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Аннотация

Введение. Низкотемпературная плазма в настоящее время находит применение в медицине, в том 
числе в терапии опухолей. Активированные плазмой биологические растворы предложены в качестве 
потенциальных реагентов для лечения рака. Однако биологические эффекты в клетках, вызываемые 
воздействием холодной плазмы, остаются неизученными. Исследование молекулярных механизмов 
воздействия холодной плазмы на клетки имеет важное значение для ее клинического применения. 
Целью исследования явилась оценка влияния воздействия холодной плазмы на особенности из-
менения жизнеспособности, активности каталазы, содержания малонового диальдегида в культурах 
клеток рака молочной железы MCF-7 по сравнению с нормальными клетками фибробластов подкожно-
соединительной ткани мыши 3t3. Материал и методы. В качестве объектов исследования исполь-
зовали клетки эпителия молочной железы млекопитающих MCF-7, в качестве сравнения − клетки 
эмбриональных фибробластов мыши nIH/3t3. Обработку клеточных суспензий проводили при помощи 
низкотемпературной плазмы атмосферного разряда с убегающими электронами. Для количественной 
оценки жизнеспособности клеточных линий использовали аннексин V и пропидия йодид. Содержание 
малонового диальдегида определяли по развивающейся окраске его раствора с 2-тиобарбитуровой 
кислотой при высокой температуре в кислой среде. Активность каталазы оценивали по скорости разло-
жения перекиси водорода за определенное время инкубации смеси. Результаты. Облучение плазмой 
клеточной культуры MCF-7 приводило к увеличению содержания малонового диальдегида − основного 
продукта перекисного окисления липидов. Увеличение данного параметра является показателем по-
вреждения мембран клеток и окислительного стресса, вызванного облучением. Кроме того, при одном 
режиме облучения холодная плазма проявляла стимулирующий эффект на культуре клеток 3Т3, а на 
культуре MCF-7, наоборот, стимулировала гибель клеток. Заключение. Установлено, что холодная 
плазма воздействует на опухолевые и нормальные клетки по-разному. Активность каталазы и МДА 
являются значимыми маркерами в оценке интенсивности окислительного стресса. 

Ключевые слова: холодная плазма, клетки рака молочной железы MCF-7, перекисное окисление 
липидов, каталаза, малоновый диальдегид.
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abstract

introduction. low-temperature plasma is currently used in medicine, including cancer therapy. Plasma-
activated biological solutions have already been proposed as potential reagents for cancer treatment. However, 
the biological effects in cells induced by exposure to cold plasma still remain unexplored. Investigation of 
the molecular mechanisms of the effects of cold plasma on cells is of great clinical importance for its clinical 
application. the aim of the present study was to evaluate the effect of cold plasma exposure on apoptosis, 
catalase activity, and malonic dialdehyde content in MCF-7 breast cancer cell cultures compared to 3t3 
normal fibroblast cells. Material and Methods. MCF-7 mammary epithelial cells were used as research 
objects, and nIH/3t3 mouse embryonic fibroblast cells were used as controls. Cell suspensions were treated 
using low-temperature atmospheric discharge plasma with escaping electrons. annexin V and propidium 
iodide were used to quantify cell line apoptosis. the content of malonic dialdehyde was determined by the 
developing coloration of its solution with 2-thiobarbituric acid at high temperature in acidic medium. the 
activity of catalase was estimated by the rate of decomposition of hydrogen peroxide for a certain time of 
incubation of the mixture. Results. It was found that irradiation of MCF-7 cell culture with plasma led to 
an increase in the content of malondialdehyde, the main product of lipid peroxidation. the increase in this 
parameter is an indicator of cell membrane damage and oxidative stress induced by irradiation. In addition, 
under the same irradiation regime, cold plasma showed a stimulating effect on the culture of 3t3 cells, while 
on the MCF-7 culture, on the contrary, it stimulated the activation of apoptosis and cell death. Conclusion. 
In the present study, we found that exposure of tumor and normal cells to cold plasma promotes apoptosis 
activation. Catalase and Mda activity have been shown to be significant markers capable of assessing the 
intensity of oxidative stress. 

Key words: cold plasma, MCF-7 breast cancer cells, lipid peroxidation, catalase, malonic dialdehyde.

Введение
В настоящее время технология холодной 

плазмы (ХП) представляет собой перспективный 
подход воздействия на клетки человека [1] и на-
ходит применение для дезинфекции и заживле-
ния ран, стерилизации медицинских изделий и в 
противоопухолевой терапии [2]. В последние годы 
все больше исследователей обращают внимание 
на влияние ХП на опухолевые культуры клеток 
человека. Полагают, что данный подход может 
быть перспективным для лечения злокачествен-
ных новообразований [3, 4]. Ранее сообщалось, 
что активируемая ХП среда оказывала in vitro 
противоопухолевое воздействие на клетки глиобла-
стомы головного мозга [5], карциномы яичников 
[6], раковые клетки поджелудочной железы [7] и 
др. Однако биологические эффекты, вызываемые 
данным воздействием, остаются неизученными. 

Взаимодействия ХП с биологическими жид-
костями широко изучались рядом авторов [8, 9]. 
Поток ионизованного газа, имеющий относительно 
низкую температуру, способен активировать раз-

личные молекулы и частицы [10]. Поскольку воздух 
содержит азот, кислород и воду, в нем генерируются 
короткоживущие радикалы − активные формы кис-
лорода (АФК), модель генерации которых в резуль-
тате взаимодействия плазменной струи с воздухом 
и растворами впервые исследована A.M. Hirst et al. 
[11]. Холодная плазма способна взаимодействовать 
с питательной средой для культур клеток, содер-
жащей большое количество компонентов, включая 
неорганические соли, витамины и аминокислоты 
[12−14]. Полученные данные свидетельствовали 
о потере функций аминокислот как питательных 
веществ и об увеличении содержания перекисных 
радикалов в присутствии лактата. Кроме того, гене-
рация АФК являлась ключевым звеном в развитии 
окислительного стресса (ОС), приводящего к гибе-
ли клетки [15] за счет окислительной модификации 
макромолекул (ОММ), в частности полипептидов 
[16]. В недавних исследованиях было показано, 
что пьезоэлектрическая ХП индуцирует апоптоз 
и аутофагию в клетках гепатоцеллюлярной кар-
циномы человека путем блокирования гликолиза и 
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пути AKT/mTOR/HIF-1α [17, 18]. Таким образом, 
понимание молекулярных механизмов воздействия 
ХП на клетки имеет важное клиническое значение 
для ее клинического применения. 

Целью исследования явилось изучение влия-
ния ХП на особенности апоптоза, активности 
каталазы, содержания малонового диальдегида 
(МДА) в культурах клеток рака молочной железы 
MCF-7 и нормальных клеток − 3T3 фибробластов 
подкожно-соединительной ткани мыши.

Материал и методы
Клетки эпителия молочной железы млеко-

питающих (MCF-7) и клетки эмбриональных 
фибробластов мыши (NIH/3T3) инкубировали в 
питательной среде ДМЕМ/F-12 с L-глутамином 
(Биолот, Россия), с добавлением 10 % сыворотки 
крупного рогатого скота (HiClone, США) и 1 % 
пенициллин/стрептомицина (Биолот, Россия) при 
37 °C в атмосфере 5 % CO2 (MCO-5AC Sanyo, 
Япония). После образования монослоя со 100 % 
конфлюентностью на дне культуральной чашки 
Петри клетки снимали раствором Трипсина-
Версена (Биолот, Россия). Количество живых 
клеток определяли окрашиванием витальным 
красителем трипановым синим (Биолот, Россия). 
Клетки высевали в 24-луночные планшеты (Costar, 
США) с питательной средой по 1,8×105 клеток в 
каждую лунку и культивировали в течение 30 мин 
при температуре 37 °C и 5 % CO2.

Обработку ХП проводили при помощи низко-
температурной плазмы атмосферного разряда с 
убегающими электронами (Atmospheric Discharge 
with Runaway Electrons – DRE) на установке «Ар-
темида» [19]. Планшет с клеточной культурой 
помещали между электродами установки на рас-
стоянии 30 мм от верхнего электрода. Обработку 
ХП проводили в режиме непрерывной генерации 
импульсов при амплитуде импульсов выходного 
напряжения − 56 кВ, длительности фронта импуль-
са − 10 нс, длительности импульса на полувысоте − 
40 нс. Применяемая в установке конструкция 
электрода позволяет эффективно и равномерно 
обрабатывать убегающими электронами полимер-
ные волокнистые материалы по всей внешней и 
внутренней поверхности [20]. 

Для количественной оценки жизнеспособности 
клеточных линий использовали аннексин V (FITC) 
и пропидия йодид (PI). Аннексин-V является ти-
пичным маркером гибели клеток, который широко 
используется при оценке жизнеспособности кле-
ток при химическом или физическом воздействии 
[21]. Комбинированная окраска аннексином-V и 
красителем PI позволяет идентифицировать живые 
клетки как отрицательные по аннексину V и от-
рицательные по пропидий йодиду (Аннексин V–/
PI–), клетки не будут окрашены. На ранней стадии 
апоптоза клетки связывают аннексин V, но будут 
отрицательны по пропидий йодиду (Аннексин 

V+/PI–). Апоптотические клетки с нарушенной в 
результате вторичного некроза целостностью мем-
браны будут окрашены PI и иметь ореол зеленого/
дальне-красного окрашивания на плазматической 
мембране (Аннексин V+/PI+). Некротические 
клетки в результате проникновения йодистого про-
пидия внутрь будут окрашены красным (PI+).

Клеточную суспензию переносили из лунок 
планшета в пробирки Эппендорфа объемом 1,5 мл, 
центрифугировали, дважды промывали натрий-
фосфатным буфером (PBS) и ресуспендировали в 
буфере, связывающем аннексин V с метили аннек-
сином V-FITC и пропидий йодидом в соответствии 
с инструкциями производителя (BD Pharmingen, 
США). Для каждого измерения было проанализи-
ровано не менее 10 000 клеток методом проточной 
цитометрии (Beckman Coulter CytoFLEX, США). 

МДА определяли по развивающейся окраске 
при взаимодействии МДА и 2-тиобарбитуровой 
кислоты (ТБК) при высокой температуре в кислой 
среде. Клетки дважды промывали PBS, лизиро-
вали ультразвуком и центрифугировали. К 1 мл 
надосадочной жидкости добавляли 1 мл 10 % 
трихлоруксусной кислоты (ТХУ) и 0,5 мл 0,75 % 
тиобарбитуровой кислоты (ТБК). Далее пробы по-
мещали в кипящую водяную баню на 15 мин. Про-
бы охлаждали, центрифугировали при 3 000 об/мин 
в течение 10 мин. Оптическую плотность надо-
садочной жидкости измеряли при длине волны 
532 нм.

Активность каталазы оценивали по скорости 
разложения перекиси водорода за определенное 
время инкубации смеси при температуре 37 °С. 
Метод является быстрым, точным и соответствует 
принципам зеленой химии. Химические вещества, 
используемые в этом методе, более безопасны для 
окружающей среды, чем те, которые использова-
лись ранее, например в ферритиоцианатном ме-
тоде [22]. Количественное определение перекиси 
водорода проводили с помощью цветной реакции 
с молибденовокислым аммонием при длине волны 
410 нм. К 0,1 мл промытых и лизированных клеток 
добавляли 2,0 мл 0,03 % раствора перекиси водо-
рода и инкубировали 10 мин при 37 °С. Реакцию 
останавливали добавлением 1,0 мл 4 % раствора 
молибдата аммония. Пробы центрифугировали 
10 мин при 4 000 об/мин, интенсивность развиваю-
щейся окраски измеряли на спектрофотометре при 
длине волны 410 нм.

Статистическую обработку результатов про-
водили с применением пакета статистических 
программ STATISTICA 10.0. Проверка предпо-
ложения о нормальности распределения при-
знаков выполнялась с использованием критерия 
Колмогорова–Смирнова. Значимость различий 
оценивали по критерию Манна–Уитни. Данные 
представлены как Me (Q1;Q3). Корреляционный 
анализ был проведен с помощью непараметриче-
ского критерия Спирмена.
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Результаты и обсуждение
При исследовании апоптоза клеточных линий ме-

тодом проточной цитометрии (рис. 1) отмечено, что 
в культуре клеток MCF-7 количество клеток в стадии 
некроза составляло 21 %, в стадии раннего апопто-
за − 3 %, в стадии позднего апоптоза − 13 %. 

После 1-й мин облучения ХП были отмечены 
следующие изменения (таблица): количество 
живых клеток снижалось до 43,81 %, количество 
клеток в стадии некроза снижалось незначительно 
(14,73 %). Вместе с этим, значительно увеличива-
лось количество клеток в стадии раннего (34,74 %) 
и позднего (6,72 %) апоптоза. Увеличение количе-
ства апоптических клеток MCF-7 одновременно со 
снижением их жизнеспособности свидетельство-
вало о повреждающем действии ХП уже в течение 
1 мин экспозиции.

Дальнейшее увеличение длительности воздей-
ствия ХП до 2 мин привело к снижению количества 

живых клеток в клеточной культуре MCF-7 до 
34,05 % и увеличению клеток в стадии раннего 
апоптоза до 38,47 % и в стадии позднего апоптоза 
до 16,88 %. Таким образом, количество жизнеспо-
собных клеток при воздействии ХП снизилось в 1,8 
раза по сравнению с контролем, также увеличился 
процент раннего и позднего апоптоза при сниже-
нии доли клеток, находящихся в некрозе. 

Для оценки токсического воздействия ХП на 
нормальные клетки исследовали изменение жиз-
неспособности клеточной линии 3Т3, обладающей 
высокой чувствительностью и рекомендованной 
ГОСТ Р ИСО 10993.5 [23]. В контроле клеток 3T3 
количество клеток в стадии некроза составляло 
18,53 %, в стадии раннего апоптоза − 28,03 %, в 
стадии позднего апоптоза − 3,09 %. После первой 
минуты обработки ХП не наблюдалось изменения 
количества жизнеспособных клеток по сравнению с 
контролем. После 2 мин облучения ХП количество 

Рис. 1. Анализ жизнеспособности клеточной линии MCF-7 двойным окрашиванием аннексином V (FItC) и PI до обработки ХП.
Примечания: Q1 − некротические клетки; Q2 − поздние апоптотические клетки; Q4 − ранние апоптотические клетки и 

Q3 − жизнеспособные клетки; рисунок выполнен авторами
Fig. 1. Features of viability in MCF-7 cell culture by annexin V (FItC) and propidium iodide-doubled staining before cold plasma treat-
ment. notes: Q1− shows necrotic cells; Q2 − shows late apoptotic cells; Q4− shows early apoptotic cells, and Q3 − shows the viable 

cells; created by the authors
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Таблица/table

Особенности апоптоза, активности каталазы, содержания МДА в культурах клеток рака молочной 
железы MCF-7, 3t3 фибробластов мыши под влиянием холодной плазмы

the influence of cold plasma on apoptosis, catalase activity and Mda content in MCF-7 and 3t3 cells

Показатели/
Parameters

MCF-7 3T3

Q25<Me<Q75/ Q25<Me<Q75

Контроль/
Control 1 мин/1 min 2 мин/2 min Контроль/

Control 1 мин/1 min 2 мин/2 min

МДА, мкмоль/л /
MDA, μM/L (×10-5)

0,0128 
(0,0064;0,018)

0,019 
(0,019; 

0,00212)

0,021 
(0,00897; 
0,030)*

0,018 
(0,00577; 

0,019)

0,021 
(0,020; 
0,0288)

0,022 
(0,022; 
0,0314)

Каталаза, мкмоль/мин×л/
Catalase, μmol/min×L 

(×10-3)

0,428 
(0,261; 0,610)

0,451 
(0,216; 0,622)

0,380
(0,229; 0,532)

0,495
(0,272; 0,648)

0,423
(0,356; 0,666)

0,288
 (0,144; 

0,514)* **

Апоптоз/Apoptosis 26,09 % 
(15,47; 34,95)

29,28 % 
(23,29; 41,46)

25,48 % 
(19,70; 55,35)

35,38 % 
(31,12; 44,13)

35,73 % 
(24,42; 44,70)

32,94 % 
(24,81; 37,80)

Некроз/Necrosis 26,54 % 
(13,84; 28,55)

23,44 % 
(14,73;30,11)

23,55 % 
(10,61; 19,70)

18,75 % 
(13,40; 21,09)

19,09 % 
(15,13; 22,89)

19,05 % 
(15,75; 21,86)

Примечания: n=5; * – статистическая значимость различий показателей между контролем и экспериментальной группой при времени 
экспозиции ХП 2 мин; ** – статистическая значимость результатов при облучении ХП между группами с 1 мин и 2 мин; таблица составлена 
авторами.

Notes: n=5; * – statistical significance of differences between control and experimental groups at CP exposure time of 2 min; ** – statistical signifi-
cance of results at CP exposure between groups with 1 min and 2 min; created by the authors.

живых клеток увеличивалось примерно на 3 %, 
количество клеток в стадии раннего апоптоза сни-
жалось. Это может свидетельствовать о тенденции 
к небольшому стимулирующему эффекту ХП при 
облучении клеток. Таким образом, подтверждена 
тенденция к стимулирующему эффекту ХП на 
жизнеспособность клеточной линии 3Т3, которая 
заключалась в ее увеличении практически на 3 % и 
в небольшом снижении доли апоптических клеток 
по сравнению с контролем (таблица). 

Универсальными показателями состояния пере-
кисного окисления липидов являются содержание 
МДА, активность ферментов антиоксидантной 
защиты и содержание окисленных форм белков, 
которые могут регулировать множество внутрикле-
точных процессов [24]. Показано, что активность 
антиоксидантного фермента – каталазы в культуре 
клеток 3Т3 снижалась в 1,7 раза после 2 мин об-
лучения ХП, при этом значительное снижение 
(≈на 50 %) приходилось на 2-ю мин обработки 
(таблица). В то же время активность каталазы в 
клетках MCF-7 снижалась на 10 % только после 
2 мин обработки ХП. Таким образом, увеличение 
времени экспозиции при облучении ХП приводило 
к значительному снижению уровня активности 
каталазы в клетках 3Т3, что может быть связано с 
разрушением структуры фермента под действием 
высокоэнергетических частиц в плазме. Такое по-
давление активности каталазы может привести к 
увеличению концентрации перекиси водорода в 
клетках и, как следствие, к увеличению окисли-
тельного стресса и апоптоза [25].

Облучение клеточной культуры MCF-7 приво-
дило к увеличению содержания МДА − основного 
продукта перекисного окисления липидов (ПОЛ). 
Увеличение данного параметра является показа-
телем повреждения мембран клеток, активации 
окислительного стресса при усилении процесса 
ПОЛ, вызванного облучением ХП [25−27]. Таким 
образом, исследование влияния ХП на клеточные 
культуры MCF-7 и 3T3 показало, что при одном 
режиме облучения ХП проявляла стимулирую-
щий эффект на культуре клеток 3Т3, а на культуре 
MCF-7, наоборот, стимулировала активацию апоп-
тоза и гибель клеток. Это можно объяснить тем, 
что клетки опухоли наиболее активны в метаболи-
ческом плане и тем самым более восприимчивы к 
различным физическим воздействиям, в том числе 
к облучению.

Заключение
Воздействие холодной плазмы на опухолевые 

и нормальные клетки способствует активации 
апоптоза. Показано, что активность каталазы и 
МДА являются значимыми маркерами в оценке ин-
тенсивности окислительного стресса. Выявленные 
изменения, несомненно, требуют подтверждения 
в дальнейших исследованиях, которые могут про-
лить свет на механизмы ХП и помочь разработать 
новые методы защиты клеток от окислительного 
стресса за счет увеличения активности антиок-
сидантных систем и разработать новые методы 
лечения онкологических заболеваний. 
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