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Цель исследования — изучение механизмов биоцидного действия излучения плазмы искрового разряда. 
Материалы и методы. Обработку суспензий исследуемых бактериальных штаммов проводили при оптимальных условиях разряда: 

емкость импульсного конденсатора C=3,3 нФ, балластное сопротивление R=10 МОм, напряжение источника питания Uип=11 кВ, частота 
повторения импульсов — 10 Гц. 

Биоцидный эффект излучения плазмы оценивали по количеству колониеобразующих единиц. Анализ интенсивности окислитель-
ных процессов в прокариотических клетках после воздействия излучением плазмы проводили по относительной концентрации про-
дуктов перекисного окисления липидов и уровню флюоресценции битирозина, триптофана и гликозилированных белков, изменение 
гидрофобности мембран клеток исследовали по интенсивности флюоресценции зонда 1,6-дифенил-1,3,5-гексатриена. Характер мета-
болических изменений в клетках после воздействия излучением плазмы изучали по интенсивности флюоресценции пиридиновых нук-
леотидов, состояние поверхностных структур — по концентрации сиаловых кислот во внеклеточной среде. Изменение внеклеточного 
рН оценивали рН-метрически, анализ внутриклеточного рН проводили флюориметрически с использованием зонда флюоресцеина.

Результаты. Установлено 100% ингибирование роста грамположительных и грамотрицательных бактерий после воздействия 
излучением плазмы искрового разряда в течение 60 с. Обнаружено, что поверхностные углеводные структуры грамположительных 
бактерий в большей степени подвергаются деструкции. Зарегистрировано увеличение гидрофобности мембран и внутриклеточного 
рН после обработки суспензии бактериальных клеток. Выявлено снижение уровня молекулярных продуктов перекисного окисления 
липидов. Показано, что белки грамположительных бактерий подвергаются более выраженной окислительной модификации, чем белки 
грамотрицательных бактерий. Установлено, что после воздействия излучением плазмы в клетках преобладают пиридиновые нуклеоти-
ды в окисленном состоянии. 
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The aim of the investigation is to study the biocidal mechanisms of spark discharge plasma radiation. 
Materials and methods. The suspensions of studied bacterial strains were treated in optimal discharge conditions: pulse capacitor capacity 

C=3.3 nF, ballast resistance R=10 MOhm, power supply voltage UPS=11 kV, pulse recurrence frequency — 10 Hz. 
Biocidal effect of plasma radiation was estimated by the number of colony-forming units. The analysis of oxidative process intensity in pro-

cariotic cells after plasma radiation exposure was performed according to relative concentration of lipid peroxidation products and fluorescence 
level of bityrosine, tryptophan and glycated proteins, cell membrane hydrophoby change was studied by fluorescence intensity of 1.6-diphenyl-
1,3,5-hexatriene. The character of metabolic changes in cells after plasma radiation exposure was studied by pyridine nucleotides fluorescence 
intensity, surface structures condition — by the concentration of sialic acids in extracellular medium. Extracellular рH change was assessed 
pH-metrically, and intracellular рH was analyzed by means of fluorometry, using fluoroscein probe. 

Results. 100% gram-positive and gram-negative bacteria growth inhibition was found after plasma radiation exposure within 60 s. Surface 
carbohydrate structures of gram-positive bacteria were revealed to be destroyed to a greater degree. There was observed the increase of mem-
brane and intracellular pH hydrophoby after the treatment of bacterial cells suspension. The level decrease of molecular products of lipid peroxi-
dation was found. The proteins of gram-negative bacteria were shown to be exposed to more pronounced oxidative modification than those of 
gram-positive ones. Pyridine nucleotides in oxidized condition were found to prevail in cells after plasma radiation exposure. 

Key words: spark discharge plasma radiation, S. aureus, E. coli, biomolecules oxidation, intracellular рН.

Вопрос о применении газоразрядной холодной плаз-
мы в биологии и медицине обсуждается около 20 лет, 
с тех пор как ученым стали доступны устройства, ге-
нерирующие плазму в условиях лаборатории. Одной 
из привлекательных особенностей неравновесной 
плазмы является возможность использовать в биоло-
гических процессах энергию электронов, которая зна-
чительно выше, чем у ионов и нейтральных частиц, 
образующихся в газовой фазе. Электроны с высокой 
энергией вступают в столкновения с фоновым газом, в 
результате чего инициируются процессы диссоциации, 
возбуждения и ионизации [1, 2]. Поскольку ионы и ней-
тралы остаются относительно холодными, плазма не 
вызывает термических повреждений [3]. Это открывает 
возможности использования плазмы для стерилизации 
термочувствительных материалов, включая биологи-
ческие объекты, такие как клетки и ткани [4–6]. Однако 
плазма контактирует только с поверхностью объекта, 
а некогерентное излучение плазмы искрового разряда 
может проникать внутрь объекта. Из всех возможных 
факторов, генерируемых плазмой, в биологических эф-
фектах могут участвовать: тепло, заряженные частицы, 
реактивные нейтралы и электромагнитные излучения, 
но в основном это долгоживущие радикалы, напрямую 
взаимодействующие с биологическими субстратами 
[7]. Несмотря на активное исследование бактерицидно-
го эффекта низкотемпературной плазмы, механизмы 
ее цитотоксического действия до сих пор не изучены. 

Цель исследования — изучение механизмов био-
цидного действия излучения плазмы искрового раз-
ряда. 

Материалы и методы. Эксперимент проведен на 
бактериальных штаммах антибиотикорезистентных 
грамположительных микроорганизмов staphylococcus 
aureus 5913 и грамотрицательных микроорганизмов 

Escherichia coli 775-3. Бактериальные штаммы получе-
ны из музея кафедры микробиологии и иммунологии 
НижГМА. Для анализов предварительно готовили су-
точную культуру микроорганизмов. Затем бактериаль-
ные клетки ресуспендировали в растворе Хенкса до 
концентрации (10–15)·106 клеток в 1 мл.

Формирование импульсного искрового разряда, ге-
нерирующего излучение низкотемпературной плазмы, 
осуществляли с помощью экспериментального уст-
ройства ПИЛИМИН серии ИР-10. Устройство разрабо-
тано в НИИ ядерной физики им. Д.В. Скобельцына МГУ 
им. М.В. Ломоносова в 2011 г. Характеристики исполь-
зуемого разряда: емкость импульсного конденсатора 
C=3,3 нФ, балластное сопротивление R=10 МОм, на-
пряжение источника питания Uип=11 кВ, частота повто-
рения импульсов — 10 Гц.

На первом этапе эксперимента проведена оценка 
подавления роста бактериальных клеток после воз-
действия излучением плазмы. Для этого выполняли по-
сев сплошным газоном на твердый агар, затем чашки 
Петри обрабатывали излучением плазмы в течение 5, 
10, 15, 30, 60, 120, 300, 600 с. После чего образцы тер-
мостатировали в течение суток при температуре 37°. 
Биоцидный эффект оценивали по количеству колоние-
образующих единиц (КОЕ).

На втором этапе исследования оценивали структур-
но-функциональные изменения бактериальных клеток 
после воздействия излучением плазмы. Суспензию 
клеток объемом 4 мл обрабатывали излучением плаз-
мы в течение 15, 30 и 60 с (толщина слоя около 3,5 мм). 
Расстояние до области разряда — 2 см. Во взвеси 
клеток определяли внеклеточную концентрацию сиа-
ловых кислот, интенсивность перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) — диеновые конъюгаты (ДК), триено-
вые конъюгаты (ТК), основания Шиффа (ОШ), уровень 

Биоцидный эффект излучения плазмы искрового разряда
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флюоресценции битирозина, триптофана, гликозили-
рованных белков, НАДН и липофильного зонда 1,6-ди-
фенил-1,3,5-гексатриена (ДФГ), изменение внеклеточ-
ного и внутриклеточного рН. 

Экстракцию липидов из анализируемого материа-
ла проводили методом Folch [8]. Уровень общих липи-
дов измеряли с помощью набора TOTOL LIPIDs BIO-
LACHEmA-TEsT (PLIVA-Lachema Diagnostica, Чехия) 
спектрофотометрически при длине волны 540 нм. Ди-
еновые и триеновые конъюгаты определяли спектро-
фотометрически по максимумам поглощения сопря-
женных двойных связей при длинах волн 233 и 275 нм 
соответственно [9]. Уровень оснований Шиффа оце-
нивали по интенсивности флюоресценции при длине 
волны возбуждения 345 нм, длине волны регистрации 
450 нм [10]. Уровень ДК, ТК и ОШ относили к количест-
ву липидов и выражали в относительных единицах. 

Концентрацию сиаловых кислот определяли в над-
осадочной жидкости с помощью набора реагентов Си-
алотест-80Т (НПЦ Эко-Сервис, С.-Петербург, Россия) 
спектрофотометрически при длине волны 532 нм.

Концентрацию общего белка измеряли биуретовым 
методом с помощью набора Total Protein FL-E (Vital 
Diagnostics, С.-Петербург, Россия). Окислительную 
модификацию белков оценивали по накоплению би-
тирозина, продуктов неферментативного гликозили-
рования белков и флюоресценции остатков триптофа-
на. Флюоресценцию битирозина измеряли при длине 
волны возбуждения 325 нм и длине волны испускания 
416 нм, триптофанилов — при длине волны возбужде-
ния 297 нм и длине волны испускания 336 нм [11, 12]. 
Содержание гликозилированных белков определяли 
флюориметрическим методом при длине волны воз-
буждения 370 нм и длине волны испускания 445 нм [13]. 
Уровень триптофана, битирозина и гликозилированных 
белков относили к количеству общего белка и выража-
ли в относительных единицах.

Интенсивность флюоресценции НАДН изучали при 
длине волны возбуждения 340 нм, длине волны флюо-
ресценции 460 нм [14]. 

Состояние липидного бислоя оценивали по интен-
сивности флюоресценции липофильного зонда ДФГ 
(sigma Aldrich, США), который добавляли к суспензии 
до конечной концентрации 2 мкмоль. После 30-минут-
ной инкубации при 37° регистрировали интенсивность 
флюоресценции при длине волны 430 нм, длина волны 
при возбуждении — 360 нм [15]. 

Изменения внеклеточного рН исследовали рН-мет-
рически. При оценке внутриклеточного рН в качестве 

зонда использовали флюоресцеин в конечной концен-
трации 5 мкг/мл. Значения внутриклеточного рН опре-
деляли по величине отношения интенсивностей флюо-
ресценции проб при длинах волн 516 и 570 нм, длина 
волны возбуждения — 488 нм [16]. 

Измерение внеклеточного рН проводили на рН-мет-
ре м-150 (ф. «Антех», Гомель, Беларусь). Все осталь-
ные измерения выполняли на спектрофлюориметре 
«Флюорат-02 Панорама» (ф. «Люмэкс», С.-Петербург, 
Россия).

Данные, полученные в эксперименте, были обрабо-
таны статистически с помощью пакетов прикладных 
программ Excel, statistica 6.0. Статистическая значи-
мость различий средних определялась по критерию 
Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение. На первом этапе экс-
перимента было установлено, что излучение плазмы 
искрового разряда обладает бактерицидным действи-
ем и обработка даже в течение 60 с приводит к 100% 
ингибированию роста как грамположительных, так и 
грамотрицательных микроорганизмов. Однако инак-
тивация грамположительных бактерий выражена уже 
на коротких режимах воздействия (табл. 1), поэтому 
на втором этапе эксперимента представляли интерес 
оценка структурно-функциональных изменений прока-
риотических клеток под действием излучения плазмы 
и сравнительный анализ этих изменений в зависимос-
ти от типа бактериальной клеточной стенки. 

Низкотемпературная плазма генерирует большое ко-
личество физически и химически активных факторов, 
которые при взаимодействии с бактериальной клеткой 
способны вызывать ее окислительные повреждения и, 
как следствие, гибель [17]. При низкой интенсивнос-
ти свободно-радикальное окисление является одним 
из типов нормальных метаболических процессов [18]. 
В частности, цепное ПОЛ играет важную роль для нор-
мального функционирования клеток. Образующиеся 
продукты ПОЛ выполняют в клетке определенные функ-
ции — регулируют процессы обновления биологических 
мембран, оказывают влияние на их проницаемость, 
регулируют состав липидов мембран [19]. В норме ре-
акции образования и расходования перекисей сбалан-
сированы и ПОЛ протекает на определенном стационар-
ном уровне. При различных воздействиях такой баланс 
может изменяться и вызывать серьезные нарушения 
биологических мембран [18]. Эксперимент показал, 
что после воздействия излучением плазмы происходит 
снижение относительной концентрации молекулярных 
продуктов ПОЛ в суспензиях обоих штаммов бактери-

Т а б л и ц а  1

Количество колониеобразующих единиц после воздействия излучением плазмы  
на исследуемые бактериальные штаммы

Тип клеток
Время воздействия, с

Контроль 5 10 15 30 60 120 300 600

S. aureus 86±5 86±4 60±3* 16±3* 17±3* 0 0 0 0

E. coli 28±3 29±4 27±2 18±4* 7±2* 0 0 0 0

* — статистически значимая разница значений по сравнению с контрольной группой, р<0,05.
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альных клеток. Однако грамположительные бактерии 
реагируют на воздействие более резким уменьшением 
интенсивности ПОЛ, чем грамотрицательные бактерии 
(табл. 2). Можно предположить, что поддержание ин-
тенсивности процессов ПОЛ на уровне, необходимом 
для нормального функционирования клетки, у грамот-
рицательных бактерий осуществляется за счет липида 
А, входящего в состав липополисахарида клеточной 
стенки и служащего субстратом для окисления [20]. 

Функциональная активность белковых структур так-
же является одним из важнейших факторов, участвую-
щих в регуляции клеточной активности. Свободно-ра-
дикальное окисление белков приводит к образованию 
различных производных аминокислот, таких как моди-
фицированные остатки триптофана, продукты нефер-
ментативного гликозилирования белков, битирозина, 
уровни содержания которых могут использоваться 
для оценки степени окислительной модификации бел-
ков (ОМБ) [11, 21]. Битирозин образуется в ходе одно-
электронного окисления тирозина, когда возникающий 
долгоживущий тирозил-радикал при взаимодействии с 
таким же радикалом формирует битирозиновые сшив-
ки. Повышение уровня битирозина принято считать 
наиболее надежным маркером ОМБ. Окислительному 
действию кислородных радикалов подвергаются также 
аминокислотные остатки триптофана. Окисление при-
водит к его деградации, проявляющейся в снижении 
интенсивности флюоресценции. Повышение флюорес-
ценции триптофана может быть обусловлено развора-
чиванием белковой молекулы, сопровождающимся пе-
реходом аминокислотных остатков из скрытой формы 
в «экспонированную» [22]. Со свободно-радикальными 

процессами тесно связаны процессы гликозилирования 
белков. Продукты неферментативного гликозилирова-
ния образуются в результате присоединения молекулы 
глюкозы к аминогруппе белка и последующих превра-
щений образовавшегося соединения, протекающих 
без участия ферментов [13]. Так, после воздействия 
излучением плазмы на суспензию грамположительных 
микроорганизмов уровень флюоресценции битирозина 
и гликозилированных белков возрастал к 60-й секунде 
обработки, а триптофана — снижался при воздействии 
в течение 15–30 с. У грамотрицательных бактерий из-
менений уровня флюоресценции битирозина не обна-
ружено, у триптофана он при воздействии в течение 
15–30 с повышался, а у гликозилированных белков при 
тех же временны′ х режимах снижался. Таким образом, 
при воздействии излучением плазмы наиболее выра-
женную окислительную модификацию претерпевают 
белки грамположительных бактерий (табл. 3).

Ответственными за общий заряд клеточной поверх-
ности являются сиаловые кислоты, находящиеся на 
концах углеводных боковых цепей. При их отщеплении 
происходит изменение адгезивных свойств клетки и 
смена поверхностного заряда [23]. После воздействия 
излучением плазмы на суспензию грамположительных 
бактерий уровень сиаловых кислот во внеклеточной 
среде возрастает с увеличением времени воздействия, 
для грамотрицательных клеток статистически значи-
мых изменений не выявлено (табл. 4). 

Можно предположить, что отсутствие выраженной 
окислительной модификации белков и деградации 
поверхностных структур грамотрицательных микро-
организмов после воздействия излучением плазмы 

Т а б л и ц а  2

Концентрация молекулярных продуктов поЛ в суспензии клеток после воздействия излучением плазмы  
искрового разряда, отн. ед./мг липидов

Время воздействия, 
с

s. aureus E. coli

ДК ТК ОШ ДК ТК ОШ

Без воздействия 0,18±0,04 0,05±0,01 0,150±0,008 0,012±0,003 0,010±0,003 0,090±0,005

15 0,020±0,005* 0,010±0,002 0,100±0,004* 0,016±0,003 0,010±0,003 0,095±0,006

30 0,04±0,01* 0,010±0,005* 0,090±0,004* 0,0040±0,0015 0,008±0,002 0,060±0,006*

60 0,030±0,005* 0,010±0,002* 0,080±0,002* 0,0020±0,0004* 0,005±0,002 0,0300±0,0006*

* — статистически значимая разница значений по сравнению с контрольной группой, р<0,05.

Т а б л и ц а  3

Интенсивность флюоресценции битирозина, триптофана и гликозилированных белков в суспензии клеток  
после воздействия излучением плазмы искрового разряда, отн. ед./мг белка

Время  
воздействия, с

s. aureus E. coli

Битирозин Триптофан
Гликозилированные 

белки
Битирозин Триптофан

Гликозилированные 
белки

Без воздействия 0,34±0,01 2,5±0,2 0,28±0,02 0,32±0,02 2,6±0,2 0,32±0,01

15 0,36±0,02 1,80±0,05* 0,28±0,01 0,280±0,005 3,90±0,06* 0,230±0,004*

30 0,300±0,006 1,60±0,02* 0,230±0,006 0,270±0,005 4,10±0,01* 0,220±0,006*

60 0,50±0,04* 2,7±0,2 0,50±0,04* 0,31±0,02 2,1±0,2 0,32±0,03

* — статистически значимая разница значений по сравнению с контрольной группой, р<0,05.

Биоцидный эффект излучения плазмы искрового разряда
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обусловлено тем фактом, что активные формы, гене-
рируемые плазмой, в первую очередь реагируют с ли-
пополисахаридом клеточной стенки. 

Состояние липидного бислоя оценивали по интен-

сивности флюоресценции встроенного в мембраны 
липофильного зонда ДФГ. ДФГ, являясь высокогидро-
фобным и располагаясь в глубине фосфобилипидного 
слоя, нековалентно связывается с наиболее гидрофоб-
ными участками. Интенсивность флюоресценции зонда 
свидетельствует о размерах и степени гидрофобности 
областей, занимаемых им: чем выше интенсивность 
флюоресценции, тем больше гидрофобность соответст-
вующих областей [15]. Эксперимент показал, что после 
воздействия излучением плазмы на суспензию бакте-
риальных клеток гидрофобность мембран грамположи-
тельных клеток повышается в течение 60 с, а грамот-
рицательных — в течение 15–30 с (рис. 1). Изменение 
гидрофобности мембраны может приводить к измене-
нию заряда поверхности клетки и ее дестабилизации.

Флюоресцентный анализ пиридиновых нуклеотидов 
позволяет оценивать характер метаболических изме-
нений в клетках. НАДН является кофактором более 

чем для 250 дегидрогеназ и играет ключевую 
роль в передаче электронов с донора на ак-
цептор в электрон-транспортной цепи [23]. 
В основе метода флюоресцентного анализа 
пиридиновых нуклеотидов лежит влияние ре-
докс-состояния этих молекул на их флюорес-
ценцию — восстановленная форма НАД(Ф)Н 
имеет флюоресценцию, тогда как окисленная 
форма НАД(Ф) не флюоресцирует [14]. Та-
ким образом, даже минимальные или крат-
косрочные изменения редокс-состояния этих 
молекул приводят к изменению их флюорес-
ценции. Было установлено, что после воз-
действия излучением плазмы в течение 60 с 
на бактериальные штаммы в клетках преоб-
ладает окисленная форма НАД+; к моменту 
гибели клеток наблюдается переход в вос-
становленную форму (рис. 2). Можно пред-
положить, что после воздействия излучения 
плазмы в бактериальных клетках происходит 
снижение эффективности работы дегидроге-
наз и электрон-транспортной цепи. 

По данным исследований [24, 25], воздейст-
вие излучением плазмы приводит к сниже-
нию рН в водных образцах. Однако несмотря 
на то, что бактериальные клетки способны 
выживать в достаточно широком диапазоне 
рН [26], изменение концентрации водород-
ных ионов способно влиять на каталитичес-
кую активность внутриклеточных фермента-
тивных процессов [27]. Полученные в нашей 
работе данные по изменению внеклеточного 
рН в суспензии бактериальных клеток после 
воздействия излучением плазмы (табл. 5) со-
гласуются с литературными. Защелачивание 
внутриклеточной среды, вероятно, связано с 
адаптивными реакциями клеток в ответ на из-
менение рН вне клетки. Однако значительное 
снижение внеклеточного рН в течение корот-
кого времени может приводить к разбаланси-
ровке метаболических процессов и влиять на 
жизнеспособность клетки [26]. 

Т а б л и ц а  4

Концентрация сиаловых кислот во внеклеточной среде 
после воздействия излучением плазмы искрового  
разряда на суспензию клеток, ммоль/л

Время воздействия, с s. aureus E. coli

Без воздействия 0,28±0,08 0,64±0,08

15 0,52±0,16 0,60±0,08

30 0,52±0,12 0,60±0,08

60 0,56±0,04* 0,680±0,028

* — статистически значимая разница значений по сравнению 
с контрольной группой, р<0,05.

Рис. 2. Интенсивность флюоресценции НАДН в суспензии клеток после 
воздействия излучением плазмы искрового разряда. * — статистически 
значимая разница значений по сравнению с контрольной группой, р<0,05
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Заключение. Воздействие излучением плазмы ис-
крового разряда в течение 60 с обладает стопроцент-
ным бактерицидным действием в отношении как грам-
положительных, так и грамотрицательных бактерий. 
Обработка излучением плазмы приводит к снижению 
концентрации продуктов перекисного окисления липи-
дов, что может служить причиной нарушения нормаль-
ного функционирования клетки и способствовать ее 
гибели. Деградация поверхностных структур и окисли-
тельная модификация белков в большей степени выра-
жены у грампозитивных микроорганизмов. При дейст-
вии излучением плазмы на суспензии бактериальных 
клеток возрастает гидрофобность мембран, в клетках 
преобладают пиридиновые нуклеотиды в окисленном 
состоянии, что может приводить к блокированию рабо-
ты дегидрогеназ и электрон-транспортной цепи. В со-
вокупности все эти изменения в метаболизме клеток и 
вызывают цитотоксический эффект. 

Результаты данной работы показывают механизмы 
цитотоксического действия излучения плазмы искрово-
го разряда и позволяют дать обоснованные рекоменда-
ции по использованию его в биологических и медицин-
ских исследованиях.
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Т а б л и ц а  5

уровень внеклеточного и внутриклеточного рН после воздействия излучением плазмы 
искрового разряда на суспензию клеток, отн. ед.

Время  
воздействия, с

s. aureus E. coli

рН внеклеточный рН внутриклеточный рН внеклеточный рН внутриклеточный

Без воздействия 6,43±0,10 6,3±0,2 5,8±0,1 5,80±0,08

15 6,17±0,08* 6,8±0,10* 5,36±0,06* 6,3±0,1*

30 5,18±0,10* 6,10±0,09 6,04±0,10 6,20±0,07

60 4,25±0,05* 5,80±0,06* 5,02±0,05* 6,20±0,09

* — статистически значимая разница по сравнению с контрольной группой, р<0,05.

Биоцидный эффект излучения плазмы искрового разряда
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