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Цель исследования — оценка механизмов цитотоксического действия излучения газоразрядной плазмы в отношении опухолевых 
клеток лимфосаркомы и рака молочной железы.

Материалы и методы. Эксперимент проведен на штаммах опухолевых клеток лимфосаркомы (LSR) и рака молочной железы 
крыс (RMK1). Суспензии клеток объемом 4 мл и концентрацией (4–6)·106/мл обрабатывали излучением газоразрядной плазмы в 
различных временных режимах. Генерирование излучения плазмы проводили импульсным устройством, имеющим следующие за-
данные характеристики: длительность одного импульса — 100 мкс, напряжение — 11 кВ, энергия в одном импульсе — 5,9·10−2 Дж, 
частота импульсов — 10 Гц. Цитотоксическое действие излучения газоразрядной плазмы оценивали с использованием флюорес-
центных красителей Hoechst (Sigma ALDRICH, США), Propidium iodide (Sigma ALDRICH, США) и МТТ-теста. Структурные изменения 
в клетках изучали методом электронной микроскопии. Состояние цитоплазматической мембраны оценивали по изменению мик-
ровязкости с использованием гидрофобного флюоресцентного зонда пирена (Sigma ALDRICH, США). Уровень окислительных про-
цессов определяли по флюоресценции битирозина, триптофана, гликозилированных белков и процессам перекисного окисления 
липидов. О состоянии коферментов судили по флюоресценции НАД(Ф)+/НАД(Ф)Н+Н+ и ФАД+/ФАДН2. Степень повреждения ДНК 
клеток оценивали методом ДНК-комет.

Результаты. Установлено, что воздействие на клетки LSR и RMK1 излучением плазмы в течение 600 с является полулетальной 
дозой. Оно вызывает значительные нарушения в структуре цитоплазматической и ядерной мембран, внутриклеточном содержимом, 
снижает показатели микровязкости как в липидном бислое, так и в зоне белок–липидных взаимодействий клеток LSR и RMK1. Белко-
вые молекулы этих клеток под действием излучения газоразрядной плазмы претерпевают выраженную окислительную модификацию. 
Накопления продуктов перекисного окисления липидов не зарегистрировано. Под действием излучения плазмы для изученных типов 
клеток происходит также увеличение содержания восстановленной формы НАД(Ф)Н+Н+ и окисленной формы ФАД+. Количество кле-
ток со значительным повреждением ДНК вырастает до 81% к 600-й секунде обработки. Все изменения находятся в прямой зависимос-
ти от продолжительности времени воздействия.
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The aim of the investigation was to assess the mechanisms of cytotoxic effect of gas-discharge plasma radiation on lymphosarcoma and 
breast cancer cells.

Materials and Methods. The experiment was carried out on the strains of rat lymphosarcoma (LSR) and breast cancer (RMK1) cells. 4 ml 
of cell suspension at 4–6·106/ml concentration was exposed to gas-discharge plasma radiation in various time modes. Plasma radiation was 
generated by impulse device with the following set characteristics: burst time — 100 µs, voltage — 11 kV, energy per pulse — 5.9·10−2 J, pulse 
frequency — 10 Hz. Cytotoxic effect of gas-discharge radiation was assessed using fluorescent dye Hoechst (Sigma ALDRICH, USA), Propidium 
iodide (Sigma ALDRICH, USA) and МТТ-test. Structural changes in cells were studied by electron microscopy. Cytoplasmic membrane condition 
was assessed by microviscosity change using a hydrophobic fluorescent probe pyrene (Sigma ALDRICH, USA). The level of oxidative processes 
was determined by fluorescence of bityrosine, tryptophan, glycated proteins and lipid peroxidation processes. The state of coenzymes was esti-
mated by NAD(P)+/NAD(P)Н+Н+ and FAD+/FADН2. DNA cell damage degree was assessed by DNA-comet assay.

Results. 600-second radiation exposed to LSR and RMK1 cells was found to be a half-lethal dose. Such radiation causes significant chang-
es in the structure of cytoplasmic and nuclear membranes, intracellular content, reduces microviscosity indices both in a lipid bilayer and in 
protein-lipid interaction area of LSR and RMK1 cells. Protein molecules of these cells undergo marked oxidative modification exposed to gas-
discharge plasma radiation. No accumulation of lipid peroxidation products was recorded. The content of reduced NAD(P)Н+Н+ and oxidized 
FAD+ increases in the cells under study under plasma radiation. The number of cells with significantly damaged DNA increases up to 81% by 
600th second of exposure. All changes were in direct relationship to time exposure duration.

Key words: cytotoxic effect; gas-discharge plasma radiation; LSR and RMK1 tumor cells.

English

Плазменные технологии в биологии и медицине яв-
ляются динамически развивающимся направлением, 
медико-биологические эффекты плазмы активно ис-
следуются учеными разных стран. Разработка плаз-
менных устройств, генерирующих фармакологические 
дозы активных частиц, и стандартизация плазменных 
технологий могут решить многие проблемы и открыва-
ют новые горизонты как в физиологических и биохими-
ческих исследованиях, так и в разработке новых мето-
дов лечения.

К настоящему моменту опубликовано большое коли-
чество работ с указанием на биологические эффекты 
плазмы, такие как бактерицидное, спорацидное, ци-
тотоксическое действия, регенерация [1–3]. В связи с 
открытием проапоптотической активности плазмы уче-

ными активно исследуется возможность использования 
плазменных технологий в качестве противоопухолевой 
терапии [4–6]. Однако о механизмах цитотоксического 
действия плазмы известно гораздо меньше, а данные, 
полученные в многочисленных научных лабораториях, 
оказываются довольно противоречивыми в отношении 
вклада различных факторов плазмы (ионы, радикалы, 
электромагнитные поля, излучение плазмы) в бактери-
цидный и цитотоксический эффекты, что обусловлива-
ет актуальность исследований в этом направлении.

Излучение является основным действующим фак-
тором плазмы искрового разряда. К настоящему вре-
мени уже детектированы некоторые активные частицы 
излучения плазмы, образующиеся в газовой фазе и 
жидкости, установлены бактерицидный, спороцид-
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ный и цитостатический эффекты излучения плазмы, 
изучаются структурно-функциональные изменения 
прокариотических клеток [7–9]. Однако комплексного 
исследования структурно-функционального состояния 
эукариотических клеток после воздействия излучени-
ем плазмы искрового разряда до настоящего момента 
не проводилось.

Цель исследования — оценка механизмов цитоток-
сического действия излучения газоразрядной плазмы 
в отношении опухолевых клеток лимфосаркомы и рака 
молочной железы.

Материалы и методы. Эксперимент проведен на 
штаммах опухолевых клеток лимфосаркомы (LsR) и 
рака молочной железы крыс (RmK1). Штамм LsR взят 
от беспородной крысы, получавшей 3,3-дихлорбензи-
дин, опухоль состоит из лимфоидных клеток различной 
величины. Штамм RmK1 получен из протоков молочной 
железы самок белых беспородных крыс (рак возник 
спонтанно) и представлен альвеолярными структурами 
и атипичными эпителиальными клетками. Штаммы при-
обретены в РОНЦ им. Н.Н. Блохина (Москва).

Генерирование излучения плазмы искрового разря-
да проводили импульсным устройством «Пилимин», 
имеющим следующие характеристики: длительность 
одного импульса — 100 мкс, напряжение — 11 кВ, энер-
гия в одном импульсе — 5,9·10−2 Дж, частота импуль-
сов — 10 Гц. Устройство разработано И.М. Пискаревым, 
ведущим научным сотрудником Института ядерной фи-
зики им. Д.В. Скобельцына МГУ им. М.В. Ломоносова в 
2011 г.

Для анализа клетки ресуспендировали в рас-
творе Хенкса («Биолот», Россия) до концентрации 
(4–6)·106/мл. Суспензии клеток объемом 4 мл обраба-
тывали излучением низкотемпературной газоразряд-
ной плазмы в различных временны′ х режимах от 30 до 
1800 с.

Для оценки цитотоксического действия излучения 
газоразрядной плазмы были использованы флюорес-
центные красители Hoechst (sigma ALDRICH, США), 
Propidium iodide (sigma ALDRICH, США) и МТТ-тест [10, 
11]. Измерения проводили на флюоресцентном мик-
роскопе Leica DmIL HC (Leica microsystems, Германия) 
и спектрофлюориметре «Флюорат-02 Панорама» 
(«Люмэкс», Россия).

Структурные изменения в клетках изучали с исполь-
зованием электронной микроскопии [12]. Электронные 
фотографии получали на электронно-трансмиссионном 
микроскопе morgagni 268D (FEI, США). Видеокамера 
mega View (Arecont Vision, США) транслировала изоб-
ражение на экран компьютера. С изображениями рабо-
тали в программе анализа AnalysIs.

Состояние цитоплазматической мембраны клеток 
оценивали по изменению микровязкости с использо-
ванием гидрофобного флюоресцентного зонда пире-
на (sigma ALDRICH, США) [13]. Измерения проводили 
на спектрофлюориметре «Флюорат-02 Панорама» 
(«Люмэкс», Россия).

Экстракцию липидов из анализируемого материа-
ла выполняли методом Folch. Уровень общих липидов 
определяли с помощью набора TOTAL LIPIDs BIO-

LACHEmA-TEsT (PLIVA-Lachema Diagnostica, Чехия). 
Интенсивность перекисного окисления липидов оцени-
вали по относительным концентрациям низкомолеку-
лярных неокисленных продуктов, диеновых конъюгатов, 
молекул с цис- и трансконъюгированными двойными 
связями, триеновых конъюгатов, малонового диальде-
гида, оснований Шиффа [14–16]. Измерения проводи-
ли на спектрофлюориметре «Флюорат-02 Панорама» 
(«Люмэкс», Россия).

Концентрацию общего белка определяли биуре-
товым методом с помощью набора TOTAL PROTEIN 
«FL-E» (VITAL DIAGNOsTICs, Россия). Окислительную 
модификацию белков оценивали по флюоресценции 
битирозина, продуктов неферментативного глико-
зилирования белков и остатков триптофана [17–19]. 
Измерения проводили на спектрофлюориметре 
«Флюорат-02 Панорама» («Люмэкс», Россия).

О состоянии коферментов судили по флюоресцен-
ции НАД(Ф)Н+Н+ и ФАД+ [20, 21]. Измерения проводи-
ли на спектрофлюориметре «Флюорат-02 Панорама» 
(«Люмэкс», Россия).

Степень повреждения ДНК клеток исследовали 
методом ДНК-комет. Для определения доли клеток с 
разной степенью поврежденности ДНК оценивали рас-
пределение их по группам в зависимости от значения 
показателя «процент ДНК в хвосте кометы»: от 0 до 
5%; от 5,1 до 10%; от 10,1 до 15%; от 15,1 до 20%; бо-
лее 20% [22]. Гель-слайды анализировали на флюорес-
центном микроскопе Leica DmIL HC (Leica microsystems, 
Германия).

Полученные в экспериментальных исследованиях 
значения обрабатывали с помощью прикладных стан-
дартных пакетов программ Excel и statistica v.6.0.

Результаты и обсуждение. При оценке цитотокси-
ческого действия излучения газоразрядной плазмы в 
отношении клеток LsR и RmR1 выявлено, что воздейс-
твие в течение 600 с является полулетальной дозой 
(рис. 1).

Далее исследовались структурные изменения в 
клетках под действием излучения газоразрядной плаз-
мы. Установлено, что клетки LsR контрольной серии 
(необработанные) имеют округлую форму с неповреж-
денной цитоплазматической и ядерной мембраной. 
После воздействия излучением плазмы в клеточном 
содержимом наблюдалась разреженность. С увеличе-
нием продолжительности воздействия нарушалась це-
лостность цитоплазматической и ядерной мембраны, 
отмечено образование пор (рис. 2).

Клетки RmK1 контрольной серии имели по боль-
шей части овоидную форму с крупным ядром, ядерный 
хроматин представлен мелкозернистой структурой. 
Ядрышки — крупные. Воздействие излучением плазмы 
в течение 15 мин вызывало вакуолизацию внутрикле-
точного содержимого и деформацию ядерной мемб-
раны. После обработки в течение 30 мин отмечались 
разрывы в ядерной мембране (рис. 3).

Таким образом, излучение плазмы вызывает опре-
деленные нарушения в структуре цитоплазматической 
и ядерной мембран и внутриклеточного содержимого 
клеток LsR и RmK1. Значительность нарушений на-
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Рис. 1. Число нежизнеспособных (а) и 
жизнеспособных (б) клеток LsR и RmK1 
после обработки излучением плазмы; 
* — статистически значимое различие 
значений относительно необработанной 
серии, р<0,05
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Рис. 2. Электронные фотографии клеток LsR после воздействия излучением плазмы искрового разряда: а — контроль; б — об-
работка в течение 15 мин; в — обработка в течение 30 мин (длина отрезка — 5 мкм)

Рис. 3. Электронные фотографии клеток RmK1 после воздействия излучением плазмы искрового разряда: а — контроль; б — 
обработка в течение 15 мин; в — обработка в течение 30 мин (длина отрезка — 5 мкм)
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ходится в прямой зависимости от продолжительности 
времени воздействия.

При изучении состояния цитоплазматической мемб-
раны клеток установлено, что с увеличением продол-
жительности облучения снижаются показатели микро-
вязкости: как в липидном бислое — в 1,6–1,7 раза, так 
и в зоне белок–липидных взаимодействий — в 1,5–2,6 
раза (табл. 1). Известно, что изменение микровязкости 
оказывает существенное влияние на мембраносвязан-
ные процессы (проницаемость для ионов и молекул, 
участвующих в клеточном метаболизме), на работу 
мембранных ферментов и рецепторных систем [23], 
что, безусловно, будет сказываться в том числе и на 
жизнеспособности клетки.

Микровязкость мембран — это суммарный пока-
затель, который зависит как от состояния белкового 
компонента, так и от состояния липидных молекул [23]. 
В связи с этим далее исследовались процессы окисле-
ния белков и липидов.

Изучение перекисного окисления липидов в клетках 
LsR и RmK1 под действием излучения плазмы не вы-
явило изменений относительных концентраций первич-
ных, вторичных и конечных продуктов. Эти результаты 
согласуются с данными, полученными нами в 2012 и 
2013 гг. [9, 24]. В работах показано, что после воздейст-
вия излучением плазмы искрового разряда на взвеси 
липосом из общих липидов клеток, холестерина и три-

глицеридов относительные концентрации диеновых и 
триеновых конъюгатов не увеличивались, а интенсив-
ность процессов липопероксидации бактериальных 
клеток снижалась.

Анализ окислительной модификации белковых мо-
лекул показал, что в клетках LsR под действием из-
лучения плазмы к 1200-й секунде обработки уровень 
битирозина и гликозилированных белков возрастал в 
2,4 и 2,3 раза соответственно, содержание триптофана 
снижалось в 7,6 раза (рис. 4).

В клетках RmK1 возрастание содержания битирози-
на и гликозилированных белков было менее выраже-
но — на 15 и 43% соответственно, уровень триптофа-
на снижался к 1200-й секунде обработки в 9 раз (см. 
рис. 4).

Таким образом, белковые молекулы клеток LsR и 
RmK1 претерпевают выраженную окислительную мо-
дификацию под действием излучения газоразрядной 
плазмы, что, несомненно, будет приводить к наруше-
нию многочисленных функций, выполняемых белковы-
ми комплексами. Одной из важнейших функций белков 
является ферментативная. Многие ферментативные 
реакции включают перенос электронов или групп ато-
мов с одного субстрата на другой. В таких реакциях 
принимают участие коферменты, которые выполняют 
функцию промежуточных переносчиков атомов или 
функциональных групп. Известно, что пиридиннуклео-

Т а б л и ц а  1

вязкость липидного бислоя и белок–липидных областей мембран лимфоидных  
и эпителиальных клеток после воздействия излучением плазмы искрового разряда, отн. ед.

Время 
воздействия, с

Клетки LsR Клетки RMK1

Липидный бислой Белок–липидая зона Липидный бислой Белок–липидая зона

Без воздействия 2,65±0,17 15,92±1,10 3,39±0,09 17,4±0,9

60 2,40±0,18 13,62±1,00 3,10±0,10 16,40±1,37

300 1,98±0,11* 11,92±1,20* 2,62±0,20* 13,20±1,13*

1200 1,68±0,08* 6,22±0,40* 2,02±0,07* 11,70±1,12*

* — статистически значимое различие значений относительно необработанной серии, р<0,05.

Рис. 4. Интенсивность флюоресценции триптофана и битирозина опухолевых клеток после обработки 
излучением плазмы; * — статистически значимое различие значений относительно необработанной се-
рии, р<0,05
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тиды  — коферменты дегидрогеназ, 
флавиннуклеотиды — кофермен-
ты дегидрогеназ, оксидаз и моно-
оксигеназ [25]. Установлено, что 
НАД(Ф)Н+Н+ интенсивно флюорес-
цирует, а НАД(Ф)+ не флюоресци-
рует, флавиннуклеотиды, напротив, 
очень легко восстанавливаются и 
после этого теряют способность к 
флюоресценции [20, 21].

Также известно, что восстанов-
ленный НАД(Ф)Н+Н+ необходим 
для роста, дифференцировки и 
запрограммированной гибели кле-
ток. Направленность процессов 
клеточной гибели в сторону апоп-
тоза или некроза в значительной 
степени зависит от внутриклеточной концентрации 
НАД+ и АТФ. Снижение уровня НАДН+Н+ и АТФ ведет 
к индукции некроза [26]. ФАДН2 является кофактором 
фермента репликации ДНК-фотолиазы, при участии 
которого происходит «расшивка» димеров тимина.

Результаты проведенной работы позволяют ут-
верждать, что под действием излучения плазмы ис-
крового разряда происходит увеличение содержания 
восстановленной формы НАД(Ф)Н+Н+ и окисленной 
формы ФАД+: для изученных типов клеток — в 1,5–2 
и 2–5 раз соответственно (табл. 2). Такие изменения 
могут быть результатом нарушений в метаболических 
путях клетки и служить индуктором апоптотических 
процессов.

К настоящему моменту установлено, что под дейст-
вием излучения плазмы деградирует нуклеоид про-

кариотических клеток [9]. Можно предположить, что 
излучение плазмы способно повреждать и ДНК эукарио-
тических клеток.

Эксперименты показали, что к 600-й секунде обра-
ботки количество клеток LsR с более чем 20% ДНК в 
хвосте комет увеличивается до 81% (рис. 5).

Таким образом, результаты проведенного исследо-
вания свидетельствуют о том, что излучение плазмы 
искрового разряда оказывает деструктивное воздейст-
вие на молекулы ДНК эукариотических клеток, что со-
гласуется с данными, полученными ранее в работах по 
оценке бактерицидного и спорацидного действия тако-
го излучения [8, 9].

Так как ранее в наших исследованиях [7] было пока-
зано образование нитросоединений, в частности окси-
да азота, под действием излучения плазмы в жидкости, 

Т а б л и ц а  2

уровень НаД(Ф)Н+Н+ и ФаД+ в клетках после обработки излучением  
плазмы, отн. ед. флюоресценции

Время 
воздействия, с

Клетки LsR Клетки RMK1

НАД(Ф)Н+Н+ ФАД+ НАД(Ф)Н+Н+ ФАД+

Без воздействия 0,046±0,001 0,0375±0,0025 0,050±0,001 0,08857±0,01

30 0,050±0,0007 0,070±0,018 0,058±0,001 0,09286±0,01

60 0,065±0,001* 0,050±0,005 0,058±0,0003 0,08714±0,0076

300 0,070±0,001* 0,070±0,005* 0,068±0,0045* 0,10±0,001

600 0,080±0,0003* 0,10±0,004* 0,069±0,001* 0,12429±0,0049*

1200 0,098±0,006* 0,1925±0,0075* 0,078±0,006* 0,170±0,0045*

* — статистически значимая разница значений относительно необработанной 
серии, р<0,05.

Рис. 5. Процентное соотношение клеток LsR с разной степенью повреждения ДНК после воздействия излучением плазмы: тип 
0 — от 0 до 5% ДНК в хвосте; тип 1 — от 5,1 до 10% ДНК в хвосте; тип 2 — от 10,1 до 15% ДНК в хвосте; тип 3 — от 15,1 до 20% 
ДНК в хвосте; тип 4 — более 20% ДНК в хвосте; * — статистически значимая разница значений относительно необработанной 
серии, р<0,05

Оценка механизмов цитотоксического действия излучения газоразрядной плазмы
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можно предположить, что именно они принимают важ-
ное участие в цитотоксическом действии. Известно, 
что оксид азота, с одной стороны, способен ингибиро-
вать пролиферацию клеток, с другой — индуцировать 
апоптоз [27, 28]. Снижение пролиферативной актив-
ности клеток под действием оксида азота может быть 
обусловлено его способностью инактивировать желе-
зосодержащие ферменты, участвующие в процессах 
синтеза АТФ и репликации молекул ДНК [29]. Также из-
вестно, что в процессе свободно-радикальных реакций 
с участием NO возможно образование мощного окси-
данта пероксинитрита, вызывающего ковалентные пе-
рестройки в белковых молекулах клетки, повреждения 
ДНК и, как следствие, активацию апоптоза [30, 31]. Это 
позволяет заключить, что излучение плазмы искрового 
разряда оказывает цитотоксическое действие на лим-
фоидные и эпителиальные опухолевые клетки LsR и 
RmK1.

Заключение. Излучение газоразрядной плазмы 
оказывает цитотоксическое действие в отношении опу-
холевых клеток LsR и RmK1, полулетальной дозой яв-
ляется обработка их в течение 600 с. Цитотоксическое 
действие проявляется нарушениями в структуре цито-
плазматической и ядерной мембран, во внутриклеточ-
ном содержимом, в увеличении текучести цитоплаз-
матической мембраны, в накоплении окислительных 
модификаций белковых молекул и повреждений ДНК. 
Все изменения находятся в прямой зависимости от 
времени воздействия.

Финансирование исследования и конфликт ин-
тересов. Исследование не финансировалось какими-
либо источниками, и конфликты интересов, связанные 
с данным исследованием, отсутствуют.
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