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Исследование морфофункциональных свойств биотканей (in vivo)

при воздействии низкотемпературной плазменной струи
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Приведены результаты спектрально-флуоресцентных и диффузно-оптических исследований биотканей при

воздействии низкотемпературной плазменной струи атмосферного давления в смеси воздуха с аргоном. Вы-

явлены потенциальные флуорофоры и определены коэффициенты оптического поглощения и транспортного

рассеяния биотканей. Обнаружено, что зондирование биотканей холодной плазмой приводит к росту интен-

сивности флуоресценции и коэффициента диффузного отражения, что связано с двукратным увеличением

коэффициента транспортного рассеяния и изменением концентрации эндогенных хромофоров — снижением

содержания воды, липидов и билирубина до 20%, а также ростом показателя насыщения кислородом до 10%.

На основе проведенного анализа показано, что терапевтическое действие низкотемпературной плазмы может

быть связано с усилением антиоксидантной защиты и развитием процессов компенсаторной дегидратации.
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1. Введение

Одним из перспективных и быстро развивающихся в

последнее время направлений лучевой медицины явля-

ется плазменная медицина, демонстрирующая высокую

терапевтическую эффективность в дерматологии, кос-

метологии, стоматологии и др. (например, [1–4]). В то

же время качественный характер результатов исследо-

ваний и отсутствие детальной информации о физико- и

химико-биологических процессах взаимодействия низко-

температурной плазмы с тканями внутренних органов

обусловливают высокую актуальность данной научной

проблематики.

Физико-химические особенности взаимодействия

плазменного излучения с биообъектами имеют

уникальную природу, как вследствие сложного состава

и механизмов элементарных процессов в плазме, так

и многообразия структуры биотканей и клеток. К

известным факторам такого воздействия можно отнести

электромагнитные поля и УФ излучение, заряженные

частицы, кислородосодержащие (О, O2−, O3, H2O2)
и азотосодержащие радикалы (N, NO, NO2, NO3,

N2O5) [5–9].

Вышеупомянутое приводит не только к селективному

влиянию плазмы на биообъекты различного уровня ме-

таболизма (от бактерицидного эффекта до стимуляции

сложных биохимических реакций), но и к синергетиче-

скому эффекту. В комплексе эти эффекты составляют

основу лечения таких патологий, как эрозивные и яз-

венные поражения, вирусные и микотические инфекции

и др. [1–12]. Однако несмотря на высокую перспек-

тивность плазменной терапии, ряд вопросов все еще

остаются открытыми. В частности, необходимо более

глубокое понимание биохимических механизмов изби-

рательного воздействия низкотемпературной плазмы как

на атипичные ткани, содержащие злокачественные клет-

ки, так и на прилежащие нормальные биоткани.

Важную информацию о структуре, физиологическом и

биохимическом состоянии биообъекта способен предо-

ставить метод комбинированной лазерно индуцирован-

ной флуоресцентной (ЛИФ) спектроскопии и диффузной

рефлектометрии. Данный подход основан на последо-

вательном измерении и анализе спектров флуоресцен-

ции и коэффициента диффузного отражения и является

малоинвазивным, технически простым и информатив-

ным методом прижизненной диагностики множества

патологий, в том числе процессов малигнизации [13–

20]. Применение данного метода к задачам развития

плазменной терапии позволило бы выявить динами-

ку количественных характеристик физико- и химико-

биологических процессов и тем самым оценить степень
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и систему мониторинга эффективности воздействия низ-

котемпературной плазмы на биообъекты in situ.

Целью работы является исследование динамики

структурно-морфологических, физиологических и био-

химических свойств биотканей in vivo при воздействии

низкотемпературной плазменной струи атмосферного

давления с использованием методов оптической спек-

трометрии. При этом были решены следующие задачи:

— измерены спектры ЛИФ и определены потенциаль-

ные группы эндогенных флуорофоров;

— измерены спектры коэффициента диффузного от-

ражения и определены коэффициенты поглощения и

транспортного рассеяния для интактных и облученных

биотканей в диапазоне длин волн 250−1500 nm.

По результатам спектральных исследований выявлены

важнейшие физико- и биохимические параметры и об-

суждаются возможные механизмы взаимодействия низ-

котемпературной плазмы с биологическими объектами.

2. Материалы и методы

Материалы исследования

Спектрально-оптические исследования биотканей при

воздействии низкотемпературной плазменной струи ат-

мосферного давления проводились на тканях печени

in vivo 20 половозрелых самцов белых крыс породы

Wistar примерно равного возраста и веса (250±30 g).
За сутки до начала эксперимента крысы взвешива-

лись и выдерживались сутки без воды и питания для

сохранения общего биохимического фона организма.

Непосредственно перед проведением эксперименталь-

ных исследований крысам, находящимся под общей

анестезией, проводилось вскрытие брюшной полости и

бережное выведение долей печени в рану. В целях

минимизации нарушений, вносимых физиологическими

факторами (дыхание биообъекта, мышечные спазмы и

др.) в проведение эксперимента, исследуемый орган

неподвижно фиксировался на столике-подставке, распо-

ложенном поверх тела крысы.

Все применимые международные и институциональ-

ные принципы ухода и использования животных были

соблюдены.

Схема эксперимента

Общая схема проведения эксперимента заключалась в

измерении спектров флуоресценции F(λ) и диффузного

отражения Rd(λ) тканей печени in vivo до и после плаз-

менного зондирования. При этом обработке и исследо-

ваниям подвергались строго единые участки печеночной

ткани, размер которых фиксировался путем наложения

на биоткань маски с окном диаметром примерно 5.0mm.

Плазменное облучение биотканей осуществлялось пу-

тем их сканирования плазменным излучением в течение

примерно 5−7min. При этом образцы располагались

перпендикулярно факелу на расстоянии 3.0 cm от торца

плазменного волновода, а поток газа был зафиксирован

на значении в 0.32 l/min, при котором плазменный факел

достигал наибольшей длины. Предварительные измере-

ния показали, что температура плазменной струи не под-

нималась выше 2◦ относительно комнатной, что, в свою

очередь, позволило исключить термическое воздействие

на биообъекты.

Для каждого образца биотканей было прове-

дено по 3 серии спектральных измерений F(λ)
и Rd(λ). Окончательный результат по исследуе-

мым образцам определялся путем усреднения серий-

ных измерений по среднеквадратичному отклонению

δ =
√

∑n
i=1((ξ − ξi)2/n(n − 1), где n — число серий из-

мерений, ξi — спектры флуоресценции и коэффициента

диффузного отражения для i-й серии, ξ — среднее

значение интенсивности флуоресценции и отражения

для биотканей в каждой спектральной точке, опреде-

ляемое как
∑n

i=1 ξi/n. Таким образом, каждые из пред-

ставленных в работе спектральных данных F(λ) и Rd(λ)
есть усредненное значение статистического материала,

отобранного и систематизированного для интактных и

облученных биотканей.

Источник плазменного излучения

Для создания источника низкотемпературного плаз-

менного излучения использовался барьерный разряд в

цилиндрическом плазменном волноводе, через разряд-

ный промежуток которого пропускается аргон в присут-

ствии воздуха атмосферного давления. Источник плаз-

мы (рис. 1, а) представлял собой электродную систе-

му (1) по типу игла−кольцо, при которой вольфрамовый

провод (диаметр 0.5mm) помещался внутрь кварце-

вой трубки (2) (внутренний диаметр 1.0mm, внешний

7.0mm) и использовался как высоковольтный электрод.

На расстоянии 60mm от него на кварцевую трубку

было одето заземленное медное кольцо шириной 10mm.

В качестве рабочего газа использовалась смесь чистого

аргона (99.999%), а расход газа контролировался при

помощи расходомера GE50A (MKS Instruments, США).
Для формирования плазменной струи (3) ис-

пользовался высоковольтный наносекундный генера-

тор трансформаторного типа, работающий в частотно-

периодическом режиме с частотой повторения аперио-

дических импульсов напряжения 10–100Hz. Амплитуда
положительной полуволны импульса напряжения регу-

лировалась в диапазоне 8–12 kV при времени нарастания

импульса ∼ 50 ns. При этом ток разряда контролиро-

вался при помощи трансформатора тока Model 4100

(Pearson electronics, США), а электрические сигналы

регистрировались посредством осциллографа TDS2024B

(Tektronix, США).
Спектральные характеристики излучения низкотемпе-

ратурной плазмы, а также изображение самого плаз-

менного факела и его трехмерная проекция показаны

соответственно на рис. 1, b и c.
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Рис. 1. (a) Блок-схема экспериментальной установки: 1 — источник низкотемпературного плазменного излучения, 2 — кварцевая

трубка с электродной системой игла−кольцо, 3 — плазменный факел, 4 — оптический параметрический генератор в комплекте с

лазером накачки, 5 — дейтериевая/галогенная лампа, 6 — передающие
”
рукава“ волоконно-оптического зонда, 7 — принимающий

”
рукав“, 8 — контактный катетер зонда, 9 — образец биоткани, 10 — монохроматор/спектрограф, 11 — ПЗС-матричная

камера, 12 — инфракрасный фотодетектор, 13 — контроллер, 14 — компьютер. (b) Спектральные характеристики излучения

низкотемпературной плазмы. (c) Изображение плазменного факела и его трехмерная проекция.

Спектрально-оптические измерения

Измерение спектров флуоресценции F(λ) и коэф-

фициента диффузного отражения Rd(λ) проводилось

на лазерно-спектрометрическом комплексе стандартной

схемы с использованием волоконно-оптической системы

(рис. 1, a). Возбуждение спектров флуоресценции осу-

ществлялось излучением оптического параметрического

генератора LP603 в комплекте с лазером накачкой

LQ529 (4) (Солар ЛС, Белоруссия) на длинах волн

355 и 410 nm, а сиектров коэффициента диффузного от-

ражения — излучением дейтериевой/галогенной лампы

AvaLight-DH-S-BAL (5) (Avantes, Нидерланды).

В качестве волоконно-оптической системы использо-

вался Y -образный измерительный зонд, состоящий из

двух
”
рукавов“ (передающего (6) и принимающего (7))

и контактного катетера (8), в котором коаксиально

размещались световодные каналы (диаметр волокон

Оптика и спектроскопия, 2022, том 130, вып. 5
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200µm, числовая апертура 0.22). Волоконные световоды,
формирующие центральный канал зонда (7 волокон —

для возбуждения спектров Rd(λ) и 12 — для F(λ)),
предназначались для подведения возбуждающего излу-

чения к биоткани (9), а световоды, расположенные по

периферии (72 волокна) образовывали канал регистра-

ции и служили для сбора ответных фотосигналов и

передачи их к спектрографу. При этом области воз-

буждения сигналов Rd(λ) и F(λ) совпадали и имели

диаметр примерно 2.0±0.5mm, а участок регистрации

равномерно перекрывал областm возбуждения и был

примерно в 2 раза больше пятна возбуждения.

Спектральный анализ фотосигналов осуществлялся

в спектральном интервале 250−1500 nm при помо-

щи автоматизированного двухканального монохромато-

ра/спектрометра MS3504i (10) (SOL-Instruments, Бе-

лоруссия), сопряженного с ПЗС-камерой HS-101(HR)-
2048 × 122 (11) (Hamamatsu, Япония) и инфракрасным

детектором IGADAT-010TE (12) (SOL-Instruments). При

измерениях спектров флуоресценции использовались

широкополочные запирающие светофильтры со свето-

пропусканием более 70% в спектральном диапазоне

390−800 nm и 450−1000 nm, а нормировка спектров

диффузного отражения осуществлялась при помощи

референсного отражателя WS-2 (Avantes, Нидерланды).

Методика определения оптических свойств

Для определения спектральной зависимости коэффи-

циентов оптического поглощения µa(λ) и транспортного

рассеяния µ′

s(λ) исследуемых биотканей в работе ис-

пользовался инверсный метод Монте-Карло (ИММК) в

приближении полубесконечной среды на основе спек-

тральных данных коэффициента диффузного отражения

Rd(λ). Алгоритм используемого метода вкратце пред-

ставляет собой последовательную реализацию следую-

щих шагов.

1. Вычисление начальных приближений параметров

µa(λ) и µ′

s(λ) на основе экспериментальных данных

RExp
d (λ), используя соотношение [21–23]:

RExp
d (λ) = exp

{

K

[

3

(

1 +
µ′

s (λ)

µa(λ)

)]

−
1
2

}

, (1)

µa(λ) = µchrom
a (λ) + µtissue

a (λ), (2)

µchrom
a (λ) = VBαµ

HbO
a (λ) + VB(1− α)µHb

a (λ)

+ VWµ
W
a (λ) + VBrµ

Br
a (λ) + VLµ

L
a (λ), (3)

где µa(λ) и µ′

s (λ) — соответственно спектры коэффи-

циентов поглощения и транспортного рассеяния для

биоктаней in vivo; K — постоянная, зависящая от

показателя преломления биоткани; λ — длина волны;

µchrom
a (λ) и µtissue

a (λ) — спектры коэффициентов поглоще-

ния хромофоров и биоткани in vitro; µHbO
a , µHb

a (λ), µW
a (λ),

µBr
a (λ) и µL

a (λ) — спектры коэффициента поглощения

соответственно для оксигемоглобина, дезоксигемогло-

бина, воды, билирубина и липидов [21,24]; α — степень

оксигенации крови на исследуемом участке биоткани;

VB, VW, VBr и VL — параметры, характеризующие объ-

емную долю соответственно крови, воды, билирубина и

липидов в биотканях.

Спектральная зависимость показателя µ′

s(λ) может

быть с хорошей точностью аппроксимирована двухсте-

пенной функции типа [21–23]:

µ′

s (λ) = A−BM
M + ARλ

−BR , (4)

где AM и AR — безразмерные параметры, являющиеся

функциями концентрации рассеивающих частиц (соот-
ветственно Ми и Релея), формирующие общий уровень

коэффициента µ′

s , тогда как волновые экспоненты BM

и BR → 4 характеризуют средний размер рассеивающих

частиц и определяют угол наклона спектров коэффици-

ента µ′

s .

2. Вычисление расчетных параметров коэффициента

диффузного отражения RCalc
d (λ) по значениям начальных

приближений коэффициентов µa(λ) и µ′

s(λ), используя
метод Монте-Карло.

3. Построение целевой функции и ее минимизация:

F =
(

RExp
d (λ) − RCalc

d (λ)
)2

.

4. Реализация процедуры минимизации на основе сим-

плексного метода Нелдера−Мида [25] до выполнения

условия:

|RExp
t (λ) − RCalc

t (λ)|

RExp
t (λ)

≤ 0.1.

3. Результаты и обсуждение

На рис. 2 показаны типичные спектры лазерно инду-

цированной флуоресценции F(λ) (a и b) и коэффициента

диффузного отражения Rd(λ) (c) для интактных тканей

печени (кривая 1) и при зондировании холодной плазмой

с экспозицией 7min (кривая 2). Как видно из рисунка,

для спектров F(λ) и Rd(λ) исследуемых биотканей

наблюдается как ряд общих закономерностей, так и

отличительных особенностей, что указывает на возмож-

ность применения спектрально-оптических методов в

мониторинге эффективности плазменного зондирования.

В частности, при возбуждении на длине волн 355 nm

(рис. 2, a) для спектрального контура флуоресценции

F355(λ) характерно наличие главного максимума вблизи

длин волн 472± 3 nm и двух компонент при 532 ± 2

и 593 ± 10 nm. Более отчетливо длинноволновые ком-

поненты просматриваются при возбуждении спектров

F410(λ) на длине волны 410 nm (рис. 2, b), для которых

максимум интенсивности приходится на область длин

волн 500± 5 nm и полосы свечения вблизи 560 ± 5,

593± 3 и 635 ± 3 nm. В то же время наличие мини-

мумов в спектральном интервале длин волн 400−440 и

530−580 nm, по-видимому, вызвано присутствием крови

в биотканях и реабсорбцией фотонов флуоресценции
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Рис. 2. Спектры лазерно индуцированной флуоресценции F(λ), полученные при возбуждении на длинах волн 355 (а) и 410 nm (b),
а также спектры коэффициента диффузного отражения Rd(λ) (c) для интактных биотканей (1) и биотканей, обработанных

плазменным излучением длительностью 7min (2).

вблизи полос поглощения гемоглобина. Причем воздей-

ствие плазменного излучения при общем увеличении

интенсивности спектров F(λ) до 1.5 раз сопровождается

как выравниванием
”
прогибов“ спектрального контура,

так и ослаблением свечения на длинах волн 532± 2,

593± 10 и 635± 3 nm на 20−25%.

Для спектров коэффициента диффузного отраже-

ния (рис. 2, c) на фоне обратного рассеяния, которое

определяет уровень Rd(λ), отчетливо просматривают-

ся спектральные полосы поглощения крови (280 ± 5,

420± 3, 545 ± 3 и 575± 3 nm), липидов и воды (760 ± 5,

990± 5, 1190± 5, 1450 ± 5 nm), вблизи которых спектр

Rd(λ) приобретает глубокие минимумы [21,24]. Типич-
ные значения коэффициента отражения, характерные

для интактных тканей печени, лежат в пределах от

0.022 ± 0.05 в ультрафиолетовой и ближней инфракрас-

ной областях до 0.31 ± 0.03 — для области терапев-

тического окна. При этом плазменно индуцированные

эффекты приводят к двукратному росту интенсивности

отражения преимущественно в коротковолновой обла-

сти спектра, тогда как в диапазоне окна прозрачности

увеличение Rd(λ) не превышает 30%.

Использование метода среднеквадратичного отклоне-

ния в качестве статистического анализа спектральных

данных позволило установить, что максимальный раз-

брос значений F(λ) и Rd(λ) не превышал значений

10−15% на всем спектральном интервале исследования,

за исключением области длин волн 350 и 420 nm, где

разброс для Rd(λ) достигал 25− 30%.

В целях получения количественной информации о

динамике биохимической активности эндогенных флу-

орофоров в работе по мере плазменного зондирования

выполнялся контурный анализ спектров флуоресцен-

ции исследуемых биообъектов. Процедура спектрально-

го разложения заключалась в применении комбинации

функций Гаусса и Лоренца и подробно изложена в

работе [26].
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Рис. 3. Контурный анализ спектров лазерно индуцированной флуоресценции F(λ) для интактных тканей печени (a, c) и при

воздействии низкотемпературной плазмы с экспозицией 7min (b, d). Цифрами показаны спектральные компоненты разложения,

соответствующие эндогенным флуорофорам.

На рис. 3 показаны результаты разложения спектров

флуоресценции F355(λ) и F410(λ) для интактных тканей

печени (a и c) и при воздействии холодной плазмы (b
и d). Как видно из рисунка, спектры флуоресценции

исследуемых биотканей сформированы как минимум

семью группами флуорофоров (соответственно номерам

кривых на рисунке). Согласно данным [27–29], из общего

числа биологически активных веществ, наиболее харак-

терных для тканей печени, среди этих семи групп можно

выделить следующие.

∗ Группа 2 — коферменты NADH/NAD(P)H (вос-
становленная форма никотинамида аденин динуклеоти-

да (фосфата)) с максимумом возбуждения/эмиссии при

длинах волн λex/λem ∼ (336, 351)/470 ± 5 nm.

* Группа 3 — витамин А, с максимумом

λex/λem ∼ (315, 380)/510 ± 5 nm.

* Группа 4 — производные флавиновых групп

(FAD — окисленная форма флавиноадениндинук-

леотида и FMN — флавиномононуклеотида) с

λexλem ∼ (380, 450)/525 ± 10 nm.

* Группа 5 — липиды (липофусцин, сероид),

λex/λem ∼ 340−395/550 ± 5 nm.

* Группы 6 и 7 — производные эндогенных порфири-

нов с максимумом возбуждения/эмиссии в области длин

волн λex/λem ∼ 380−450/590−690 nm.

При этом группа 1, соответствующая свечению струк-

турных белков — коллагена и эластина (максимум

λex/λem ∼ 325/405 ± 5 nm) в спектрах F355(λ) и груп-

па 2 флуорофоров в спектрах F410(λ) сильно ослаблены

спектральными характеристиками запирающих свето-

фильтров. По этой причине их роль при дальнейшем
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Рис. 4. Диаграмма спектральных индексов κ1 − κ4, характери-

зующих динамику вкладов эндогенных флуорофоров в суммар-

ные спектры флуоресценции тканей печени при зондировании

излучением холодной плазмы с экспозицией 7min.

анализе соответствующих спектров флуоресценции не

учитывалась.

Анализ результатов спектрального разложения F(λ)
показывает, что в процессе плазменного воздействия

наиболее явные изменения наблюдаются в соотношени-

ях и вкладах 2-й и 4-й групп. Известно, что молеку-

лы NADH и группа флавиновых производных концен-

трируются преимущественно в митохондриях гепатоци-

тов и функционируют как коферменты дегидрогеназ в

окислительно-восстановительных реакциях, выступая ак-

цептором электронов субстрата. Восстанавливаясь, хро-

мофор NAD+ накапливает положительно заряженные

ионы водорода H+ и приобретает яркую флуоресценцию

с небольшим сдвигом в коротковолновую область спек-

тра, одновременно катализируя восстановление флави-

нового кофермента FAD. В силу этого любые изменения

в клеточном метаболизме влияют на концентрацию

окисленных и восстановленных форм этих флуорофоров

и могут быть выявлены в динамике соотношений их

спектральных компонент.

Основываясь на методике количественной оценки ды-

хательной активности митохондрий [29–31], в работе

оценивалась степень энергетического обмена биотканей

путем нормировки интенсивности свечения флавиновых

групп — FFAD к интенсивности свечения NAD(P)H —

F(NAD(P)H, как отношение площадей под кривыми компо-

нент разложения — Sex/em:

κ1 =
S4
355/530

S4
355/530 + S2

355/470

=
FFAD

FFAD + FNAD(P)H
.

Наличие информации о других компонентах разложе-

ния спектров флуоресценции позволяет ввести в ана-

лиз ряд дополнительных показателей функционирования

биотканей, которые по аналогии с индексом κ1 могут

быть определены как

κ2 =
(S3

355/510 + S3
410/510)/2

(S3
355/510 + S3

(410/510/2 + (S4
355/530 + S4

410/530)/2

=
FVit_A

FVit_A + FFAD
,

κ3 =
(S5

355/560 + S5
410/560)/2

(S5
355/560 + S5

410/560/2 + (S4
355/530 + S4

410/530)/2)

=
FLipids

FLipids + FFAD

,

κ4 =
(S6

355/595 + S6
355/635 + S6

410/595 + S6
(410/635/4

(S6
355/595 + S6

355/635 + S6
410/595 + S6

410/635)/4+

+(S4
355/530 + S4

410/530)/2

=
FPorph

FPorph + FFAD

,

где κ2 — антиоксидантный индекс, κ3 — индекс де-

градации внутриклеточных органелл и κ4 — индекс

деградации гемопротеинов.

Систематизированные данные индексов κ1 − κ4 для

интактных тканей печени и при воздействии плазмен-

ного облучения (САР) с экспозицией 7min приведены

на рис. 4. Как видно из рисунка, плазменная обработка

биотканей приводит к снижению индекса дыхательной

активности κ1 до 20%. Поскольку индекс κ1 обусловлен

флуоресценцией пиридиновых и флавиновых нуклео-

тидов, находящихся преимущественно в митохондриях

гепатоцитов, то его наблюдаемая динамика обусловле-

на уменьшением концентрации окисленных флавино-

вых производных и повышением концентрации NADH.

В пользу данного утверждения свидетельствует также

и тот факт, что соотношение NADH/NAD+ в митохон-

дриях на два порядка выше по сравнению с их содер-

жанием в цитоплазме. В совокупности с полученными

физиологическими данными (степенью кровенаполнения

и оксигенации биотканей) можно также утверждать, что

накопление НАДН в митохондриях при действии плазмы

не связано с условиями гипоксии и активацией анаэ-

робного гликолиза, а индекс дыхательной активности

κ1, отражающий редокс-состояние митохондрий печени,

обусловлен динамикой I и II комплексов дыхательной

цепи [29–31].
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Рис. 5. Спектры коэффициентов оптического поглощения µa(λ) и транспортного рассеяния µ′

s (λ), а также спектры коэффициента

диффузного отражения Rd(λ) и его реконструкция Rd−Calc для тканей печени до (a, b) и после облучения холодной плазмой (c, d).
Сплошная кривая — аппроксимация коэффициента транспортного рассеяния µ′

s−Calc.

Кроме того, известно, что активация переноса элек-

тронов в дыхательной цепи митохондрий может со-

провождаться усилением генерации свободных ради-

калов, которые оказывают как положительное, так и

отрицательное влияние, связанное с деградацией мак-

ромолекул и клеточных структур. В отличие от дру-

гих органов печень обладает мощной антиоксидантной

системой (ферментативной и неферментативной), бло-
кирующей окислительный процесс и нейтрализующей

действие свободных радикалов. При этом ключевыми

антиоксидантами являются жирорастворимые витами-

ны — витамин А, локализованный преимущественно в

мембранных структурах гепатоцитов и обеспечивающий

защиту липидно-белковой матрицы [29,32]. В этой связи

рост индекса антиоксидантной защиты κ2 на 15% для

зондированных биотканей указывает на увеличение кон-

центрации ретиноидов в среде. Поскольку витамин А

является антиоксидантом экзогенного происхождения,

то обнаруженное усиление свечения связано с его моби-

лизацией из крови и депонированием в клетках печени.

Это, в свою очередь, позволяет обсуждать характер те-

рапевтического действия холодной плазмы посредством

усиления антиоксидантной защиты.

Данное предположение находит свое подтверждение

в динамике индексов деградации внутриклеточных ор-

ганелл κ3 и гемопротеинов κ4, вызванное снижени-

ем концентрации липофусцина и порфиринов до 30%.

Известно, что эти вещества образуются под действи-

ем активных форм кислорода в результате свободно-

радикального окисления клеточных липидов и остатков

белков, и их главным источником является неполная

деградация поврежденных митохондрий [29,33,34]. Та-

ким образом, наблюдаемые изменения индексов κ3 и

κ4 также свидетельствует в пользу благоприятного дей-

ствия плазменного излучения на клеточные структуры,

гепатоциты и печеночной ткани в целом.

Анализ коэффициента диффузного отражения Rd(λ)
при помощи инверсного метода Монте-Карло позволил

выявить динамику оптико-спектральных свойств биотка-

ней по мере воздействия холодной плазмы. На рис. 5
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показаны спектры коэффициентов оптического поглоще-

ния µa(λ) и транспортного рассеяния µ′

s(λ), а также их

реконструкция в спектры коэффициента отражения для

интактных тканей печени (a, b) и тканей, подвергшихся

плазменной обработке (c, d).
Как видно из рисунка, спектры коэффициента погло-

щения µa(λ) во многом инверсно симметричны спек-

трам коэффициента отражения, однако в отличие от

Rd(λ) обнаруживают ряд дополнительных компонент.

Сопоставление полученных результатов с известными

литературными данными [21,24] показывает, что в ви-

димой области спектра коэффициент µa(λ) образован

комплексом эндогенных хромофоров, к которым сле-

дует отнести окси- и дезоксигемоглобин с полосами

поглощения на длинах волн 280 ± 5, 350 ± 5, 418± 5,

545± 5 и 577 ± 5 nm. Спектральная компонента вблизи

длин волн 650± 5 nm обусловлена, по-видимому, по-

глощением порфириновых групп. Вместе с этим нали-

чие спектральных компонент в ближнем инфракрасном

диапазоне вызвано присутствием в биотканях липидных

комплексов и воды с поглощением в области 760± 5,

980± 5, 1185 ± 5, 1450± 5 nm. Максимум поглощения

приходится на длины волн 420 ± 3 nm (полоса Сорэ)
и 1450 ± 10.0 nm, где µa(λ) достигает значений соот-

ветственно 3.4± 0.4 и 2.25 ± 0.1mm−1. Ближе к окну

прозрачности коэффициент поглощения монотонно сни-

жается и на спектральном участке 700−900 nm уменьша-

ется до 100 раз. При этом взаимодействие плазменного

излучения с биотканями приводит к незначительным из-

менениям коэффициента поглощения (в пределах 10%)
преимущественно в УФ и видимой области спектра с

ослаблением полосы поглощения эндогенных порфири-

нов, а также к снижению значений µa(λ) до 20% на

длинах волн поглощения молекул воды.

Наиболее явные отличия в спектрах коэффициента

поглощения исследуемых биотканей видны на рис. 6.

Определение дифференцированного спектра поглоще-

ния как

δ(λ) =

(

µa(λ)Intact tissues
µa(λ)CAP treated tissues

− 1

)

× 100%

позволило выделить три спектральных интервала, со-

ответствующих полосам поглощения воды вблизи длин

волн 980±5, 1185±5 и 1450±5 nm, для которых

расхождение в интенсивности поглощения составляет

15−20%. Наибольший интерес из указанных вызывает

спектральная область при 1450±5 nm, где коэффи-

циент поглощения для интактных образцов биотканей

составляет µa(1450) = 2.25mm−1, а для обработанных

плазмой µa(1450) = 1.9mm−1. Поглощение на длинах

волн 980±5 и 1197±5 nm значительно слабее (соответ-
ственно 0.08±0.01 и 0.1±0.01mm−1), помимо воды на

эти области могут быть наложены полосы поглощения

других хромофоров, например липидов, присутствую-

щих в тканях печени в концентрации до 6% и др.

Все это, по-видимому, и является причиной смещения

максимумов в спектрах µa(λ) биотканей с 970→980
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Рис. 6. (a) Спектры коэффициента оптического поглощения

для интактных тканей печени и для биотканей, обработанных

холодной плазмой длительностью 7min. (b) Дифференциро-

ванный спектр коэффициента поглощения интактных и облу-

ченных биотканей; выделены три спектральные интервала, где

коэффициенты поглощения имеют максимальные (δ > 10%)
различия: 860−1000, 1130−1200 и 1430−1470 nm.

и с 1197→1185 nm. При этом сопоставление спектра

поглощения воды [24] с данными коэффициента погло-

щения приводит к следующим значениям объёмной доли

воды и липидов для интактных биообъектов: VW = 72% и

VL = 4.5%, а для облученных: VW = 62.5% и VL = 3.8%

(таблица).
В сравнении с коэффициентом поглощения спек-

тральный контур коэффициента транспортного рассея-

ния µ′

s(λ) представляет собой гладкую кривую, плавно

снисходящую в сторону больших длин волн со спек-

тральными минимумами в области полос интенсивного

поглощения гемоглобина и воды. Данный факт может

быть вызван как ростом неоднородности мнимой состав-

ляющей комплексного показателя преломления среды

вблизи полос сильного поглощения, так и ростом погло-

щения в области сильного рассеяния, когда вследствие

увеличения числа актов взаимодействия с эндогенными

хромофорами на длине свободного пробега уменьшается

количество фотонов многократного рассеяния [35,36].
Анализ спектральной зависимости коэффициента ани-

зотропии рассеяния путем его аппроксимации выраже-

нием (4) позволил с хорошей точностью спрогнозиро-

вать µ′

s (λ) функцией, которая для интактных биотканей
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Количественные характеристики содержания эндогенных хромофоров, характеризующих динамику физиологических свойств для

тканей печени при воздействии низкотемпературной плазмы

Физиологические параметры Интактная биоткань Биоткани при плазменной

обработке

VB — объемная доля крови, % 9.3± 0.4 9.0± 0.4

α — степень 84.5± 2.0 89.2± 2.0

оксигенации биоткани,%

VW — объемная доля воды,% 72.0± 2.0 62.5± 2.0

VBr — объемная доля 2.1± 0.2 1.9± 0.2

билирубина, %

VL — объемная доля липидов,% 4.2± 0.4 3.8± 0.4

AMie/BMie 87.9/0.71 181.2/0.74

ARay/BRay 5.16 · 1010/4 1.25 · 1011/4

выглядит как

µ′

s (λ)_Calc = 87.9λ−0.71 + 5.16 · 1010λ−4,

где первое слагаемое функции с волновым экспонен-

том BM ∼ 0.71 отвечает за светорассеяние, вызванное

крупными гистоструктурами печени (ядрами и мембра-

нами гепатоцитов, сплетениями волокон соединительной

ткани и др.). Второе слагаемое с экспонентом BR ∼ 4

соответствует малым (релеевским) частицам, например,

митохондриям, лизосомам и другим элементам цито-

плазмы гепатоцитов, а также отдельным коллагеновым

волокнам стромы и надмолекулярным комплексам. При-

чем, согласно полученному выражению, основной вклад

в формировании коэффициента транспортного рассеяния

вносят релеевские частицы, роль которых в коротковол-

новой области спектра µ′

s(λ) является доминирующей,

а их концентрация во много раз превышает концентра-

цию крупных частиц. Это находит свое подтверждение

в гистологической картине печени, согласно которой

митохондрии занимают более 25% от общего объема

гепатоцитов (в среднем 33 митохондрий на µm2) [37],
и также хорошо согласуется с данными работ [38,39].

Относительно интактных биотканей процессы плаз-

менной обработки приводят к дву- кратному росту коэф-

фициента транспортного рассеяния с увеличением угла

наклона спектральной кривой (рис. 5, с), для которой

аппроксимирующая функция принимает следующий вид:

µ′

s(λ)_Calc = 181.2λ−0.74 + 1.25 · 1011λ−4.

Согласно полученным выражениям, это означает, что

на фоне незначительного уменьшения эффективных раз-

меров рассеивающих частиц наблюдается увеличение их

концентрации до 2.5 раз.

Использование методики (1)−(4) позволило по вели-

чине и форме спектральной зависимости коэффициентов

µa(λ) и µ′

s (λ) оценить динамику некоторых физиологи-

ческих и морфофункциональных характеристик иссле-

дуемых биообъектов (таблица). В частности, помимо

динамики морфологических характеристик воздействие

плазменного излучения длительностью до 7min вызыва-

ет снижение содержания воды VW, липидов VL и билиру-

бина VBr до 20%, а также рост показателя насыщения

кислородом α до 10% при практически неизменных

значениях степени кровенаполнения биотканей.

Обнаруженные физиологические изменения в тканях

печени могут свидетельствовать в пользу развития пер-

вичных признаков обезвоживания. По-видимому, изме-

нения в концентрациях эндогенных хромофоров, а также

обратимые нарушения гистоструктуры гепатоцитов и ар-

хитектоники печеночной паренхимы вызваны не столько

денатурацией структурных протеинов и гемоглобина,

сколько развитием процессов компенсаторной дегидра-

тации клеточных ультраструктур, клеток и самих тканей.

С учетом результатов флуоресцентного анализа можно

предположить, что это приводит к замедлению мета-

болической активности митохондрий путем подавления

переноса электронов по дыхательной цепи, что, как

известно, является причиной роста содержания кисло-

рода и, как следствие, увеличение концентрации NADH.

В то же время одним из эффектов кумуляции кислорода

является замедление генерации свободных радикалов,

которое проявляется в виде снижения содержания про-

дуктов свободно-радикального окисления макромолекул

липидных и порфириновых комплексов [29,40].

В завершении следует заметить, что, несмотря на

косвенный анализ био- и физико-химических эффектов,

результаты проведенных исследований во многом согла-

суются, дополняют друг друга и позволяют в формате

in situ оценить ряд важнейших функциональных харак-

теристик взаимодействия низкотемпературной плазмы

с биообъектами. Однако более глубокое изучение этих

процессов требует проведения дополнительных как спек-
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троскопических, так и микроскопических исследований.

В частности, необходимо выявление механизмов вли-

яния светорассеяния и реабсорбции на формирование

истинных спектров флуоресценции, а также выявле-

ние особенностей воздействия холодной плазмы на ги-

стоморфологические и гистохимические характеристики

биотканей. Детальное внимание этим исследованиям

будет уделено в последующих публикациях.

4. Заключение

Таким образом, обобщая результаты исследования

воздействия плазменного излучения на спектрально-

оптические свойства биотканей, можно выделить следу-

ющее.

1. Спектры флуоресценции F(λ) исследуемых био-

тканей сформированы свечением коферментов дегидро-

геназ NADH и FAD+, витамином А, а также липидами

и комплексом эндогенных порфиринов, на длинах волн

излучения которых (475±3, 510±5, 531±2, 593±5 и

635±2 nm) наблюдаются экстремумы.

Воздействие холодной плазмы приводит как к уве-

личению общего уровня интенсивности флуоресценции

до 1.5 раз, так и к изменению формы спектральных

контуров спектров F(λ). В частности, наблюдается уси-

ление интенсивности флуоресценции NAD(P)H и вита-

мина А — до 30% при ослаблении свечения липофус-

цина и порфириновых комплексов на 25%. Данный факт

находит отражение в динамике спектральных индексов

в виде снижения индексов дыхательной активности (κ1),
деградации внутриклеточных органелл (κ3) и гемопроте-

инов (κ4) до 30% и увеличение индекса антиоксидантной

защиты (κ2) на 15−20%.

2. Спектры коэффициента диффузного отражения

Rd(λ) тканей печени образованы спектральными поло-

сами поглощения окси- и дезоксигемоглобина (280±5,

350±5, 418±5, 545±5 и 577±5 nm), а также ли-

пидных комплексов и воды (760±5, 980±5, 1185±5,

1450±5 nm), вблизи длин волн которых коэффициент

поглощения µa(λ) приобретает характерные максимумы.
3. Воздействие плазменного излучения приводит к

росту коэффициента диффузного отражения до 2 раз за

счет увеличения коэффициента транспортного рассеяния

µ′

s(λ) до 2 раз, что обусловлено незначительным умень-

шением эффективных размеров рассеивающих частиц и

увеличением их концентрации до 2.5 раз. В то же время

для коэффициента поглощения эти изменения связаны

со снижением содержания воды, липидов и билирубина

до 20%, а также ростом показателя насыщения кис-

лородом до 10% при неизменных значениях степени

кровенаполнения биотканей.

4. Анализ результатов спектрально-оптических ис-

следований свидетельствует в пользу терапевтического

действия низкотемпературной плазмы посредством уси-

ления антиоксидантной защиты и развитием процессов

компенсаторной дегидратации.
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