокую константу 
связывания [5]. Попадая в эти центры, молекула 
АНС оказывается в жестком окружении, а ее ами-
ногруппа полностью скрыта от молекулы воды. 
Примерно 90 % флуоресценции АНС происходит 
именно из этих центров. Остальные 2–3 центра 
связывают АНС слабее, и в них зонд частично 
доступен воде. При переходе от pH 7 к pH 4 (N-F 
переход) константа связывания АНС «сильны-
ми» центрами снижается, однако число таких 

центров возрастает, за счет чего интенсивность 
флуоресценции АНС тоже возрастает [6].

По мнению Ota C., Takano K. (2019), данный 
зонд обладает уникальным свойством, заключа-
ющимся в том, что флуоресценция АНС слаба 
в воде, в то время как интенсивность флуорес-
ценции резко возрастает в гидрофобных средах. 
Поэтому АНС широко использовался в качестве 
зонда микроокружения, а в настоящее время его 
применение расширено до детального конфор-
мационного анализа, такого как зондирование 
гидрофобных участков нативных белков и харак-
теристики частично свернутых промежуточных 
белков [7].

Цель исследования 
Методами собственной и зондовой флуорес-

ценции изучить in vitro влияние терапевтических 
доз облучения на молекулу альбумина.

Материалы и методы 
С целью изучения радиационно-индуциру-

емых изменений сывороточного альбумина при 
облучении in vitro терапевтическими дозами ис-
следование проводилось в двух направлениях:

1. Терапевтическими дозами ионизирующего 
излучения (ИИ) облучался буфер, используемый 
потом для приготовления раствора альбумина.

2. Терапевтическими дозами ИИ облучался 
буферный раствор альбумина.

Первый этап. На аппарате для проведения 
лечения microSelectron Digital HDR с источником 
OncoSelect Ir-192 тип MICROSELECTRON-V2 
(изготовитель — Nucletron B. V., Нидерланды)  
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У «Гомельский областной клинический онколо-
гический диспансер» терапевтическими дозами 
(2 Гр, 40 Гр и 70 Гр) облучался фосфатный бу-
фер (pH = 7,4), который в последующем исполь-
зовался для приготовления буферного раствора 
бычьего сывороточного альбумина (БСА) в кон-
центрации 0,6 мг/мл. Таким образом, были проа-
нализированы 4 раствора:

— 1-й раствор (интактный) — буферный 
раствор БСА;

— 2-й раствор — облученный (2 Гр) раство-
ритель (фосфатный буфер), используемый по-
том для приготовления буферного раствора БСА;

— 3-й раствор — облученный (40 Гр) рас-
творитель (фосфатный буфер), используемый 
потом для приготовления буферного раствора 
БСА;

— 4-й раствор — облученный (70 Гр) рас-
творитель (фосфатный буфер), используемый 
потом для приготовления буферного раствора 
БСА.

После облучения образцы доставлялись в 
Институт радиобиологии НАН Беларуси для ана-
лиза, который проводился через 60 минут после 
облучения, потом через 90, 120, 150, 180, 210 и 
240 минут.

О наличии структурно-функциональных (кон-
формационных) изменений в молекуле альбуми-
на судили по изменению значений собственной и 
зондовой (АНС; 0,4 мг/мл) флуоресценции. 

Регистрация спектров интенсивности соб-
ственной и зондовой флуоресценции проводи-
лась на спектрофлуориметре СМ 2203 Solar 
(РБ) при стабильной температуре (+23 °С) в 
кюветном отделении прибора. Условия реги-
страции собственной флуоресценции: длина 
возбуждения — 280 нм, диапазон регистрации —  
300–650 нм, спектральная ширина щели воз-
буждения и флуоресценции — 3 нм. Условия 
регистрации зондовой флуоресценции: длина  
возбуждения — 280 и 320 нм, диапазон реги-
страции — 300–650 нм, спектральная ширина 
щели возбуждения и флуоресценции — 3 нм.

Второй этап. На аппарате для проведения 
лечения microSelectron Digital HDR с источником 
OncoSelect Ir-192 тип MICROSELECTRON-V2 
(изготовитель — Nucletron B. V., Нидерланды) У 
«Гомельский областной клинический онкологиче-

ский диспансер» терапевтическими дозами (2 Гр, 
40 Гр и 70 Гр) облучался фосфатный буферный 
раствор БСА (pH = 7,4; 0,6 мг/мл). Таким обра-
зом, были проанализированы 4 раствора:

— 1-й раствор (интактный) — буферный 
раствор БСА;

— 2-й раствор — облученный (2 Гр) фос-
фатный буферный раствор БСА;

— 3-й раствор — облученный (40 Гр) фос-
фатный буферный раствор БСА;

— 4-й раствор — облученный (70 Гр) фос-
фатный буферный раствор БСА.

После облучения образцы доставлялись в 
Институт радиобиологии НАН Беларуси для ана-
лиза, который проводился через 60 минут после 
облучения, потом через 90, 120, 150, 180, 210 и 
240 минут.

О наличии структурно-функциональных (кон-
формационных) изменений в молекуле альбуми-
на судили по изменению значений собственной и 
зондовой (АНС; 0,4 мг/мл) флуоресценции. Реги-
страция спектров интенсивности собственной и 
зондовой флуоресценции проводилась как и на 
первом этапе.

Статистическая обработка полученных дан-
ных проводилась с использованием программы 
GraphPad Prism, 6.0. Вначале проводилась про-
верка гипотезы о соответствии распределения 
количественных показателей закону нормаль-
ного распределения с использованием W-теста 
Шапиро – Уилка (n < 50). Результаты проверки 
показали, что для всех анализируемых раство-
ров характерно нормальное распределение, по-
этому статистическая значимость оценивалась с 
помощью параметрического t-критерия Стьюден-
та. Данные представлены в виде среднего ариф-
метического и стандартного отклонения (M±Sd). 
Различия считали статистически значимыми при 
вероятности ошибки менее 5 % (р < 0,05).

Результаты и обсуждение 
Первый этап. Полученные данные по пред-

варительному облучению терапевтическими до-
зами ИИ буфера, используемого потом для при-
готовления раствора альбумина, представлены в 
таблицах 1–3.

Таблица 1. Значения собственной флуоресценции (предварительное облучение буфера)
Table 1. Values of intrinsic fluorescence (pre-irradiation of buffer)

Время 
после 

облучения

1-й раствор
(интактный)

2-й раствор
(2 Гр)

3-й раствор
(40 Гр)

4-й раствор
(70 Гр)

M±Sd M±Sd M±Sd M±Sd

60 мин 238,18±2,99 245,68±4,94 231,49±2,54 232,49±1,17



84

2024;21(1):81–88 Проблемы здоровья и экологии / Health and Ecology Issues

Пузан Н. Д., Чешик И. А., Беляковский В. Н. Методы собственной и зондовой...

Окончание таблицы 1
End of Table 1. 

Время 
после 

облучения

1-й раствор
(интактный)

2-й раствор
(2 Гр)

3-й раствор
(40 Гр)

4-й раствор
(70 Гр)

M±Sd M±Sd M±Sd M±Sd

90 мин 232,01±1,19 239,50±1,27 221,13±0,17* + 227,57±0,68

120 мин 225,14±0,76 233,46±1,24 216,07±0,36+ 223,13±0,29

150 мин 224,54±0,26 229,98±0,46+ 212,90±0,58 221,43±0,47

180 мин 222,35±1,01 226,12±0,62+ 209,35±0,94 219,99±0,43

210 мин 220,78±1,57 224,99±1,52 208,44±0,85 218,21±0,17* +

240 мин 218,44±0,91 223,08±0,68+ 207,32±0,18+ 216,80±0,27

*При сравнении с 1-м раствором (интактный);  + при сравнении с 60 мин.

Таблица 2. Значения зондовой флуоресценции (λвозб = 280 нм) (предварительное облучение буфера)
Table 2. Values of probe fluorescence (λλexc = 280 nm) (pre-irradiation of buffer)

Время 
после 

облучения

1-й раствор
(интактный)

2-й раствор
(2 Гр)

3-й раствор
(40 Гр)

4-й раствор
(70 Гр)

M±Sd M±Sd M±Sd M±Sd

60 мин 90,66±1,63 87,39±0,87 87,28±1,52 86,45±0,56

90 мин 91,48±0,14 85,82±0,24 86,42±0,20 + 83,66±0,16

120 мин 93,17±0,18 85,21±0,17 85,56±0,07 + 82,60±0,09

150 мин 91,97±0,16 81,36±3,60* 84,34±0,26 82,14±0,29

180 мин 92,04±0,06 77,61±0,25 83,71±0,21+ 80,84±0,13

210 мин 91,84±0,06 77,14±0,03+ 82,85±0,28 81,30±0,07+

240 мин 91,18±0,06 76,51±0,02 82,79±0,02+ 80,36±0,26

* При сравнении с 1-м раствором (интактный);  +  при сравнении с 60 мин.

Таблица 3. Значения зондовой флуоресценции (λвозб  =  320 нм) (предварительное облучение буфера)
Table 3. Values of probe fluorescence (λexc = 320 nm) (pre-irradiation of buffer)

Время 
после 

облучения

1-й раствор
(интактный)

2-й раствор
(2 Гр)

3-й раствор
(40 Гр)

4-й раствор
(70 Гр)

M±Sd M±Sd M±Sd M±Sd

60 мин 40,97±0,11 45,30±0,08 41,16±0,24 42,11±0,11

90 мин 42,92±0,02 44,72±0,02 42,76±0,09 42,11±0,09

120 мин 43,10±0,09 43,52±0,06 42,10±0,01* + 40,81±0,09

150 мин 42,84±0,08 39,87±0,05 41,42±0,07 40,53±0,03

180 мин 42,73±0,04 39,59±0,08 41,31±0,01+ 39,98±0,06

210 мин 42,48±0,03 39,36±0,12 41,07±0,13 40,31±0,02

240 мин 42,35±0,12 39,37±0,04 40,79±0,03+ 40,06±0,12

*При сравнении с 1-м раствором (интактный);  +при сравнении с 60 мин.
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Исходя из полученных данных, предвари-
тельное облучение буфера терапевтическими 
дозами ИИ, используемого потом для приготов-
ления раствора альбумина, вызывает конформа-
ционные изменения альбумина:

— при облучении 2 Гр методом зондовой 
флуоресценции (λвозб = 280 нм) установлено ста-
тистически значимое уменьшение интенсивности 
флуоресценции на 11,6 % (через 150 минут по-
сле облучения);

— при облучении 40 Гр методом собствен-
ной флуоресценции установлено статистиче-
ски значимое уменьшение интенсивности флу-
оресценции на 4,7 % (через 90 минут после 
облучения), методом зондовой флуоресценции 
(λвозб = 320 нм) — статистически значимое умень-
шение интенсивности флуоресценции на 2,4 % 
(через 120 минут после облучения);

— при облучении 70 Гр методом собственной 
флуоресценции установлено статистически зна-
чимое уменьшение интенсивности флуоресцен-
ции на 1,2 % (через 210 минут после облучения).

Со временем наблюдается статистически 
значимое снижение интенсивности флуоресцен-

ции альбумина при облучении дозами 2 Гр, 40 Гр 
и 70 Гр.

Известно, что при воздействии высоких доз 
ИИ в клетках и в растворах различных белков 
образуются долгоживущие радикалы белков, 
время полужизни которых превышает 20 ч. Так, 
например, время полужизни радикалов белков 
(овальбумина, бычьего сывороточного альбуми-
на, казеина) при дозах облучения 1–10 Гр состав-
ляет около 3–5 ч [8]. А при облучении в дозе 50 Гр 
было обнаружено существование долгоживущих 
радикалов со временем полужизни около 3,5 ч 
[9]. Также были получены данные о том, что эти 
радикалы могут длительное время осуществлять 
генерацию активных форм кислорода в водном 
окружении in vitro. Именно этот процесс может 
быть причиной достаточно длительного протека-
ния окислительного стресса после воздействия 
ИИ [8].

Второй этап. Полученные данные по облу-
чению буферного раствора альбумина терапев-
тическими дозами ИИ представлены в таблицах 
4–6.

Таблица 4. Значения собственной флуоресценции (облучение буферного раствора альбумина)
Table 4. Values of intrinsic fluorescence (irradiation of an albumin buffer solution)

Время 
после 

облучения

1-й раствор
(интактный)

2-й раствор
(2 Гр)

3-й раствор
(40 Гр)

4-й раствор
(70 Гр)

M±Sd M±Sd M±Sd M±Sd

60 мин 238,18±2,99 227,65±3,92 236,13±2,63 227,91±2,48

90 мин 232,01±1,19 220,79±1,57 223,22±0,82 214,16±1,23

120 мин 225,14±0,76 217,29±1,15 217,73±1,65 207,09±2,79

150 мин 224,54±0,26 214,61±1,22 213,97±1,09 199,70±7,09*

180 мин 222,35±1,01 212,38±0,95 213,13±0,71 201,36±0,98

210 мин 220,78±1,57 209,91±0,26+ 211,66±0,55 197,75±4,59

240 мин 218,44±0,91 210,89±0,49 210,47±2,24 199,98±0,63

*При сравнении с 1-м раствором (интактный);  + при сравнении с 60 мин.

Таким образом, облучение буферного рас-
твора альбумина терапевтическими дозами ИИ 
вызывает конформационные изменения белка:

— при облучении 2 Гр методом зондовой 
флуоресценции (λвозб = 280 нм) установлено ста-
тистически значимое уменьшение интенсивности 
флуоресценции на 5,6 % (через 120 минут после 
облучения), на 3,0 % (через 180 минут после об-
лучения) и на 2,9 % (через 210 минут после об-
лучения);

— при облучении 40 Гр методом зондовой 
флуоресценции (λвозб = 280 нм) установлено ста-
тистически значимое уменьшение интенсивно-
сти флуоресценции на 12,3 % (через 180 минут 
после облучения) и на 12,5 % (через 210 минут 
после облучения);

— при облучении 70 Гр методом собственной 
флуоресценции установлено статистически зна-
чимое уменьшение интенсивности флуоресцен-
ции на 11,1 % (через 150 минут после облучения).
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Таблица 5. Значения зондовой флуоресценции (λвозб = 280 нм) (облучение буферного раствора 
альбумина)
Table 5. Values of probe fluorescence (λexc = 280 nm) (irradiation of an albumin buffer solution)

Время 
после 

облучения

1-й раствор
(интактный)

2-й раствор
(2 Гр)

3-й раствор
(40 Гр)

4-й раствор
(70 Гр)

M±Sd M±Sd M±Sd M±Sd

60 мин 90,66±1,63 93,18±2,73 84,17±2,25 77,00±1,33

90 мин 91,48±0,14 88,83±0,34+ 83,96±0,33+ 76,56±0,74

120 мин 93,17±0,18 88,01±1,35* 82,67±0,03+ 75,26±0,17+

150 мин 91,97±0,16 89,48±0,18+ 81,44±0,14+ 74,24±0,36

180 мин 92,04±0,06 89,32±1,00* 80,73±0,45* 73,40±0,34

210 мин 91,84±0,06 89,21±0,67* 80,38±0,59* 73,13±0,14+

240 мин 91,18±0,06 88,57±0,04+ 79,93±0,07+ 72,54±0,14+

*При сравнении с 1-м раствором (интактный);  + при сравнении с 60 мин.

Таблица 6. Значения зондовой флуоресценции (λвозб = 320 нм) (облучение буферного раствора  
альбумина)
Table 6. Values of probe fluorescence (λexc = 320 nm) (irradiation of an albumin buffer solution)

Время 
после 

облучения

1-й раствор
(интактный)

2-й раствор
(2 Гр)

3-й раствор
(40 Гр)

4-й раствор
(70 Гр)

M±Sd M±Sd M±Sd M±Sd

60 мин 40,97±0,11 43,74±0,09 42,60±0,30 40,13±0,45

90 мин 42,92±0,02 44,27±0,05 41,04±0,06 39,54±0,08

120 мин 43,10±0,09 43,88±0,22 40,24±0,10 39,04±0,07

150 мин 42,84±0,08 44,65±0,10 39,90±0,07 38,68±0,07+

180 мин 42,73±0,04 44,63±0,03 39,83±0,03+ 38,43±0,04+

210 мин 42,48±0,03 44,33±0,03 39,32±0,13 38,41±0,08

240 мин 42,35±0,12 43,92±0,17 39,50±0,07 38,08±0,14

*При сравнении с 1-м раствором (интактный);  + при сравнении с 60 мин.

Со временем наблюдается статистически 
значимое снижение интенсивности флуоресцен-
ции альбумина при облучении дозами 2 Гр, 40 Гр 
и 70 Гр.

Следовательно, облучение терапевти-
ческими дозами 2 Гр, 40 Гр и 70 Гр вызывает 
конформационные изменения в молекуле аль-
бумина как при предварительном облучении 
буферного раствора, используемого потом для 
приготовления альбумина, так и при облучении 
буферного раствора альбумина. Однако ко-
личественные изменения интенсивности флу-
оресценции как собственной, так и зондовой 
отличаются при разных режимах облучения 
альбумина.

Рубцова Е. В. (2015) в своей работе отме-
чает, что внутри глобулы белка  существуют об-
ласти, в которых вода находится в связанном 
состоянии. Связанная вода на поверхности бел-
ка и внутри глобулы отличается по своим свой-
ствам от объемной воды. Так, средняя плотность 
водной оболочки белка на 10 % больше, чем в 
объемной воде [10].

Что касается объемной воды, а именно рас-
творителя, то Е. Б. Бурлакова  с коллегами (2003) 
отмечали первостепенное значение растворителя 
(воды) в реализации действия малых доз ИИ [11].

Возможно, растворитель биообъектов также 
играет ключевую роль в понимании механизмов 
действия терапевтических доз ИИ.
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Заключение
Облучение терапевтическими дозами 2 Гр, 

40 Гр и 70 Гр вызывает конформационные изме-
нения (статистически значимое снижение интен-
сивности флуоресценции) в молекуле альбумина 
как при предварительном облучении буферного 
раствора, используемого потом для приготовле-

ния альбумина, так и при облучении буферного 
раствора альбумина. 

Количественные изменения интенсивности 
флуоресценции как собственной, так и зондовой 
отличаются при разных режимах облучения аль-
бумина.
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