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Цель исследования — изучить влияние некогерентного импульсного излучения на функциональное состояние мононуклеарных 
клеток в эксперименте.

Материалы и методы. Эксперименты проведены in vivo на самцах белых беспородных крыс. В качестве действующего фактора 
использовали некогерентное импульсное излучение, генерируемое устройством с заданными параметрами: длительность импульса — 
10 мкс, сила тока — 1 кА, напряжение на электродах — 10 кВ, энергия в 1 импульсе — 5 Дж, частота — 1 Гц. Выбрано два режима 
воздействия на животных: троекратно в течение 1 мин и троекратно в течение 2 мин. 

Изучали состояние кислородзависимого метаболизма нейтрофилов с помощью спонтанного и индуцированного варианта 
НСТ-теста (НСТ — нитросиний тетразолий), оценивали активность фагоцитоза по поглощению частиц латекса, спектрофотометричес-
ки определяли концентрацию нуклеиновых кислот в лимфоцитах периферической крови.

Результаты. Воздействие в течение 1 мин не вызывает значительных изменений функционального состояния мононуклеарных 
клеток. При воздействии в течение 2 мин наблюдается активация nADPh-оксидазы в плазматической мембране нейтрофилов. Ус-
тановлено возрастание фагоцитарной активности клеток после воздействия на животных некогерентным импульсным излучением. 
Показатели фагоцитарного индекса и фагоцитарного числа увеличиваются на 21,84 и 45,28% соответственно. Выявлено повышение 
концентрации ДНК в лимфоцитах периферической крови крыс.
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The aim of the investigation was to study the effect of non-coherent impulse radiation on functional status of mononuclear cells in 
experiment. 

Materials and Methods. In vivo experiments were carried out on white outbred male rats exposed to non-coherent impulse radiation with 
the following set-up parameters: impulse time — 10 µs, amperage — 1 kA, electrode voltage — 10 kV, pulse energy — 5 J, frequency — 1 hz. 
We used two exposure modes on animals: three times within a minute, and three times within 2 min. 

We studied the state of oxygen-dependent neutrophil metabolism using spontaneous and induced nBT-test (nBT — nitro blue tetrazolium), 
assessed the activity of phagocytosis by latex particles phagocytosis, and determined spectrophotometrically the concentration of nucleic acids 
in lymphocytes of peripheral blood.

Results. one-minute exposure caused no significant changes of functional status of mononuclear cells. Two-minute exposure resulted 
in nADPh-oxidase activation in neutrophil plasma membrane. cell phagocytic rate was found to increase when the animals were exposed to 
non-coherent impulse radiation. Phagocytic index and phagocytic number increased of 21.84 and 45.28% respectively. There was revealed the 
increase of DnA concentration in lymphocytes of peripheral blood in rats. 

Key words: mononuclear cells; phagocytosis; neutrophil nADPh-oxidase; DnA; RnA; non-coherent plasma radiation.

 биомедицинские исследования   



28   СТМ ∫ 2013 — 5(1)

 биомедицинские исследования 

Клетки иммунной системы рассматриваются не 
только как факторы адаптивного и неспецифического 
иммунитета, но и как универсальные индикаторы го-
меостаза [1]. Именно поэтому оценка функциональной 
активности мононуклеарных клеток при различных фи-
зико-химических воздействиях на организм представ-
ляет большой интерес.

В последнее время в практической и эксперимен-
тальной биологии и медицине активно используются 
плазменные технологии [2, 3]. Известны бактерицидный 
и цитотоксический эффекты газоразрядной плазмы [4]. 
Установлено, что основным действующим фактором 
плазмы искрового разряда является некогерентное им-
пульсное излучение УФ-диапазона [2]. 

Известно, что в процессе генерации импульсных 
разрядов образуются радикальные продукты [5, 6], 
способные влиять на окислительно-восстановитель-
ные процессы и модификацию макромолекул и раз-
личных клеточных структур [7–9]. С другой стороны, 
свободные радикалы — это продукты нормально-
го клеточного метаболизма [7]. Физиологическими 
эффектами радикалов являются цитотоксическое 
действие в составе фагоцитов, регуляция клеточной 
пролиферации, дифференцировка В-лимфоцитов, 
активация Т-лимфоцитов, индукция транскрипции 
отдельных генов [10, 11]. 

До настоящего времени оценка функционального 
состояния мононуклеарных клеток после воздействия 
на организм некогерентным излучением плазмы не 
проводилась. 

Цель исследования — изучение влияния некоге-
рентного импульсного излучения плазмы искрового 
разряда на функциональную активность мононуклеар-
ных клеток в эксперименте.

Материалы и методы. Эксперименты проведены 
на лабораторных животных — самцах белых беспород-
ных крыс массой 200–250 г. Животные содержались 
в стандартных условиях вивария. При проведении ис-
следования неукоснительно соблюдались этические 
принципы, установленные Европейской конвенцией 
по защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и других научных целей (приня-
той в Страсбурге 18.03.1986 г. и подтвержденной в 
Страсбурге 15.06.2006 г.).

В качестве действующего фактора использовали не-
когерентное импульсное излучение плазмы искрового 
разряда, генерируемое устройством (разработано в 
Институте экспериментальной физики ядерного центра 
(РФЯЦ ВНИИЭФ, Саров, Нижегородская обл., Россия) 
[12]) с определенными параметрами: длительность 
импульса — 10 мкс, сила тока — 1 кА, напряжение на 
электродах — 10 кВ, энергия в 1 импульсе — 5 Дж, 
частота — 1 Гц. Воздействию подвергали переднюю 
брюшную стенку животных. Объектом исследования 
являлись лимфоциты, выделенные из периферической 
крови крыс, нейтрофилы и моноциты крови. Контролем 
служили клетки периферической крови интактных жи-
вотных, не подвергавшихся воздействию.

Для оценки влияния некогерентного импульсного 
излучения на функциональную активность мононукле-

арных клеток крови животных разделяли на группы: не 
подвергавшиеся воздействию (контроль), подвергав-
шиеся троекратной обработке длительностью 1 мин, 
подвергавшиеся троекратной обработке длительнос-
тью 2 мин. Воздействие проводили один раз в сутки, 
в течение трех суток. Режимы обработки и кратность 
воздействия были определены в предыдущих экспери-
ментах [13]. 

Животным вводили 0,1 мл гепарина внутрибрюшин-
но, через 10 мин их наркотизировали эфиром и дека-
питировали. Для предотвращения свертывания кровь 
помещали в гепаринизированные пробирки.

Лимфоциты выделяли в градиенте плотности фи-
колла-урографина (ρ=1,076 г/см). Жизнеспособность 
клеток определяли в тесте с трипановым синим, в тече-
ние всего хода эксперимента она составляла не менее 
95%.

Оценку состояния метаболической активности 
нейтрофилов проводили по результатам постановки 
спонтанного и активированного зимозаном тестов с 
нитросиним тетразолием (НСТ-тест). В ходе реакции 
бесцветный НСТ поглощается нейтрофилами и под 
влиянием их дегидрогеназной системы восстанавли-
вается в темно-фиолетовые гранулы диформазана, 
которые визуально определяются под микроскопом. 

О фагоцитарной активности судили по поглощению 
частиц латекса размером 0,8 мкм. При микроскопи-
ческом исследовании препаратов подсчитывали число 
активных клеток в процентах (фагоцитарный индекс) 
и среднее число частиц латекса, поглощенных одним 
фагоцитом (фагоцитарное число).

Концентрацию нуклеиновых кислот определяли ме-
тодом щелочного и кислотного гидролизов с помощью 
удаления кислоторастворимой фракции липидов с пос-
ледующей спектрофотометрией [14].

Статистическую обработку данных выполняли с по-
мощью пакета прикладных программ Excel и statistica 
6.0 согласно рекомендациям по проведению медико-
биологической статистики [15].

Результаты представлялись в виде М±G, где М — 
среднее арифметическое, G — среднеквадратичное 
отклонение. Достоверность различий определяли по 
критерию Крускала–Уоллиса. Две выборки считались 
принадлежащими к разным генеральным совокупнос-
тям при р<0,05.

Результаты и обсуждение. Фагоцитоз являет-
ся центральным звеном неспецифической защиты 
организма. Повышение фагоцитарной способности 
клеток является основным фактором, свидетельству-
ющим об их активации [16]. Анализ данных изучения 
влияния некогерентного импульсного излучения на 
фагоцитарную активность клеток крови исследуемых 
животных (табл. 1) показал, что при троекратном воз-
действии в течение 1 мин статистически значимых 
изменений фагоцитарной активности не происходит. 
Воздействие в течение 2 мин способствует активации 
фагоцитоза, что выражается в возрастании фагоци-
тарного индекса на 21,84% (р=0,019) и фагоцитарного 
числа на 45,28% (р=0,017) по сравнению с контроль-
ной группой. Таким образом, воздействие некогерент-
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ного импульсного излучения вызывает индуцирова-
ние активности фагоцитоза. 

Активация фагоцитов характеризуется образова-
нием активных форм кислорода и сопровождается 
респираторным взрывом [1]. НСТ-тест отражает кисло-
родзависимый метаболизм нейтрофилов и наработку 
свободных радикалов [17]. При изучении показателей 
метаболической активности нейтрофилов после воз-
действия некогерентным импульсным излучением в 
течение 1 мин значительных изменений не выявлено 
(табл. 2). При воздействии в течение 2 мин установле-
на активация кислородзависимого метаболизма ней-
трофилов. Наблюдается возрастание позитивно реа-
гирующих клеток спонтанного варианта НСТ-теста на 
15,33% (р=0,032). Увеличение спонтанного индекса ак-
тивации, отражающего активность ферментных систем 
нейтрофилов, составило 28,40% (р=0,032). Выявлено 
статистически значимое возрастание коэффициента 
метаболической активности, свидетельствующего о 
степени стимуляции нейтрофилов, на 8,79% (р=0,034). 
Снижение показателя резерва нейтрофилов, характе-
ризующего потенциальную способность к активации, 
составило 16,39% (р=0,034). 

Известно, что интенсивность генерации нейтро-
филами АФК определяется в основном активностью 
NADPH-оксидазы, которая зависит от вида, концентра-
ции и времени стимуляции [18]. При этом существует 
концепция двухступенчатой активации нейтрофилов, 
называемая праймингом клеток. В качестве праймиру-

ющих агентов выступают цитокины, хемотоксические 
факторы, метаболические регуляторы, продукты пере-
кисного окисления липидов [19–21]. Переход нейтро-
филов в активированное состояние может быть обус-
ловлен взаимодействием клеток с образовавшимися 
в результате некогерентного импульсного излучения 
АФК [6]. Известно, что Н2О2 в небольших концентраци-
ях индуцирует хемотаксис нейтрофилов, кратковремен-
ное повышение концентрации внутриклеточного каль-
ция и усиливает респираторный взрыв [22]. 

Таким образом, наблюдаемое повышение генера-
ции активных форм кислорода и снижение резервного 
потенциала клеток показывает, что некогерентное им-
пульсное излучение индуцирует фагоцитоз и способст-
вует активации кислородзависимого метаболизма ней-
трофилов. 

Интерес к биологическому действию некогерентного 
импульсного излучения появился сравнительно недав-
но [23]. Известно, что фотобиологические эффекты ре-
ализуются через каскад окислительных реакций [24]. 
Активация свободно-радикальных процессов в орга-
низме оказывает влияние на состояние генетического 
аппарата клетки. Считается, что окислительный стресс 
средней интенсивности, вызванный АФК, выполняет 
регуляторную функцию и стимулирует пролиферацию 
[7, 11, 25, 26], в то время как высокие концентрации 
АФК могут оказывать повреждающее действие на нук-
леиновые кислоты и индуцировать гибель клеток [7, 8, 
25, 27]. Неоднозначное действие АФК на клетки и, в 
частности, на нуклеиновые кислоты явилось предпо-
сылкой для оценки количества ДНК и РНК в лимфоци-
тах периферической крови животных.

Исследование влияния некогерентного импульсно-
го воздействия на концентрацию нуклеиновых кис-
лот в лимфоцитах экспериментальных животных при 
троекратной обработке в течение 1 мин не показало 
статистически значимых изменений уровней ДНК и 
РНК (табл. 3). При троекратном воздействии в течение 
2 мин установлено статистически значимое увеличе-
ние концентрации ДНК (р=0,027) по сравнению с конт-
рольной группой, а также прослеживается тенденция к 
снижению количества РНК.

Т а б л и ц а  1

влияние некогерентного импульсного излучения  
на фагоцитарную активность крови животных

Время 
воздействия

Фагоцитарный индекс, % Фагоцитарное число

Контроль 81,5±6,8 5,30±0,75

1 мин 78,0±10,2 4,70±0,58

2 мин 99,3±1,2* (р=0,019) 7,7±0,6* (р=0,017)

* — статистически значимая разница значений с контрольной 
группой.

Т а б л и ц а  2

влияние некогерентного импульсного излучения на окислительный метаболизм  
нейтрофилов

Время воздействия

Контроль 1 мин 2 мин

НСТ-тест спонтанный, % 68,50±2,38 68,50±2,69 79,00±2,65* (р=0,032)

НСТ-тест индуцированный, % 83,75±2,99 79,00±1,00* (р=0,037) 80,67±1,15

ИАНС 0,81±0,05 0,80±0,04 1,04±0,04* (р=0,032)

ИАНА 1,15±0,11 1,00±0,03 1,10±0,06

КМАН 1,82±0,05 1,87±0,03 1,98±0,04* (р=0,034)

ПРН 1,22±0,07 1,16±0,04 1,02±0,04* (р=0,034)

З д е с ь: ИАНС и ИАНА — индексы активности нейтрофилов в спонтанном и активированном вари-
анте; КМАН — коэффициент метаболической активности нейтрофилов; ПРН — показатель резерва 
нейтрофилов. * — статистически значимая разница значений с контрольной группой.
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Наблюдаемое увеличение количества ДНК в лимфо-
цитах, с одной стороны, можно объяснить регулятор-
ным влиянием радикалов кислорода (супероксидного 
анион-радикала и Н2О2) на активацию пролифератив-
ных процессов [11, 24]. С другой стороны, увеличение 
концентрации ДНК может быть связано с образовани-
ем ковалентных связей между ДНК и белками, а так-
же между соседними пиримидиновыми и пуриновыми 
основаниями, что, вероятно, снижает устойчивость мо-
лекулы ДНК к деструкции [27, 28]. Однако из литера-
турных данных [6, 27] следует, что используемый нами 
уровень интенсивности некогерентного импульсного 
излучения (энергия в 1 импульсе — 5 Дж) все-таки не 
достаточен как для прямого деструктивного влияния на 
молекулы ДНК, так и посредством образования АФК в 
ходе плазмохимических реакций.

Таким образом, исследование влияния некогерент-
ного импульсного излучения на генетический аппарат 
клетки требует дальнейшего изучения высокотехноло-
гичными методами молекулярной биологии.

Заключение. Исследование влияния некогерентно-
го импульсного излучения низкотемпературной плаз-
мы искрового разряда на функциональную активность 
мононуклеарных клеток в эксперименте показало, что 
троекратное воздействие его в течение 2 мин способст-
вует активации фагоцитарной реакции и кислородза-
висимого метаболизма нейтрофилов, увеличению кон-
центрации ДНК в лимфоцитах периферической крови 
животных.
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