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Цель исследования — оценить влияние излучения плазмы искрового разряда на окислительную модификацию белков в раство-
рах и эритроцитах в экспериментах in vitro.

Материалы и методы. Формирование импульсного искрового разряда, генерирующего излучение низкотемпературной плаз-
мы, осуществляли с помощью экспериментального устройства ПИЛИМИН серии ИР-10 (Россия). Характеристики разряда: емкость 
импульсного конденсатора — 3,3 нФ, балластное сопротивление — 10 МОм, напряжение источника питания — 11 кВ, частота пов-
торения импульсов — 10 Гц. В качестве объектов исследования использовали растворы триптофана, альбумина, гемоглобина и 
суспензии эритроцитов интактных животных и животных с экспериментальной саркомой. Обработку проб объемом 4 мл произво-
дили в стерильных пластиковых чашках Петри. О структурном состоянии молекул триптофана, альбумина и гемоглобина судили 
по УФ-спектрам поглощения. Степень окислительного повреждения белков в растворах и клетках оценивали по флюоресценции 
битирозина и триптофана.

Результаты. Возрастание окислительной модификации белков в растворах после излучения плазмы искрового разряда обуслов-
лено наличием комплексов молекул триптофана, альбумина и гемоглобина с нитросоединениями, радикалами азота, гидропероксид-
ными радикалами, образующимися в процессе генерации разряда. Белковые структуры эритроцитов животных с экспериментальной 
саркомой характеризуются более выраженной окислительной модификацией по сравнению с эритроцитами интактных животных. 
Окислительная модификация белков эритроцитов под действием излучения плазмы в большей степени обусловлена накоплением би-
тирозиновых сшивок.
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The aim of the investigation was to estimate the effect of spark plasma radiation on oxidative protein modification in solutions and 
erythrocytes in experiments and in vitro.

Materials and Methods. Pulse spark discharge generating low-temperature plasma radiation was formed using an experimental device 
PILIMIN series IR-10 (Russia). The characteristics of a discharge were the following: capacity of pulse capacitor — 3.3 nF, ballast resistance — 
10 МΩ, power supply voltage — 11 kV, pulse recurrence frequency — 10 Hz. Tryptophan, albumin, hemoglobin solutions, and erythrocyte 
suspensions of intact animals and animals with experimental sarcoma were used as research subjects. 4 ml samples were treated in sterile Petri 
plates. Structural state of tryptophan, albumin and hemoglobin molecules was assessed by UV absorption spectra. Oxidative protein damage 
degree in solutions and cells was estimated by bityrosine and tryptophan fluorescence.

Results. The increase of oxidative protein modification in solutions after spark discharge plasma radiation is due to the presence of 
complexes of tryptophan, albumin and hemoglobin molecules with nitro compounds, nitric radicals, hydroperoxyl radicals formed under 
discharge generation. Erythrocyte protein structures of animals with experimental sarcoma are characterized by more intense oxidative 
modification compared to erythrocytes of intact animals. Oxidative modification of erythrocyte proteins under plasma radiation to greater degree 
is due to the accumulation of bityrosine cross-links.

Key words: gas-discharge plasma radiation; protein modification; bityrosine and tryptophan fluorescence; UV-spectrum of proteins; 
erythrocyte protein fluorescence.

В предыдущих исследованиях авторов было установ-
лено, что излучение плазмы генерирует активные час-
тицы [1], способные вызывать окислительные повреж-
дения липидных и белковых молекул клеток. Хорошо 
известно, что липидные молекулы участвуют в реакци-
ях со свободными радикалами. Однако проведенные 
эксперименты показали, что под действием излучения 
плазмы не происходит интенсификации процессов пе-
рекисного окисления липидов как в модельных раство-
рах холестерина, триглицеридов, общих липидов [2], 
так и в прокариотических и эукариотических клетках [3, 
4]. Аминокислоты, составные части белковых макромо-
лекул и пептидов, также являются мишенями для ра-
дикального окисления. Свободные радикалы атакуют 
белки по всей длине полипептидной цепи, нарушая не 
только первичную, но и вторичную, и третичную струк-
туру белков, что делает их более чувствительными к 
протеолизу, приводит к инактивации ферментов, нару-

шению нативной конформации белков с образованием 
крупных белковых конгломератов или фрагментации 
молекул [5, 6].

Таким образом, целостность структурной организа-
ции и функциональная активность белковых молекул 
являются одним из важнейших факторов, определяю-
щих регуляцию клеточной активности и ее жизнеспо-
собность. Так как установлено биоцидное действие 
излучения плазмы [3, 4], а вопрос о механизмах окисле-
ния белков до настоящего момента остается открытым, 
исследование влияния излучения плазмы искрового 
разряда как на монокомпонентные растворы амино-
кислот и белков, так и на белковые молекулы клеток 
является актуальным.

цель исследования — оценить влияние излучения 
плазмы искрового разряда на окислительную модифи-
кацию белков в растворах и эритроцитах в эксперимен-
тах in vitro.

Влияние излучения газоразрядной плазмы на модификацию белков эритроцитов
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материалы и методы. Излучение низкотемператур-
ной плазмы генерировалось в процессе формирования 
искрового разряда, осуществляемого с помощью экс-
периментального устройства ПИЛИМИН серии ИР-10. 
Устройство разработано в НИИ ядерной физики им. 
Д.В. Скобельцына МГУ им. М.В. Ломоносова (Россия) в 
2011 г. Характеристики используемого искрового раз-
ряда: длительность импульса — 100 мкс, длительность 
переднего фронта — 50 нс, напряжение источника пи-
тания — 11 кВ, емкость импульсного конденсатора — 
3,3 нФ, балластное сопротивление — 10 МОм, энергия 
импульса — 5,9·10−2 Дж, частота повторения импуль-
сов — 10 Гц.

Эксперимент проходил в два этапа. На первом эта-
пе объектами исследования были модельные рас-
творы: D-триптофана (Reanal, Венгрия), альбумина 
сывороточного бычьего (Biomed-Krakov, Польша), 
гемоглобина бычьего (Koch-Light Laboratories Ltd., 
Англия). Предварительно выявлялась линейная за-
висимость уровня флюоресценции вещества от кон-
центрации. Используемые в исследовании концент-
рации (триптофана — 0,05 мМ, альбумина — 0,005%, 
гемоглобина — 0,00014%) позволяли регистрировать 
максимально возможный уровень флюоресценции и 
исключали тушение флюоресценции избыточной кон-
центрацией вещества. Исследуемые вещества разво-
дили в стерильном растворе Хенкса и 4 мл пробы об-
рабатывали излучением плазмы искрового разряда в 
течение 30, 60, 300, 600 и 1200 с в стерильных пласти-
ковых чашках Петри. Для исследуемых растворов оце-
нивали УФ-спектры поглощения и флюоресценцию би-
тирозина и триптофана. Контролем служили растворы, 
не подвергавшиеся воздействию излучением плазмы.

На втором этапе исследования проводили на сус-
пензиях эритроцитов интактных животных и животных 
с экспериментальной саркомой. Гепаринизированную 
кровь получали путем декапитации животных под 
эфирным наркозом. Эритроциты трижды отмывали сте-
рильным раствором Хенкса (центрифугировали 10 мин 
при 3000 об./мин), для исследования готовили суспен-
зию эритроцитов в растворе Хенкса 1:800. Суспензии 
клеток объемом 4 мл обрабатывали излучением плаз-
мы в течение 30, 60, 300, 600 и 1200 с в стерильных 
пластиковых чашках Петри. Для оценки окислительной 
модификации внутриклеточных и надмембранных бел-
ковых структур после воздействия излучением плаз-
мы проводили гемолиз эритроцитов: в кювету вносили 
1,5 мл суспензии эритроцитов и 1,5 мл дистиллиро-
ванной воды и измеряли интенсивность флюоресцен-
ции триптофана и битирозина в гемолизате. Уровень 
флюоресценции триптофана и битирозина относили 
к количеству общего гемоглобина и выражали в отно-
сительных единицах на грамм белка. Концентрацию 
общего гемоглобина во взвеси эритроцитов измеряли 
гемоглобиноцианидным методом с помощью набора 
«Гемоглобин-агат» («Агат-Мед», Россия). Контролем 
служили суспензии эритроцитов, не подвергавшиеся 
воздействию излучением плазмы.

Все измерения проведены на спектрофлюориметре 
«Флюорат-02 ПАНОРАМА» (Россия).

Спектрофотометрические измерения для модель-
ных растворов выполнены в интервале длин волн 200–
400 нм. Данный интервал поглощения характерен для 
продуктов излучения плазмы и для большинства орга-
нических соединений.

Интенсивность флюоресценции для битирозина 
изучали на длинах волн возбуждения 270–360 нм, ис-
пускания — 425 нм; для триптофана — на длинах волн 
возбуждения 280–290 нм, испускания — 350 нм [5].

Данные, полученные в эксперименте, обрабатывали 
статистически с помощью пакетов прикладных про-
грамм Excel, Statistica 6.0. Результаты представлены 
в виде М±m, где М — среднее арифметическое, m — 
ошибка среднего. Статистическую значимость разли-
чий средних определяли по критерию Стьюдента.

результаты и обсуждение. Анализ окислительной 
модификации молекул триптофана в растворе выявил 
снижение интенсивности флюоресценции аминокисло-
ты с увеличением времени воздействия излучением га-
зоразрядной плазмы (рис. 1). Данное снижение может 
свидетельствовать о нарушениях в структуре молекул 
триптофана [6]. Поскольку известно, что большинство 
органических соединений имеют полосы поглощения в 
ультрафиолетовой области, анализ спектров поглоще-
ния позволяет детально оценить структурные модифи-
кации биомолекул [7].

При исследовании спектров поглощения растворов 
триптофана после обработки излучением плазмы об-
наружено возрастание поглощения на длинах волн 230 
и 360 нм, а также сдвиг полосы поглощения в коротко-
волновую область: с 280 к 260 нм (рис. 2). По данным 
литературы, за поглощение в области 230 нм отве-
чают n-π* переходы в C-H-связях пиррольного кольца 
триптофана [8], а также радикалы гидроперекисей [9]. 
Установленным является факт, что при генерации ис-
крового разряда образуются активные частицы, в част-
ности радикалы НО2 [1, 10]. Возможно, что увеличение 
пика на 230 нм, находящееся в прямой зависимости от 

рис. 1. Интенсивность флюоресценции раствора трипто-
фана в концентрации 0,05 мМ после воздействия излуче-
нием плазмы; * — статистическая значимость различий 
значений по сравнению с контрольной необработанной 
серией, p<0,05

*
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Т а б л и ц а  1
интенсивность флюоресценции триптофана и битирозина в растворах белков  
после воздействия излучением плазмы, отн. ед./мг белка

Время воздействия, с
Раствор альбумина Раствор гемоглобина

Триптофан Битирозин Триптофан Битирозин

Без воздействия 2,10±0,02 0,050±0,001 0,120±0,006 0,030±0,006

30 1,710±0,004 0,050±0,008 0,130±0,001 0,053±0,002

60 1,760±0,001 0,060±0,004 0,150±0,003 0,066±0,003*

300 1,300±0,005* 0,060±0,002 0,130±0,004 0,060±0,001

600 1,035±0,003* 0,050±0,001 0,120±0,003 0,023±0,001

1200 0,530±0,001* 0,040±0,001 0,110±0,003 0,036±0,003

* — статистическая значимость различий значений по сравнению с контрольной необработан-
ной серией, p<0,05.

Влияние излучения газоразрядной плазмы на модификацию белков эритроцитов

времени обработки, связано с присоединением 
радикала НО2 к пиррольному кольцу трипто-
фана. Сдвиг полосы поглощения триптофана 
может происходить в результате возбуждения 
молекулы излучением плазмы и смещения 
электронной плотности с атома азота к кис-
лороду, что свидетельствует об уменьшении 
стабильности молекулы и, в частности, может 
являться следствием образования ассоциации 
«белок–белок» и денатурации [11].

Полоса поглощения на 360 нм соответству-
ет области поглощения электронных пар азота 
и связи –N=N– [12]. Генерация излучения плаз-
мы искрового разряда сопровождается накоп-
лением в газоразрядном промежутке и жидкой 
фазе таких активных частиц, как ионы NO–3, 
NH+4, нитрозамины [1, 10]. Регистрируемое 
возрастание пика на 360 нм может быть обус-
ловлено образованием комплексов нитросо-
единений и бензольного кольца триптофана.

При исследовании окислительной модифи-
кации молекул альбумина после воздействия 
излучением наблюдалось значительное сни-
жение уровня флюоресценции триптофана — 
в 4 раза (табл. 1). Триптофановые остатки 
входят в состав второго домена первого цен-
тра связывания альбуминовой глобулы [13], 
и, следовательно, тушение флюоресценции 
триптофана после воздействия излучением 
плазмы может свидетельствовать о структур-
ных изменениях как в аминокислотах, так и в 
молекуле альбумина в целом.

При исследовании модификации гемогло-
бина после воздействия излучением выявлено 
статистически значимое накопление битиро-
зиновых сшивок при обработке в течение 60 с 
и снижение флюоресценции с повышением 
времени воздействия. Так как известно, что 
тирозин интенсивно флюоресцирует при дена-
турации белков [14], можно предположить, что 
излучение плазмы оказывает деструктивное 
действие на молекулу гемоглобина.

Для детализации процессов модификации 

а

б

рис. 2. Спектральные характеристики раствора триптофана в кон-
центрации 0,05 мМ после воздействия излучением плазмы искро-
вого разряда: а — при длине волны 190–260 нм; б — при длине 
волны 260–390 нм; * — статистическая значимость различий зна-
чений по сравнению с контрольной необработанной серией, p<0,05
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белков под действием излучения газоразрядной плаз-
мы проводили спектральный анализ растворов аль-
бумина и гемоглобина. После обработки излучением 
плазмы выявлены максимумы поглощения на 210, 

230, 280 нм как для альбумина, так и для гемоглобина 
(рис. 3, 4). Известно, в частности, что ди-производные 
SH-групп характеризуются максимумом поглощения 
на 210 нм [15]. Вероятно, одним из механизмов окис-

рис. 3. Спектральные характеристики раствора альбумина в концентрации 0,05% после воздействия излуче-
нием газоразрядной плазмы; * — статистическая значимость различий значений по сравнению с контрольной 
необработанной серией, p<0,05

рис. 4. Спектральные характеристики раствора гемоглобина в концентрации 0,00014% после воздействия из-
лучением плазмы искрового разряда; * — статистическая значимость различий значений по сравнению с конт-
рольной необработанной серией; p<0,05
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лительной модификации белков 
под действием излучения плазмы 
является окисление SH-групп цис-
теина. Максимум поглощения в 
области 230 нм может быть обус-
ловлен накоплением пероксидных 
группировок в молекулах белков. 
По данным [16], в области 280 нм 
происходит поглощение нитро-
соединениями (R-N-O2, O-NO2, 
N-NO2) и ассоциатами с нитро-
группами. В работе [1] доказано 
образование нитросоединений 
R-N-O2 в жидкой фазе при гене-
рации разряда. Таким образом, с 
ростом времени воздействия уве-
личивается структурная модифи-
кация альбумина и гемоглобина 
за счет образования комплексов с нитрочастицами. 
Однако для раствора гемоглобина максимум накопле-
ния нитросоединений регистрируется в период времени 
600 с, а с увеличением времени воздействия до 1200 с 
пик поглощения снижается до контрольных значений. 
Полученные данные согласуются с результатами работы 
[10], в которой указывается на снижение концентрации 
нитрозаминов при длительных временах обработки.

Чаще всего физико-химическое состояние и спект-
ральные свойства ароматических групп в белках кле-
ток отличаются от соответствующих свойств растворов 
аминокислот и белков. Исследуя влияние излучения 
газоразрядной плазмы на эритроциты, имеющие высо-
кий процент белков в своем составе, можно судить об 
уровне модификации белков в клетке (табл. 2).

Анализ уровня флюоресценции триптофана эрит-
роцитов показал, что в эритроцитах животных с экс-
периментальной саркомой белки находятся в более 
окисленном состоянии, что согласуется с данными о 
повышенной свободнорадикальной активности в орга-
низме с неопластическим процессом [17].

После воздействия излучением плазмы на эритро-
циты животных с саркомой выявлено снижение уровня 
флюоресценции триптофана в 2 раза, а для эритроци-
тов интактных животных изменений не отмечено, что 
предположительно связано с более низким уровнем 
антиоксидантной активности в крови животных с экспе-
риментальной опухолью [18].

При сравнении уровня флюоресценции битирозина 
необработанных эритроцитов интактных животных и 
животных с экспериментальной саркомой установлено, 
что в эритроцитах животных с опухолью уровень флюо-
ресценции в 4 раза ниже, что может свидетельствовать 
о повреждении цитоскелета, в механической прочности 
которого большую роль играют именно битирозиновые 
сшивки [19]. В организме с неопластическим процес-
сом свободнорадикальная активность повышена [20], 
что обусловливает фрагментацию белков и регистри-
руется по снижению флюоресценции битирозиновых 
сшивок [21].

После воздействия излучением плазмы на эрит-
роциты интактных животных флюоресценция бити-

Т а б л и ц а  2
интенсивность флюоресценции битирозина и триптофана белков  
эритроцитов интактных животных и животных с саркомой  
после воздействия излучением плазмы, отн. ед./г/л

Время 
воздействия, с

Эритроциты интактных животных Эритроциты животных с саркомой

Битирозин Триптофан Битирозин Триптофан

Без воздействия 0,915±0,115 3,074±0,029 0,210±0,001 1,200±0,023

30 1,120±0,232 2,820±0,0372 0,4000±0,0014 1,200±0,036

60 1,320±0,028 2,766±0,025 0,330±0,001 1,000±0,045

300 3,910±0,017* 3,1442±0,0160 1,060±0,007* 0,870±0,042

600 12,600±0,069* 2,977±0,024 2,500±0,001* 0,830±0,043

1200 15,95±0,09* 2,912±0,011 5,575±0,016* 0,650±0,046*

* — статистическая значимость различий значений по сравнению с контрольной 
необработанной серией, p<0,05.

розина увеличивалась в 15 раз, а после воздействия 
на эритроциты животных с неопластическим про-
цессом — в 26 раз. В независимых исследованиях 
T. DiMarco, C. Giulivi, Л.Е. Муравлевой [22, 23] показа-
но, что чаще всего увеличение флюоресценции бити-
розиновых сшивок является следствием изменений в 
третичной и вторичной структурах белка. Таким обра-
зом, в результате воздействия излучением плазмы в 
белках эритроцитов идет интенсивное образование и 
накопление битирозиновых сшивок, что может приво-
дить к модификации третичной и вторичной структу-
ры белков эритроцитов.

заключение. Окислительная модификация моле-
кул триптофана, альбумина и гемоглобина в растворах 
после воздействия излучением газоразрядной плазмы 
обусловлена образованием комплексов этих молекул с 
продуктами излучения плазмы — нитросоединениями, 
радикалами азота, гидропероксидными радикалами. 
Белковые структуры эритроцитов животных с экспери-
ментальной саркомой находятся в более окисленном 
состоянии по сравнению с таковыми у интактных живот-
ных. Молекулы тирозина менее устойчивы к действию 
излучения плазмы, что определяет окислительную мо-
дификацию белков эритроцитов интактных животных и 
животных с экспериментальной саркомой. Воздействие 
излучением плазмы вызывает модификацию третичной 
и вторичной структуры белков эритроцитов, нарушает 
структуру цитоскелета и функциональную активность 
клетки в целом.

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