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Исследованы антиоксидантные цитопротекторные свойства мексидола при воздействии аргоновой и
гелиевой газоразрядной холодной плазмы атмосферного давления на культуру клеток Paramecium cauda-
tum. Установлено, что мексидол практически полностью устраняет негативные эффекты окисли-
тельного стресса после плазменного воздействия, сохраняя 100% численности клеток. Полученные
данные о различных поведенческих реакциях клеток подтверждают практическую ценность ис-
пользованных одноклеточных организмов в качестве модельных объектов для фармакологических
и токсикологических исследований, а применение газоразрядной холодной плазмы позволяет ис-
ключить прямое окислительное действие пероксида водорода (стандартная модель окислительного
стресса) на исследуемые препараты и повысить достоверность токсикологических исследований.
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что воздействие низкотемператур-

ной плазмы, получаемой с помощью относитель-
но компактных источников (плазмотронов), спо-
собно активировать окислительный стресс у клеток
и одноклеточных организмов, который приводит к
их гибели. В качестве биологического объекта для
изучения лекарственных препаратов, способных
нейтрализовать окислительные эффекты, инте-
ресен одноклеточный эукариотический организм
Paramecium caudatum. Данное простейшее легко
содержать в лабораторных условиях, поддержи-
вая большую численность клеток без затрат вре-
мени на воспроизводство и значительных мате-
риальных затрат. Также этот объект исследования
можно назвать “плавающим нейроном”, исходя
из его электрофизиологических свойств и спо-
собности к раздражимости под влиянием разных
факторов среды [1].

Ранее при изучении влияния низкотемпера-
турной плазмы атмосферного давления на клетки

Paramecium caudatum было показано, что воздей-
ствие плазмы на клетку вызывает гибель организ-
ма в зависимости от времени воздействия и газо-
вого состава [2]. Эти данные позволили по-новому
взглянуть на изучение антиоксидантной активно-
сти разных групп фармакологических препаратов в
условиях окислительного стресса. Возможно, при-
менение низкотемпературной плазмы при иссле-
довании действия окислительного стресса на клет-
ки будет более показательно, чем в эксперимен-
тальных работах, где в качестве повреждающего
агента использовалась перекись водорода [3].

Целью нашей работы было оценить возмож-
ность изучения антиоксидантных свойств веществ,
при воздействии аргоновой и гелиевой низкотем-
пературной плазмы атмосферного давления на мо-
дельном одноклеточном организме Paramecium cau-
datum.

УДК 57.03 + 579.6 + 57.033 + 57.036 + 57.042 + 615.03
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на стерильной культуре жи-
вых клеток Paramecium caudatum. Инфузории со-
держали в условиях, приближенных к естествен-
ным условиям их среды обитания: температура
воды 22°С, pH = 6.8–7.2, с соблюдением 12 часо-
вого светового дня. Плотность популяции клеток
в маточной культуре поддерживали в пределах
1000 клеток/мл. Кормление инфузорий производи-
ли ежедневно раствором дрожжей Saccharomyces cer-
evisiae в объеме 200 мкл на колонию в 100 мл. Для
предотвращения нарушения стерильности среды
ежемесячно проводили фильтрацию колонии че-
рез мелкодисперсную губку. В дни эксперимента
кормление инфузорий не проводилось.

В исследовании проведены две серии экспе-
римента: в 1-й серии использовали He-плазму,
во 2-й серии – Ar-плазму. Воздействие плазмы
осуществлялось с использованием плазмотрона

(генератора холодной плазмы). Данный источник
плазмы включает генератор переменного напря-
жения 30 кГц, подключенный к выходному кас-
каду в виде высоковольтного сетевого трансфор-
матора, с которого напряжение около 30 кВ подает-
ся на разрядный промежуток. Плазменная струя
формировалась в потоке газа (аргон или гелий) с
расходом 3 л/мин. Плазменное воздействие на
культуру клеток проводилось в течение пяти минут.
В установку были добавлен оптический спектро-
метр ATP2400 (OptoSky Inc.) с оптоволоконным
кварцевым вводом излучения и спектральным раз-
решением 1 нм в диапазоне 200–1000 нм для реги-
страции интенсивности свечения плазменной
струи у поверхности планшета с исследуемыми
клеточными культурами (рис. 1а).

Цитопротекторный эффект антиоксидантных
препаратов изучался на примере мексидола (этил-
метилгидроксипиридина сукцинат, Фармасофт,
Россия), взятого в концентрации 0.05 мг/мл

Рис. 1. Установка для проведения экспериментов, общие закономерности влияния низкотемпературной плазмы ар-
гона и гелия на клеточную культуру Paramecium caudatum и спектры свечения плазмы у поверхности планшета с клет-
ками: (а ) установка по воздействии низкотемпературной плазмы на клетки; (б) зависимость от времени числа клеток,
выживших после плазменного воздействия, где контроль – группа без воздействия плазмы (p < 0.05; * p < 0.005;
*** p < 0.0005; **** p < 0.00005); (в) спектр свечения низкотемпературной аргоновой плазмы; (г) спектр свечения низ-
котемпературной гелиевой плазмы.
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(3 ⋅ 10–7 М) – соответствует терапевтическим кон-
центрациям, применяемым в медицинской прак-
тике.

Воздействовали низкотемпературной плазмой
на культуру клеток через одну минуту после вве-
дения препаратов в среду. Регистрацию числен-
ности клеток производили на оптическом микро-
скопе Olympus SZ-6 спустя четыре часа после воз-
действия, а далее каждый день в течение семи
дней для каждой из групп. Для обработки видео-
записей использовали программу ImageJ (Fiji) с
плагином “counting cell” [4].

Статистический анализ проводили в програм-
ме “Statistica 10” с использованием непараметри-
ческого критерия Манна−Уитни, поскольку вы-
борки данных не соответствовали нормальному
закону распределения критерию Шапиро–Вил-
ка. Достоверность отличий считалась при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При воздействии низкотемпературной плаз-

мой на Paramecium caudatum наблюдалось значи-
тельное снижение численности клеток. Для арго-
новой плазмы такое уменьшение составляло до
80% от общего количества клеток, в то время как
смертность клеток после воздействия гелиевой
плазмы составляла 60% (рис. 1б). Оба показателя
оценены для первых суток после воздействия. На
5 день регистрации численности колонии в каж-
дой из опытных групп число клеток составляло
50% от общего количества, что свидетельствует о
пролонгированном воздействии как аргоновой,
так и гелиевой плазмы на клетки.

При регистрации свечения аргоновой плазмы
помимо линий, непосредственно относящихся к
ионам аргона были отмечены линии радикалов
N2, NO и OH, чьи частоты излучения расположены
в интервале от 300 до 600 нм (рис. 1в). Также следует
отметить, что при работе с аргоновой плазмой
нельзя исключать формирование молекул озона,
вызывающего сильное окислительное действие.
Негативное влияние аргоновой плазмы на чис-
ленность клеток можно объяснить тем, что ради-
калы молекулярного азота могут быть токсичны
для живых организмов, а NO является медиато-
ром, который воздействуя на рецепторы, распо-
ложенные на мембране Paramecium caudatum спо-
собен вызывать адгезивное состояние у клеток и
усиливать их агрегацию [5, 6].

В эксперименте с применением гелиевой
плазмы при регистрации свечения струи помимо
линий возбужденного гелия и радикалов N2, NO и
OH, были зарегистрированы также линии свече-
ния О2 и его активных форм (в частности О3 и ) в
спектральном диапазоне от 700 до 900 нм (рис. 1г).
Возбужденные формы кислорода, по-видимому,
образуются в результате вторичных процессов пе-

2О+

редачи энергии от возбужденных состояний ато-
мов гелия. Кислород в активном состоянии может
приводить к серьезному окислительному стрессу
внутри клеток Paramecium caudatum, вследствие че-
го нарушаются процессы окислительного фосфо-
рилирования; работа митохондрий, которые от-
вечают за синтез АТФ внутри эукариотических кле-
ток. Такое воздействие приводит к гибели клеток, а
также вызывает длительные, необратимые реакции
у выживших организмов, которые затрудняют и за-
медляют процесс пролиферации и деления. Срав-
нив результаты действия аргоновой и гелиевой
плазмы, в нашем эксперименте отмечаются два
совершенно разных свободно-радикальных про-
цесса: влияние на клетки N2, NO и OH в случае
применения для аргоновой, и действие О2 и его
активных форм, содержащихся в гелиевой плаз-
ме. Кроме того, были проведены опыты по опре-
делению pH жидкости после воздействия плазмой.
Отмечено, что в случае воздействия как гелиевой,
так и аргоновой плазмы, происходит значительное,
по сравнению с контролем, снижение уровня pH
(закисление среды) за счет образования уже упо-
мянутых свободных радикалов и активных форм
кислорода.

Анализируя действие препарата на клетки Par-
amecium caudatum (рис. 2в), было зарегистрирова-
но, что как испытуемая, так и контрольная группа
теряли в среднем около 20% общей численности
особей за 120 ч наблюдения. Это связано с тем, что
для всех инфузорий Paramecium caudatum, участвую-
щих в эксперименте, ввели ограничение на пита-
ние, чтобы исключить бесконтрольное размноже-
ние, которое бы повлияло на чистоту эксперимента.
Также содержание исследуемых организмов про-
водилось в определенных условиях, позволяю-
щих избежать испарения жидкости в пробах, и од-
новременно возникновения гипоксии для клеток.
Однако, такие требования к содержанию опытных
клеток оказывали определенное отрицательное
воздействие на их пищевое поведение.

Мексидол, как известно, является сильным
антиоксидантом [8]. При добавлении в среду
мексидола клетки сохраняют свою численность
до второго дня регистрации включительно. Это
обусловлено выведением скопившихся метабо-
литов и продуктов жизнедеятельности клеток и
регуляцией внутриклеточных процессов, связан-
ных с митохондриальной активностью. Однако
по истечению эксперимента количество клеток в
этой группе относительно сравнялось с количе-
ством клеток в контрольной группе, так как все еще
действовал фактор отсутствия пищевого ресурса.
При воздействии как аргоновой, так и гелиевой
низкотемпературной плазмой на Paramecium cauda-
tum в присутствии мексидола в среде отмечается
полное нивелирование негативного влияния окис-
лительного стресса на клетки (рис. 2г). Это свиде-
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тельствует о том, что мексидол проявляет силь-
ные антиоксидантные свойства, которые доста-
точно продолжительное время (в течение трех
дней) поддерживают оптимальные условия среды,
а в долгосрочной перспективе количество особей
выходит на уровень контрольных значений. Кро-
ме того, были проведены контрольные экспери-
менты для исключения сценария, в котором мек-
сидол, как сильный антиоксидант, просто стаби-
лизирует условия среды, в частности pH, тем
самым защищая клетки от окислительного стрес-
са. Полученные результаты позволяют с утвер-
ждать, что препарат действует преимущественно
на внутриклеточном уровне, не изменяя непосред-
ственно уровень кислотности среды. Из сравнения
действия препаратов на клетки видно, что макси-
мальные эффект мексидола проявляется в
“острой” фазе воздействия низкотемпературной
плазмы, а именно, в первый день после воздей-
ствия (см. рис. 2г).

Морфологический анализ культуры клеток Par-
amecium caudatum после воздействия низкотемпе-
ратурной плазмы позволил выявить заметные раз-
личия (рис. 3).

После воздействия аргоновой низкотемпера-
турной плазмой на культуру клеток Paramecium
caudatum наблюдался эффект слипания особей с
последующим нарушением пищевого и двига-
тельного поведения (рис. 3а). Иная картина на-
блюдается при окислительном стрессе, вызван-
ном действием гелиевой низкотемпературной
плазмы (рис. 3б). В этом случае нами зарегистри-
ровано, что большая часть клеток находится в ли-
зированном состоянии с большим количеством
внутриклеточной жидкости, попавшей в окружа-
ющую среду. При добавлении в среду мексидола за
1 мин до воздействия плазмой (рис. 3в, 3г) установ-
лено, что препарат корректирует негативные по-
следствия как аргоновой, так и гелиевой низко-
температурной плазмы, сохраняя внешнее и

Рис. 2. Данные по изменению уровня кислотности среды и числа клеток после воздействия низкотемпературной плаз-
мой и/или добавления мексидола: (а) изменение рН-уровня среды от времени воздействия гелиевой плазмы; (б) из-
менение рН-уровня среды от времени воздействия аргоновой плазмы; (в) изменение числа клеток от времени при до-
бавлении мексидола и без него; (г) изменение числа клеток от времени после воздействия холодной плазмы при до-
бавлении мексидола и без него.
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внутреннее строение клеток Paramecium caudatum
в неизменном виде.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение низкотемпературной плазмы по-
казало свою эффективность для изучения анти-
оксидантных свойств фармакологических препа-
ратов. В установленных условиях данного экспе-
римента с применением низкотемпературной
плазмы атмосферного давления была определена
высокая антиоксидантная активность мексидола.
Максимальный эффект протекторных свойств
препарата проявляется в “острой фазе”, позволяя
клеткам сохранять свою численность почти на
100% уровне от изначального.
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Рис. 3. Фотографические изображения клеток Paramecium caudatum после действия низкотемпературной плазмы арго-
на и гелия (время регистрации – 4 ч после воздействия): (а) адгезия клеток Paramecium caudatum после воздействия ар-
гоновой плазмы; (б) лизис клеток Paramecium caudatum после воздействия гелиевой плазмы; (в) протекторное действие
мексидола при окислительном стрессе, вызванном низкотемпературной плазмой аргона; (г) протекторное действие
мексидола при окислительном стрессе, вызванном низкотемпературной плазмой гелия.
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Abstract—The cytoprotective properties of mexidol were studied under the influence of argon and helium
gas-discharge cold plasma of atmospheric pressure on Paramecium caudatum cell culture. It has been shown
that mexidol exhibits strong antioxidant properties and practically completely eliminates the negative effects
of oxidative stress, retaining almost 100% of the initial number of cells. The data obtained demonstrate a wide
range of behavioral responses of Paramecium caudatum, which confirms their practical value as model objects
for pharmacological and toxicological studies and the use of gas-discharge cold plasma makes it possible to
exclude the direct oxidative effect of hydrogen peroxide (the standard model of oxidative stress) on the stud-
ied drugs and to increase the reliability of toxicological studies.
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