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На диплоидных дрожжевых клетках Saccharomyces cerevisiae дикого типа установлено существова­
ние определенного температурного диапазона, в пределах которого проявляется синергизм одно­
временного действия ультразвука и повышенной температуры. На основании математической мо­
дели сделан прогноз оптимальной температуры, при которой синергический эффект максимален 
для фиксированной интенсивности ультразвука. Эти предсказания модели соответствуют получен­
ным экспериментальным данным.

Одним из физических факторов, получивших 
применение в биологии и медицине, является уль­
тразвук [1-3]. Использование ультразвука в ме­
дицине связано с некоторыми особенностями его 
биологического действия. Изучалось действие 
ультразвука на различные биообъекты [4-7], в 
том числе и на дрожжи [3,8, 9]. В этих работах от­
мечено возрастание гибели клеток при повыше­
нии интенсивности ультразвука и продолжитель­
ности его применения.

С появлением новых методов терапии, исполь­
зующих ультразвуковые излучения, актуальной 
становится проблема усиления действия ультра­
звука. Был проведен целый ряд работ, посвящен­
ных комбинированному действию ультразвука и 
ионизирующей радиации на различные клеточ­
ные системы, в частности на опухоли [2, 3, 7, 10]. 
Хорош о известно, что гипертермия усиливает 
действие противоопухолевых средств [11], поэто­
му чрезвычайно интересно рассмотреть взаимо­
действие ультразвука и гипертермии. Существу­
ют данные о последовательном воздействии этих 
двух агентов [12], но никто не исследовал одно­
временное действие ультразвука и гипертермии 
на клеточном уровне. Вместе с тем хорош о изве­
стно, что максимальное синергическое усиление 
регистрируется при одновременном применении 
агентов [11]. Поэтому представляется актуаль­
ным провести экспериментальные исследования 
эффектов синергизма при одновременном дейст­
вии ультразвука и гипертермии.

Ранее была предложена простая математичес­
кая модель [13], позволяющая для фиксированной 
мощности дозы ионизирующего излучения нахо­
дить оптимальные температурные условия, мак- 
симализирующие эф ф ект синергизма. Модель 
была проверена при описании эффектов синер­

гизма для дрожжевых клеток различных видов и 
штаммов, а также для ряда других одноклеточных 
организмов. Поскольку эта модель хорош о опи­
сывала экспериментальные данные и впервые 
прогнозировала условия достижения максималь­
ного синергизма и его величину, представляло ин­
терес адаптировать ее  для прогнозирования и оп­
тимизации синергизма при действии ультразвука 
и гипертермии на дрожжевые клетки.

М АТЕРИАЛ И М ЕТОДИКА

Объектом исследования являлись диплоидные 
дрожжевые клетки Saccharomyces cerevisiae дикого 
типа (штамм XS800), на которые воздействовали 
ультразвуком при различных температурах в ста­
ционарной стадии роста. Источником ультразвука 
был прибор “Fisher sonic dismembrator Model 300”, 
частота ультразвука составляла 20 кГц. Интен­
сивность ультразвука задавали с помощью пере­
ключателя мощности на приборе и измеряли ка­
лориметрическим методом.

Нагрев производили следующим образом: в 
прогретую до исследуемой температуры цельно­
металлическую кювету со стерильной водой 
(10 мл) непосредственно перед озвучиванием по­
мещали 0.1 мл клеточной суспензии (108 кле- 
ток/мл). Необходимую температуру, колебания 
которой не превышали ±0.2°С, поддерживали 
ультратермостатом УТ-15У4.2. После окончания 
воздействия ультразвуком образцы быстро ох­
лаждали, так что продолжительность действия 
ультразвука всегда равнялась длительности дей­
ствия гипертермии. Затем клетки разводили до 
необходимой концентрации и высевали в чашки 
Петри на поверхность стандартной питательной 
среды для определения выживаемости клеток.
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Выживаемость характеризовали отношением  
числа образованных видимых глазом колоний в 
опыте и контроле. Колонии подсчитывали после
3 -4  суток инкубирования при 30°С. Каждый экс­
перимент повторялся 3 -5  раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ  И ОБСУЖ ДЕНИЕ

Результаты одновременного действия на 
дрожжевые клетки ультразвука и гипертермии 
получены при постоянной интенсивности ультра­
звука, равной 0.195 Вт/см2. Установлено, что в ди­
апазоне температур от 50.5 до 54.5°С гипертермия 
влияет на выживаемость дрожжевых клеток, об ­
лучаемых ультразвуком с заданной интенсивнос­
тью, причем взаимодействие повреждений, инду­
цируемых обоими агентами, носило синергичес­
кий характер, когда наблюдаемый эф ф ект (число 
образуемых повреждений) при комбинированном 
воздействии превышает сумму эффектов, индуци­
руемых каждым агентом в отдельности. На рис. 1 
приведены типичные кривые выживаемости 
дрожжевых клеток дикого типа (штамм XS800) 
при одновременном комбинированном и раздель­
ном действии ультразвука и гипертермии (53.5°С). 
Кривая 1 на этом рисунке характеризует выжива­
емость клеток после действия одной гипертермии. 
Результаты выживаемости клеток только после 
озвучивания представлены кривой 2. Кривая 3 -  
теоретически ожидаемая кривая выживаемости 
при допущении независимости сложения эф ф ек­
тов от каждого агента; кривая 4 -  эксперименталь­
но полученная кривая при одновременном дейст­
вии ультразвука и гипертермии. Видно, что экспе­
риментально полученная кривая выживаемости 
идет значительно ниже кривой, ожидаемой при не­
зависимом сложении эффектов от обоих воздейст­
вующих агентов. Это означает наличие синергиче­
ского взаимодействия гипертермии и ультразвука. 
Аналогичная совокупность кривых выживаемос­
ти получена для фиксированной интенсивности 
ультразвука при температурах 50.5-54.5°С. На ос­
новании этих данных была рассчитана зависи­
мость характера взаимодействия повреждений, 
вызываемых обоими агентами, от температуры, 
при которой происходило озвучивание.

Для количественной оценки результатов ком­
бинированного воздействия ультразвука и повы­
шенной температуры использовали ранее предло­
женный коэффициент синергизма [14], который 
представляет собой отношение изоэффективных 
времен воздействия для теоретически ожидаемой 
кривой выживаемости при допущении независи­
мости сложения эффектов от каждого агента и 
экспериментально полученной кривой. Для наше­
го случая коэффициент синергизма (рис. 1) рас­
считывался по формуле

к = to/t ŷ

Рис. 1. Кривые выживаемости диплоидных дрожже­
вых клеток Saccharomyces cerevisiae (штамм XS800): 
1 -  выживаемость клеток после действия одной гипер­
термии (53.5°С); 2 -  выживаемость клеток после озву­
чивания (интенсивность ультразвука -  0.195 Вт/см2); 
3 -  теоретически ожидаемая кривая выживаемости 
при допущении независимости сложения эффектов 
от каждого агента; 4 -  экспериментально полученная 
кривая выживаемости при одновременном действии
ультразвука (интенсивности 0.195 Вт/см2) и гипертер­
мии (53.5°С); /| и /q -  продолжительность воздействия 
при одновременном применении агентов в экспери­
менте и в случае аддитивного сложения их эффектов 
для 10% выживаемости.

где tx и t0 -  продолжительности воздействия при 
одновременном применении агентов в экспери­
менте и в случае аддитивного сложения их э ф ­
фектов для 10% выживаемости. Поскольку кри­
вые выживаемости во всех наших случаях были 
экспоненциальными, это отношение не зависит 
от уровня выживаемости, для которого оно рас­
считывается. Для экспоненциальных кривых вы­
живаемости можно записать

S = exp(-/V),

где S -  выживаемость клеток, N  -  число леталь­
ных повреждений. Следовательно число леталь­
ных повреждений может быть оценено из опреде­
ленной в эксперименте выживаемости как

N  =  - \nS .

Тогда можно утверждать, что коэффициент си­
нергизма фактически показывает во сколько раз 
число повреждений, индуцированных при комби­
нированном воздействии, больше, чем при их ад­
дитивном (независимом) сложении.

Итоговые результаты зависимости коэф ф и­
циента синергизма от температуры приведены на

А К У С Т И Ч Е С К И Й  Ж У Р Н А Л  т о м  4 4  №  3  1 9 9 8 5*



356 ГОЛОВАЧ и др.

"хин

2.2
2.1
2.0
1.9
1.8
1.7
1.6
1.5
1.4
1.3
1.2
1.1

50 51 52 53 54 55
Температура, °С

Рис. 2. Зависимость коэффициента синергизма (к) от 
температуры при фиксированной интенсивности уль­
тразвука (0.195 Вт/см2) для диплоидных дрожжевых 
клеток Saccharomyces cerevisiac (штамм XS800).

рис. 2. И з полученных данных видно, что синерги­
ческий эф ф ект при одновременном применении 
озвучивания и гипертермии наблюдается в неко­
тором диапазоне температур, причем имеется 
температура, при которой синергизм максима­
лен. Интересно, что именно такая закономер­
ность изменения коэффициента синергизма от  
соотношения воздействующих агентов прогнози­
ровалась в рамках математической модели, опи­
сывающей эф фекты  одновременного терморади­
ационного воздействия [13]. Поэтому представля­
ло интерес применить эту модель к полученным в 
данной работе экспериментальным результатам. 
В соответствии с упомянутой моделью [13], мак­
симальный синергический эф ф ект достигается 
при выполнении соотношения

N2/ N l = P \/p2, (1)

где N ] и N2 -  ч и с л о  летальных повреждений, вы­
зываемых ультразвуком и гипертермией соот­
ветственно, а р х и р 2 -  аналогичные числа неле­
тальных субповреждений, образованных на одно 
летальное повреждение, обусловленное каждым 
агентом.

Коэффициент синергизма к для любых N { и N2 
описывается следующим выражением:

к =  [Nx +  N2 +  min {PlN {; p 2N2)]/(N{ + ДГ2). (2)

Из этой формулы следует, что:

а) если число субповреждений от ультразвука 
меньше числа субповреждений, вызванных на­
гревом (pxN x < p2N2), то

k =  (Nl + N 2 + p lN [) m + N 2\  (3)

откуда

P ^ i k - m + N ^ N J ;  (4)

б) если число субповреждений от повышенной 
температуры меньше числа субповреждений от  
ультразвука (p2N2 > р jN,), то

k = (Nl + N 2 + p 2N2)l(Nx + N2), (5)

откуда

p 2 =  ( k - l ) ( l + N {/N2). (6)

Отношение N2/N x можно определить, напри­
мер, из отношения наклонов кривых выживаемо­
сти после отдельного действия нагревания и озву­
чивания, т.е. это отношение чувствительностей 
клеток к нагреву и ультразвуку,

N2/N x = tx/ t 2, (7)

где t j t 2 -  отношение среднелетальных времен 
действия ультразвука и гипертермии, снижающих 
выживаемость клеток в е раз на экспоненциаль­
ном участке кривой выживаемости, изображен­
ной в полулогарифмическом масштабе.

Учитывая уравнения (4) и (5), можно опреде­
лить величину максимального коэффициента си­
нергизма по уравнению

= (Р\ + Р2 + PiPiViPi + Pi)- (8)

Таким образом, из двух независимых экспери­
ментов, удовлетворяющих условиям уравнений (6) 
и (8), можно определить основные параметры мо­
дели р х и p 2i используя уравнения (4) и (5). Зная 
эти параметры, с помощью уравнения (2) можно 
оценить теоретически прогнозируемые значения 
зависимости коэффициента синергизма от соотно­
шения N2/N x. Используя уравнения (1) и (7), можно 
найти оптимальное соотношение воздействующих 
агентов для получения максимального синергиз­
ма, который оценивается по уравнению (8).

Попытаемся проверить применимость этой мо­
дели к полученным нами результатам. На рис. 3 
приведена зависимость коэффициента синергиз­
ма от соотношения воздействующих агентов 
N2/N 1, рассчитанная по уравнению (5) (сплошная 
кривая на этом рисунке при значениях основных 
параметров модели р х = 1.1, р 2 = 6.7). На этом ри­
сунке кружки представляют экспериментальные 
значения. Видно хорош ее соответствие экспери­
ментальных и теоретически ожидаемых зависи­
мостей. Максимальное значение синергизма, рас­
считанное по уравнению (8), составляет 1.94 и оно 
ожидается при соотношении N2/N { = 0.156, что не 
противоречит представленным эксперименталь­
ным данным. Это означает, что описанная мате­
матическая модель может использоваться для 
прогнозирования и оптимизации синергизма при 
действии ультразвука и гипертермии на дрожже­
вые клетки.
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Рис. 3. Зависимость коэффициента синергизма (к) от 
соотношения воздействующих агентов N2/N] для дип­
лоидных дрожжевых клеток Saccharomyces cerevisiae 
(штамм XS800). Сплошная кривая-зависимость коэф­
фициента синергизма от соотношения N2/N{ при зна­
чениях основных параметров модели: р 1 = \.\;р2 = 6.7.

Таким образом, представленные результаты  
демонстрируют зависимость степени синергизма 
одновременного воздействия гипертермии и уль­
тразвукового излучения от соотношения воздей­
ствующих агентов и показывают, что для данной 
интенсивности ультразвука существует темпера­
тура, при которой синергический эф ф ект макси­
мален. Использованная математическая модель 
прогнозирует величину этого максимального си­
нергизма и условие, при котором он может быть 
достигнут.
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Prediction and Optimization of Synergism in the Combined Action
of Ultrasound and Hyperthermia on Yeast Cells

I. N. Golovach, G. P. Zhurakovskaya, L. N. Komarova, and V. G. Petin

A study into the diploid yeast cells Saccharomyces cerevisiae of the wild type has established a temperature range 
within which synergism occurs when ultrasound and hyperthermia act on the cells at the same time. Using a math­
ematical model as the basis, the optimum temperature is predicted at which the synergism will be at its strongest 
for a fixed intensity of ultrasound. The model prediction is in close agreement with experimental evidence.
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