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Воздействие на солидные опухоли струей холодной плазмы (ХПС) является инновационным подходом,
который активно начали разрабатывать лишь в последнее десятилетие. Вследствие этого актуальны иссле-
дования, направленные на выявление условий селективности такого воздействия на опухолевые клетки,
в том числе в составе 3D-моделей, имитирующих злокачественные новообразования. Известно, что ос-
новные цитотоксические эффекты ХПС обуславливают активные формы кислорода и азота, которые об-
разуются в потоке плазмы, и доступность которых может отличаться для клеток в классических 2D- и 3D-
моделях культивирования. В настоящей работе использовали многоклеточные сфероиды из клеток
MCF7-EGFR с гиперэкспрессией рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), клетки родитель-
ской линии аденокарциномы молочной железы MCF7, а также клетки нетрансформированной молочной
железы человека MCF10A. Облучение сфероидов MCF7-EGFR вело к деструкции многоклеточных 3D-
структур на отдельные клетки с активацией в них процессов гибели. Показано, что клетки облученных
сфероидов подвергаются фагоцитозу активированными макрофагами. При сравнении прямого воздей-
ствия ХПС и культивирования сфероидов MCF7-EGFR в среде, облученной ХПС (СО-ХПС), обнаружено
большее содержание активных форм кислорода и азота в клетках сфероидов при культивировании в облу-
ченной среде, что далее ведет к большему цитотоксическому эффекту, чем при прямом облучении. Пока-
зано, что цитотоксические свойства СО-ХПС лучше сохраняются при хранении такой среды при 4, чем
при −20°С. Таким образом, для индукции гибели опухолевых клеток в составе сфероидов добавление
культуральной среды, облученной ХПС, было эффективнее, чем прямое облучение клеток.

Ключевые слова: 3D-сфероиды, холодная плазменная струя, противоопухолевая терапия, активные формы
кислороды, EGFR, аденокарцинома молочной железы
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Проблема недостаточной эффективности суще-
ствующих методов терапии онкобольных обусловле-
на тем, что многообразие генетических дефектов
опухолевых клеток и их сочетаний делает опухоли
высокогетерогенными, что, в свою очередь, диктует

необходимость дифференцированных подходов к
лечению. Рак молочной железы (РМЖ) – наиболее
частое злокачественное новообразование у женщин,
которое занимает второе место в структуре смертности
населения от злокачественных новообразований во
всем мире, уступая только раку легкого (Sung et al.,
2021). Поэтому, разработка новых подходов к терапии
солидных опухолей не теряет своей актуальности.

В настоящее время активно развивается плазмен-
ная медицина, исследующая электромагнитное и
химическое воздействие плазменных образований
на биологические объекты, изменяющих гомеостаз
клетки. Стимулированные плазмой химические ре-

Принятые сокращения: АФА – активные формы азота; АФК –
активные формы кислорода; ЗМП – заземленная металличе-
ская подложка; МТТ-реагент – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолиум бромид; РМЖ – рак молочной железы;
СО-ХПС – среда, облученная ХПС; УФО – ультрафиолетовое
облучение; ХПС – холодная плазменная струя; EGFR – рецеп-
тор эпидермального фактора роста; H2DCFDA – 2',7'-дихлор-
одигидрофлуоресцеина диацетат; PMA – форбол-12-миристат
13-ацетат.
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акции в жидкости и в клетке ведут к повышению
концентраций кислород- и азотсодержащих актив-
ных радикалов и ионов, которые взаимодействуют с
клеточными структурами и молекулами, повреждая
их и вызывая клеточную гибель. Газоразрядная не-
равновесная плазма, применяемая в плазменной ме-
дицине, состоит из низкоэнергетичных ионов и вы-
сокоэнергетичных электронов, ионизующих газ и
генерирующих радикалы, вступающие в реакции со
всеми основными типами биополимеров клетки –
липидами, углеводами, белками и нуклеиновыми
кислотами (Attri et al., 2015; Klinkhammer et al., 2017).
Температура газа в плазменной струе остается близ-
кой к температуре тела человека, что делает возмож-
ным ее использование в медицинских целях. Приме-
нение именно инертных газов в плазменных струях
обусловлено низким напряжением пробоя таких га-
зов (порядка нескольких кВ). В основном, в качестве
рабочего газа используются аргон и гелий, что связа-
но с их доступностью. 

Успешное применение холодной плазмы для за-
живления поверхностных ран, атопических дерма-
титов и диабетической стопы у человека указывало
на то, что применение ХПС также будет безопасно
при облучении зоны опухоли (Domonkos et al., 2021).
В 2015 г. пациенты с немелкоклеточной карциномой
головы и шеи с изъязвлeнными опухолями были
подвергнуты облучению холодной плазмой, в ре-
зультате чего был достигнут ряд терапевтических
эффектов: уменьшение бактериальной нагрузки, ча-
стичное заживление язв и, в некоторых случаях, тор-
можение роста опухоли в зоне прямого воздействия
плазмы (Metelmann et al., 2015).

Поскольку в экспериментах in vitro показана чув-
ствительность опухолевых клеток различного гисто-
логического происхождения к действию холодной
плазмы и культуральной среды, облученной плаз-
мой (СО-ХПС), потенциал этого метода для проти-
воопухолевой терапии оценивают как многообеща-
ющий, и уже определены категории больных, для
которых облучение холодной плазмой может иметь
значительные терапевтические эффекты (Dai et al.,
2018). В то же время, число исследований биологиче-
ских и химических эффектов холодной плазмы в отно-
шении 3D-клеточных моделей опухолей, позволяю-
щих выявить параметры облучения, при которых эф-
фективно подавляется пролиферация большинства
опухолевых клеток в составе сфероида, пока невелико
(Judée et al., 2016; Wiegand et al., 2016; Xu et al., 2016;
Wanigasekara et al., 2022).

Применение 3D-клеточных моделей для докли-
нических исследований по сравнению с классиче-
скими 2D-моделями имеет ряд преимуществ: они
более точно отражают межклеточные взаимодействия,
пространственную организацию рецепторов клеточ-
ной поверхности, распределение метаболитов и кис-
лорода в межклеточном пространстве (Ferreira et al.,
2018; Colombo, Cattaneo 2021; Salinas-Vera et al., 2022).

Поэтому использование 3D-сфероидов в качестве
модели для облучения ХПС имеет существенное
значение для последующей трансляции метода в
клиническую практику.

В настоящей работе для облучения применяли га-
зоразрядное устройство, генерирующее последова-
тельность стримеров при синусоидальном рабочем
напряжении с диапазоном частоты 13–40 кГц. Стри-
меры распространялись от плазменного устройства
по струе гелия или аргона в окружающем воздухе
при атмосферном давлении и касались облучаемых
объектов (клеток или культуральной среды). Способ
воздействия плазмой, когда стримеры касались непо-
средственно клеток, называется прямым облучением,
в отличие от опосредованного воздействия, когда
плазмой облучается питательная среда (СО-ХПС), ко-
торая затем добавляется к клеткам.

Оптимизация условий облучения для преимуще-
ственной гибели опухолевых клеток входила в зада-
чи нашего исследования. Нам удалось определить
длительность облучения, обеспечивающую преиму-
щественную гибель раковых клеток человека для
условий с заземленным электродом под планшетом
с клетками и без него. Мы показали, что как прямое
облучение, так и культивирование клеток в присут-
ствии СО-ХПС, снижает жизнеспособность клеток
MCF7 в дозозависимом режиме. Далее были изуче-
ны эффекты прямого облучения плазмой и СО-ХПС
в отношении сфероидов РМЖ.

В качестве 3D-клеточной модели для исследова-
ния эффектов ХПС в работе использовали получен-
ную нами ранее линию MCF7-EGFR, растущую
преимущественно в виде сфероидов без использова-
ния гидрогелей и факторов роста (Troitskaya et al.,
2021).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Реактивы и материалы. Использовали: культу-
ральные среды IMDM, RPMI-1640, DMEМ, терми-
чески инактивированную эмбриональную сыворот-
ку телят (FBS) и раствор антибиотиков-антимико-
тиков (пенициллин, стрептомицин, амфотерицин)
(GIBCO, Life Technologies, США), GlutaMAXTM

(GIBCO, Invitrogen, Франция), раствор йодистый
пропидий (BD Pharmingen Apoptosis Detection Kit;
BD Biosciences, США), натрий-фосфатный буфер
(PBS), 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тет-
разолиум бромид (МТТ), форбол-12-миристат 13-
ацетат (PMA; Sigma-Aldrich, США), H2DCFDA и
StemPro™ Accutase (Thermo Fisher Scientific, США),
красители цитоплазмы Cell Tracker Green и Cell
Tracker Red (Life Technologies, США), ДМСО (Реа-
хим, Москва, Россия), флаконы для культивирова-
ния с площадью поверхности 25 см2 (TPP, Швейца-
рия), 96-луночные планшеты и 6-луночные планшеты
(Thermo Scientific, Япония), электронные планшеты
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E-планшеты RTCA (ASEA Biosciences, США), набор
реагентов Griess Reagent System (Promega, США).

Оборудование. Использовали: центрифугу Mini-
spin (Eppendorf, Германия), СО2-инкубатор (Herae-
us, Германия), инвертированный флуоресцентный
микроскоп Eclipse Ti2 (Nikon Corporation, Япония),
систему iCELLigence Real Time Cell Analyzer (RTCA;
ACEA Biosciences, США), проточный цитометр BD
FACSCantoII (BD Biosciences, США), многоканальный
спектрофотометр (Berthold Technologies, Германия).

Клеточные линии и их культивирование. Клеточная
линия MCF7-EGFR была получена в лаборатории
биотехнологии ИХБФМ СО РАН (Новосибирск,
Россия) методом ретровирусной трансдукции как
описано (Troitskaya et al., 2021).

Клетки аденокарциномы молочной железы чело-
века MCF7 (ACC 115, DSMZ, Германия) и эпители-
альные клетки молочной железы MCF10A (ATCC
CRL-10317; Манасас, США) выращивали в среде
IMDM, клетки острой моноцитарной лейкемии
THP-1 (из коллекции культур клеток позвоночных
ИНЦ РАН, Санкт-Петербург, Россия) культивирова-
ли в среде RPMI-1640, клетки MCF7-EGFR выращи-
вали в среде DMEM в присутствии 10% FBS, 2 мМ L-
глутамина и 1%-ного раствора антибиотиков-анти-
микотиков (100 ед./мл пенициллина, 100 мг/мл
стрептомицина сульфата, 0.25 мкг/мл амфотерици-
на) при температуре 37 ± 1°С в атмосфере CO2
(5.0 ± 0.5%).

Для пассирования сфероиды MCF7-EGFR раз-
мером более 500 мкм диссоциировали до единичных
клеток добавлением реактива StemPro™ Accutase как
рекомендовано производителем, после чего клетки
высаживали в 96-луночные или 24-луночные план-
шеты по 1 × 104 или 4 × 104 клеток на лунку соответ-
ственно и культивировали в стандартных условиях в
течение 5–7 сут до образования открепленных сфе-
роидов.

Холодная плазменная струя (ХПС). В работе для
генерации плазменной струи использовали источ-
ник синусоидального напряжения с диапазоном ча-
стоты f ≈ 13–40 кГц и напряжением U = 3.5–5 кВ. Га-
зоразрядная ячейка выполнена в виде коаксиально-
го диэлектрического канала длиной 100 мм с
внутренним диаметром 8 мм, на выходе из которого
размещен диэлектрический капилляр с диаметром
2.3 мм, формирующий сопло. Внутри канала соосно
размещен стержневой электрод длиной 50 мм и диа-
метром 2 мм. У сопла диэлектрического канала рас-
положен кольцевой заземленный электрод, который
вместе с внутренним потенциальным электродом
формирует разрядную зону. Инертный газ поступает
в диэлектрический канал плазменного источника со
скоростью 3–9 л/мин и распространяется до облуча-
емой мишени. Дополнительный заземленный ме-
таллический электрод располагался на расстоянии
2.5 см от сопла устройства перпендикулярно направ-
лению распространения струи.

При прямой обработке клеток, культивируемых в
100 мкл среды, после облучения добавляли 100 мкл
свежей среды в лунки и продолжали культивирова-
ние в стандартных условиях. В экспериментах с добав-
лением облученной культуральной среды (СО-ХПС),
ее объем составлял 1/2 финального объема среды в
лунке.

Анализ пролиферации клеток в режиме реального
времени на приборе iCELLigence. Определение жиз-
неспособности клеток в режиме реального времени
в системе iCELLigence проводили как описано ранее
(Нуштаева и др., 2022). Клеточный индекс рассчи-
тывали для каждой лунки E-планшета с помощью
программного обеспечение RTCA 1.2 (Roche Diag-
nosis, Франция), генерирующего кривые роста кле-
ток. В каждом эксперименте использовали не менее
3-х экспериментальных образцов, эксперимент по-
вторяли не менее 2-х раз.

Анализ жизнеспособности клеток сфероидов мето-
дом проточной цитометрии. Сфероиды MCF7-EGFR
культивировали в лунках 96-луночного планшета в
объеме 100 мкл культуральной среды, облучали
ХПС, после чего добавляли 100 мкл свежей среды и
продолжали культивирование. В случае обработки
СО-ХПС, к сфероидам добавляли 100 мкл облучен-
ной среды и продолжали культивирование в стан-
дартных условиях. По окончании культивирования
сфероиды разрушали добавлением раствора Stem-
Pro™ Accutase, открепленные клетки окрашивали
раствором йодидистого пропидия в соответствии с
протоколом производителя и анализировали на про-
точном цитометре не менее 1 × 105 событий в образце.

Анализ уровня внутриклеточных активных форм
азота и кислорода. Молекула АФК-зависимого флу-
оресцентного зонда H2DCFDA способна проникать
через клеточную мембрану, где в неизменном состо-
янии не флуоресцирует при облучении светом с дли-
ной волны λ = 485 нм. Под действием внутриклеточ-
ных эстераз происходит деацетилирование
H2DCFDA до H2DCF, который накапливается в
клетке, а его дальнейшее окисление под действием
внутриклеточных АФК и АФА способствует превра-
щению его в 2',7'-дихлорофлуоресцеин (DCF–), об-
ладающий флуоресценцией (λem = 530 нм) при воз-
буждении светом с характеристической длиной вол-
ны λex = 485 нм (Yazdani, 2015). Концентрация DCF–

в клетке пропорциональна концентрации АФК и
АФА, которые, таким образом, могут быть определе-
ны методами флуоресцентного анализа.

К сфероидам MCF7-EGFR, культивируемым в
стандартных условиях в лунках 96-луночного план-
шета, добавляли раствор красителя H2DCFDA
(10 мкМ), культивировали в стандартных условиях
30 мин, после чего облучали ХПС или добавляли
СО-ХПС. Через 6 ч после облучения, изменения
флуоресценции H2DCFDA визуализировали в клет-
ках сфероидов с помощью инвертированного мик-
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роскопа в канале FITC. Полуколичественную оцен-
ку изменения активных форм азота (АФА) и кисло-
рода (АФК) в клетках проводили, используя
проточный цитометр (λ = 535 нм) после разрушения
сфероидов добавлением StemPro™ Accutase.

Определение концентрации ионов нитрита в куль-
туральной среде. Для определения концентрации
ионов нитрита  в культуральной среде отбира-
ли аликвоты среды по 25 мкл и определяли концен-
трацию  методом Грисса с использованием ком-
мерчески доступного набора реагентов Griess Re-
agent System. Оптическое поглощение измеряли на
спектрофотометре при длине волны λ = 540 нм. Ис-
пользуя стандарты с известной концентрацией 
строили калибровочную кривую. По трем независи-
мым повторам рассчитывали средние значения кон-
центрации нитрит-ионов в образцах и стандартные
отклонения.

МТТ-тест. Анализ жизнеспособности клеток ме-
тодом МТТ-теста проводили, как уже описано (Bag-
amanshina et al., 2019) через 24 ч после облучения или
добавления облученной среды. Среду в лунках 96-
луночного планшета с культивируемыми клетками
заменяли на среду RPMI-1640 без сыворотки, содер-
жащую 0.25 мг/мл МТТ-реагента и выдерживали 4 ч
при 37°С. Далее среду удаляли, а образовавшиеся
кристаллы формазана растворяли добавлением
100 мкл ДМСО. Оптическую плотность раствора в
лунках измеряли на многоканальном спектрофото-
метре при λ = 570 нм.

Анализ фагоцитоза сфероидов активированными
клетками THP-1. К клеткам THP-1, растущим в среде
RPMI-1640 в 6-луночном планшете (5 × 105 кл./лунку),
добавляли 50 нМ PMA для индукции дифференци-
ровки в M1-макрофагальный фенотип и продолжа-
ли культивирование в течение 48 ч. По окончании
культивирования клетки THP-1 окрашивали добав-
лением флуоресцентного реагента Cell Tracker Green
(1 мкМ) при 37°С течение 30 мин, после чего культу-
ральную среду удаляли, клетки дважды промывали
добавлением 1 мл PBS. Аналогичным образом пред-
варительно окрашивали сфероиды MCF7-EGFR
раствором Cell Tracker Red (10 мкМ). К окрашенным
культивируемым THP-1 добавляли образцы окра-
шенных сфероидов MCF7-EGFR в примерном со-
отношении клеток и сфероидов 30 : 1 и продолжали
совместное культивирование в течение 2 ч в стан-
дартных условиях. Сфероиды и клетки в лунках ана-
лизировали с использованием инвертированного
флуоресцентного микроскопа. Для количественной
оценки активности макрофагов проводили подсчет
общего количества сфероидов размером более 40 нм
(в месте с наибольшем диаметром) в поле зрения
микроскопа площадью 0.4 мм2 и рассчитывали долю
сфероидов, атакованных макрофагами, как отноше-
ние числа сфероидов с зеленым сигналом к общему
числу сфероидов. Данные представляли, как среднее

( )−
2NO

−
2NO

−
2NO ,

значение и его стандартное отклонение для трех не-
зависимых полей зрения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Определение параметров ХПС, индуцирующих пре-

имущественную гибель опухолевых клеток. Индукция
гибели раковых клеток зависит от интенсивности
взаимодействия ХПС с биологическим объектом,
которая, в свою очередь, определяется частотой и
амплитудой приложенного напряжения, расстояни-
ем до объекта, скоростью и типом рабочего газа, а
также влажностью воздуха (Schweigert et al., 2021).
При неизменности указанных параметров интен-
сивность воздействия может изменяться в зависимо-
сти от продолжительности облучения или при введе-
нии дополнительных компонентов в систему.

Условия облучения ХПС, при котором гибели
подвергаются преимущественно опухолевые клетки,
оптимизировали по продолжительности воздей-
ствия на примере пары культур единого гистологи-
ческого происхождения: аденокарциномы молоч-
ной железы человека MCF7 и клеток нетрансформи-
рованной молочной железы MCF10A (Qu et al.,
2015). Жизнеспособность клеток анализировали в
режиме реального времени с использованием при-
бора iCelligence и методом МТТ (рис. 1). Облучение
проводили с использованием дополнительного за-
земленного электрода (так называемой заземленной
подложки, или без нее). При сравнении кривых роста
опухолевых и нормальных клеток после облучения
ХПС можно видеть, что цитотоксический эффект су-
щественно зависел от длительности облучения клеток
MCF7 (рис. 1а): облучение в течение 2 мин снижало
долю живых клеток (индекс пролиферации, см. рис. 1)
на 75% относительно необработанного контроля; в
то же время, облучение эпителиальных клеток мо-
лочной железы MCF10A в течение 1 и 2 мин приво-
дило к незначительному торможению роста клеток
относительно необлученного контроля (рис. 1б) – на
8 и 30% соответственно. Полученные результаты
позволяют считать облучение в течение 1 мин спе-
цифичным для индукции гибели опухолевых клеток
данного типа и при выбранных параметрах генера-
ции ХПС.

Ранее нами было показано, что введение в систе-
му заземленной металлической подложки (ЗМП),
помещенной под культуральным планшетом с рас-
тущими клетками, усиливало гибель облученных
опухолевых клеток (Schweigert et al., 2019). На моде-
лях MCF7 и MCF10A использование ЗМП также
усиливало цитотоксический эффект ХПС (рис. 1).
При длительности облучения 2 мин с использовани-
ем ЗМП наблюдали полное подавление жизнеспо-
собности как опухолевых, так и здоровых клеток,
поэтому для достижения относительной специфич-
ности ХПС в отношении опухолевых клеток, необ-
ходимо снижать продолжительность воздействия.
Снижение времени облучения с ЗМП до 30 с позво-
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лила добиться преимущественной гибели опухоле-
вых клеток (рис. 1в).

Таким образом, определено характерное время
преимущественного цитотоксического действия
ХПС в отношении клеток аденокарциномы молоч-
ной железы человека MCF7 с использованием ЗМП
и без нее.

Помимо прямого воздействия, когда облучению
подвергают непосредственно растущие клетки, в ря-
де работ показано цитотоксическое действие на
клетки культуральной среды, предварительно облу-
ченной ХПС, которую называют “активированной
средой”, а мы обозначаем ее СО-ХПС (Tanaka et al.,
2021). Высокоэнергетичные электроны в плазмен-
ной струе за счет неупругих столкновений с молеку-
лами кислорода, азота и воды генерируют химиче-
ски активные радикалы и включают цепочки хими-
ческих реакций в смеси гелия с воздухом в газовой
фазе и на поверхности жидкости с образованием ос-
новных молекулярных триггеров гибели клеток –
АФК и АФА, которые сохраняются при переносе та-

кой СО-ХПС к растущим клеткам (Boehm et al.,
2016).

Определение цитотоксического воздействия
СО-ХПС в отношении клеток MCF7 и MCF10A
проводили с помощью МТТ через 24 ч после добав-
ления облученной среды (ее объем составлял 1/2 фи-
нального объема среды в лунке) (рис. 2). Можно ви-
деть, что снижение жизнеспособности при культи-
вировании клеток в присутствие СО-ХПС было
сравнимо с таковым значением для клеток, подвергну-
тых прямому облучению ХПС (рис. 1). Онкотранс-
формированные клетки MCF7 также оказались бо-
лее чувствительны к цитотоксическому воздей-
ствию СО-ХПС, чем MCF10A. Таким образом, при
одинаковых условиях воздействия, опухолевые
клетки MCF7 были чувствительны не только к пря-
мому к воздействию ХПС, но и к СО-ХПС.

Анализ изменения содержания АФА в культураль-
ной среде при культивировании клеток в присутствии
СО-ХПС. Использовали реактив Гриса, позволяю-
щий оценить концентрацию ионов нитрита. Культу-

Рис. 1. Влияние продолжительности прямой обработки холодной плазменной струей (ХПС) на пролиферацию клеток MCF7
и MCF10A. а, б – Характерные кривые пролиферации клеток в режиме реального времени на приборе iCELLigence; стрелка
показывает момент обработки ХПС. в – Данные МТТ-теста о жизнеспособности клеток через 24 ч после облучения ХПС с
использованием заземленной металлической подложки (ЗМП); представлен характерный пример анализа, в котором приве-
дены средние значения и их статистические отклонения (SD) из 3-х экспериментов. Здесь и на рис. 2, 3, 4 параметры генера-
тора ХПС: амплитуда напряжения 4.9 кВ и частота 40 кГц, газ – аргон, 4 л/мин.
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ральную среду обрабатывали ХПС в течение 2 или
5 мин в лунках 96-луночного планшета и непосред-
ственно после облучения добавляли ее (СО-ХПС) к
культивируемым клеткам MCF7, после чего продол-
жали культивирование в стандартных условиях. Че-
рез 30 мин, 1 и 6 ч после добавления СО-ХПС отби-
рали аликвоты среды и определяли концентрацию

 В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали культуральную среду от клеток, культивируе-
мых в стандартных условиях. В качестве положи-
тельного контроля использовали образцы облучен-
ной среды, разбавленной аналогично добавляемой к
клеткам и инкубированной в аналогичных условиях.
Можно видеть (рис. 3), что ХПС-обработка среды
приводит к увеличению концентраций ионов нит-
рита до 10 раз при 2-минутном облучении и до 30 раз
при 5-минутном. Таким образом, наблюдаемое уве-
личение ионов нитрита в культуральной среде при
увеличении длительности облучения наиболее веро-
ятно вносит вклад в цитотоксическую активности
СО-ХПС.

Влияние температуры хранения облученной среды
(СО-ХПС) на ее цитотоксическую активность. Отме-
тим, что короткоживущие активные кислородные и
азотные радикалы распадаются, либо вступают в ре-
акцию с молекулярными мишенями в клетке и обра-
зуют вторичные долгоживущие радикалы. Такие
долгоживущие способны сохранятся в течение вре-
мени при оптимальных условиях хранения, что
должно отражаться на цитотоксической активности
СО-ХПС. Для анализа изменения свойств облучен-
ной культуральной среды при хранении, образцы
СО-ХПС разделяли на аликвоты и помещали на хра-
нение при температуре 4 и −20°С.

−
2NO .

Для анализа цитотоксических свойств СО-ХПС
культивирование клеток MCF7 проводили в присут-
ствии СО-ХПС, хранившейся при указанных темпе-
ратурах от 1 до 168 ч. В образцах “контроль” исполь-
зовали необлученную среду после хранения при тех
же температурах в течение 48 ч. Точка 0 ч на рис. 4
отражает образец среды, добавленный к клеткам по-
сле облучения без хранения. Жизнеспособность кле-
ток оценивали MTT-тестом через 24 ч после замены
обычной культуральной среды на облученную.
Можно видеть (рис. 4), что СО-ХПС, хранившаяся
при 4°С сохраняет свою цитотоксическую актив-
ность в течение 48 ч, а хранившаяся при −20°С –
только 24 ч. Таким образом, для среды, обработан-
ной ХПС, предпочтительно хранение при 4°С.

Изменение морфологии сфероидов и жизнеспособ-
ности клеток в составе сфероидов при прямом облуче-
нии ХПС и в присутствии СО-ХПС. Полученные дан-
ные о чувствительности клеток MCF7 к прямому и
опосредованному воздействию ХПС были важны
для перехода исследования к модели многоклеточ-
ных сфероидов MCF7-EGFR, в которой также оце-
нивали воздействие прямого и опосредованного
влияния ХПС. В отличие от клеток, культивируемых
в монослое, сфероиды приближены к многоклеточ-
ной структуре организма. В экспериментах с мо-
дельными сфероидами использовали плазменную
струю в гелии, как более применимую для экспери-
ментов на животных. Аргон и гелий имеют разные
физические свойства, что сказывается на свойствах

Рис. 2. Влияние опосредованной обработки ХПС на жиз-
неспособность клеток MCF7 и MCF10A. Данные МТТ-
теста, проведенного через 24 ч после добавления к клет-
кам облученной культуральной среды (СО-ХПС). Ко-
нечный объем облученной среды составлял 1/2 объема
среды в лунке Результаты представлены как средние зна-
чения (±SD) из 3-х экспериментов.
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Рис. 3. Концентрация ионов нитрита NO2
− в культураль-

ной среде. Культуральную среду без клеток облучали 2
или 5 мин (среда), после чего добавляли к культивируе-
мым клеткам А549 (среда с клетками) и продолжали
культивирование в стандартных условиях, отбирая
аликвоты сред для анализа. Контроль (К): к клеткам до-
бавляли необлученную среду. Концентрацию  в сре-
де определяли методом Грисса, представлены средние
значения (± SD) из 3-х независимых экспериментов
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самой плазменной струи и на плазмохимии у по-
верхности биомишени. При сопоставимых напря-
жениях струи (4–5 кВ), токи ХПС в аргоне, в отли-
чие от токов в гелии, достигают десятков мА, что не-

комфортно и опасно для живых организмов с точки
зрения электробезопасности. Ранее мы определили,
что увеличение напряжения струи в гелии с 4.5 до
4.9 кВ ведет к увеличению температуры струи с 35 до
40°С при частоте 13 кГц, а при частоте 22 кГц темпе-
ратура струи становится горячей (65°С) уже при
4.5 кВ (данные готовятся к публикации). Поскольку
разрабатываемый подход имеет целью исследование
метода для внедрения его в клиническую практику,
температура струи является критическим парамет-
ром. Поэтому, в экспериментах со струей в гелии ис-
пользовали напряжение 4.5 кВ и частоту 13 кГц.

На рис. 5 представлен характерный вид сферои-
дов до облучения и через 6 и 24 ч после облучения.
Можно видеть, что через 24 ч после облучения про-
исходит разрушение крупных сфероидов до сферои-
дов более мелких и до отдельных клеток, как при
прямом облучении, так и при культивировании с
СО-ХПС.

Изменение жизнеспособности клеток сфероидов
в ответ на облучение ХПС оценивали по изменению
доли клеток в состоянии позднего апоптоза (некро-
за). Для этого применяли метод проточной цитомет-
рии с окрашиванием йодистым пропидием (PI). PI
проникает в ядра гибнущих клеток с поврежденной
плазматической мембраной, и такие клетки можно
визуализировать флуоресцентными методами ана-
лиза. Сравнение доли PI-положительных клеток
(%), подвергнутых прямому облучению и СО-ХПС

Рис. 4. Влияние температуры хранения облученной куль-
туральной среды (СО-ХПС) и длительности хранения на
ее цитотоксическую активность. Время облучения 8 мин.
Аликвоты облученной среды помещали для хранения
при 4 и −20°С на 0–168 ч, культивировали в ней клетки
MCF7 в стандартных условиях и через 24 ч анализирова-
ли их жизнеспособность с помощью МТТ-теста. Резуль-
таты представлены средними значениями (± SD) из 3-х
независимых экспериментов.
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при выбранных условиях показало, что культивиро-
вание сфероидов с СО-ХПС вызывало несколько
больший цитотоксический эффект: 78% клеток бы-
ли PI-положительными против 70% при прямой об-
работке ХПС (рис. 6). В контрольных необлученных
образцах доля PI-положительных клеток была высо-
кой и составляла до 50%. Такую высокую гибель кле-
ток можно объяснить как особенностями подготов-
ки образцов из сфероидов, так и особенностями ро-
ста самих сфероидов.

Известно, что для крупных сфероидов характерно
наличие некротического “ядра”, обусловленного
сниженной доступностью кислорода и питательных
веществ для центральных клеток сфероида (Laschke,
Menger, 2017; Verjans et al., 2018). Такая особенность
сфероидов подчеркивает их сходство с природными
солидными опухолями, в которых даже без воздей-
ствия химио- или лучевой терапии часто наблюдает-
ся некроз внутренней области опухоли. Во-вторых,
обработка сфероидов раствором Accutase для диссо-
циации на отдельные клетки с последующим мяг-
ким пипетированием является достаточно травми-
рующей обработкой для клеток сфероидов. Тем не
менее, поскольку подготовку проб для анализа про-
водили для контрольных и облученных клеток еди-
нообразно, разница в доле PI-положительных кле-
ток в контрольных и облученных образцах может
рассматриваться как появление клеток, погибаю-
щих от воздействия ХПС.

Содержание АФК в клетках сфероидов, подвергну-
тых прямому или опосредованному воздействию ХПС.
Поскольку основными индукторами гибели клеток
при воздействии холодной плазмы являются АФК и
АФА (Vandamme et al., 2012), было важно оценить
изменение содержания АФК в клетках сфероидов
MCF7-EGFR, подвергнутых прямому или опосре-
дованному воздействию ХПС. Для этого к облучен-
ным сфероидам или сфероидам, культивируемым с
облученной средой, добавляли реагент H2DCFDA и
анализировали сфероиды методом флуоресцентной
микроскопии.

Мы обнаружили, что как при прямом облучении
ХПС, так и при воздействии СО-ХПС, в образцах
сфероидов значительно усиливался зеленый сигнал,
указывающий на присутствие АФК в клетках. В ка-
честве положительного контроля использовали сфе-
роиды, к которым добавляли 5%-ный раствор H2O2,
который стимулирует конвертацию H2DCFDA в
DCF–. Анализ показал, что при опосредованном
способе воздействия ХПС доля клеток сфероидов с
увеличенным содержанием АФК была незначительно
больше, чем при прямом воздействии (рис. 7) при ис-
пользуемых условиях облучения.

Таким образом, сфероиды MCF7-EGFR чувстви-
тельны как к прямому облучению ХПС, так и к воз-
действию СО-ХПС, и эти воздействия сопровожда-

ются увеличением уровня активных форм кислорода
внутри клеток.

Захват фагоцитирующими клетками сфероидов, об-
лученных ХПС. Для того, чтобы оценить возмож-
ность захвата облученных сфероидов клетками с фаго-
цитарной активностью, сфероиды предварительно
окрашивали флуоресцентным красителем цитоплаз-
мы, подвергали прямому облучению ХПС, после чего
через 24 ч добавляли к культивируемым активирован-
ным моноцитам ТНР-1. Активированные моноциты
характеризуются фагоцитарной активностью, а их
окрашивание флуоресцентным красителем позволяет
визуализировать захват флуоресцентного субстрата
методом флуоресцентной микроскопии (рис. 8а). В
контрольных образцах заметны крупные сфероиды без
атаки фагоцитами (рис. 8б). Сопоставление наложе-
ния изображений в флуоресцентных каналах и в
проходящем свете показало, что в стадии активного
фагоцитоза происходит потеря красного сигнала от
сфероидов в результате полного экранирования зе-
леными макрофагами, покрывающими сфероиды
(рис. 8в, г). Подсчет на основании данных рис. 8 по-
казывает, что облучение ХПС увеличивает долю
сфероидов, которые активно захватываются макро-
фагами, с 59. 6 ± 12.0 до 86.2 ± 4.9% (рис. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время исследование применения
ХПС в отношении солидных опухолей человека про-
водят не только in vitro и на животных, но и в рамках
ранних стадий клинических испытаний на пациен-
тах. В базе данных клинических исследований
(www.clinicaltrials.gov) официально зарегистрирова-
ны два исследования, в которых тестируют противо-
опухолевое действие ХПС в отношении солидных
опухолей.

Первое из них (NCT04267575) было начато в 2019 г.
и предполагает исследование безопасности приме-
нения ХПС для облучения операционного поля по-
сле удаления крупных солидных новообразований
при IV-ой стадии рака молочной железы, предста-
тельной железы, поджелудочной железы, немелко-
клеточного рака легкого, рака яичников и других с
окончанием исследований в 2023 г. Во втором иссле-
довании (NCT03218436) холодная аргоновая плазма
была использована для облучения цервикальной ин-
траэпителиальной неоплазии, которая классифици-
руется как предраковое состояние (Basu et al., 2018).
Облучение проводили в процессе кольпоскопиче-
ского исследования без анестезии и оценивали ре-
миссию через 3 и 6 мес после облучения, но итого-
вые результаты исследования пока не представлены.
Таким образом, в настоящее время нет доступных
данных клинических исследований о противоопухо-
левой активности ХПС на людях. Поэтому исследо-
вание эффективных режимов облучения, механиз-
мов действия, селективности облучения на клеточ-
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Рис. 6. Изменение жизнеспособности клеток сфероидов MCF7-EGFR в контроле и после прямой обработки их с помощью
ХПС и СО-ХПС. Через 24 ч после воздействия сфероиды диссоциировали на отдельные клетки, образцы клеток инкубиро-
вали с йодидистым пропидием (PI) и анализировали методом проточной цитометрии. а – Распределения клеток по парамет-
рам прямого и бокового светорассеяния; P1 – популяция, анализируемая по интенсивности сигнала PI. б – гистограммы рас-
пределения клеток по интенсивности флуоресценции PI в канале PE-A (Р2 – диапазон позитивности по PI); в правом верх-
нем углу гистограмм указаны доли погибших клеток.
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ных моделях, приближенных к опухолям, не теряет

своей актуальности.

Тем не менее, доклинические исследования ХПС

позволили сформировать представления о том, ка-

кие опухоли могут быть чувствительны к облучению.

Основными потенциальными мишенями струи хо-

лодной плазмы будут опухоли, для которых не пред-

ложено эффективной таргетной терапии, опухоли,

залегающие неглубоко в тканях, изолированные,

устойчивые к радиотерапии, рецидивирующие и ме-

тастазирующие. Эти опухоли должны быть удалены

хирургически, а обработке ХПС должно подвергаться

операционное поле, что позволяет преодолеть лимит

распространения генерируемых активных частиц

вглубь тканей (Dai et al., 2018). Позитивный ответ реа-

лизуется за счет селективности по отношению к опухо-

левым клеткам, стимулированию иммунной систе-

мы, элиминации стволовых опухолевых клеток. Се-

лективное воздействие достижимо как при

применении таргетных препаратов, так и при опти-

мизации условий воздействия – концентрации препа-

рата, времени воздействия и т.д. Поэтому оптимиза-

ция условий формирования ХПС и условия облучения

ею клеток-мишеней направлены на определение диа-

пазона цитотоксического воздействия на опухоле-

вые клетки без повреждения клеток здоровых. Для

этого мы использовали пару клеточных культур –

здоровых и опухолевых – одного гистологического

происхождения: клетки аденокарциномы молочной

железы MCF7 и MCF10A.

В качестве 3D-клеточной модели в работе ис-

пользовали линию MCF7-EGFR, растущую преиму-

щественно в виде сфероидов без использования мат-

риксов и ростовых факторов. Культура клеток

MCF7-EGFR была получена на основе клеток

MCF7, в геном которых методом ретровирусной тран-

Рис. 7. Изменение АФК и АФА в клетках 3D сфероидов MCF7-EGFR после воздействия ХПС. а – Интенсивность флуорес-
ценции АФК-зависимого зонда H2DCF в клетках сфероидов, окрашенных H2DCFDA. б – Данные проточной цитометрии
для клеток сфероидов через 6 ч после облучения; представлены характерные образцы анализа; в правом верхнем углу гисто-
грамм указаны доли (%) H2DCF-позитивных клеток.
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сдукции была встроена последовательность, кодирую-

щая полноразмерный белок EGFR (Troitskaya et al.,

2021). Использование сфероидов MCF7-EGFR, рас-

тущих без гидрогелей и ростовых факторов позволи-

ло упростить систему оценки реакции клеток сферо-

идов на стимулы и не учитывать дополнительно эф-

фекты от воздействия ХПС на гидрогели и факторы

роста.

Обработку 2D- и 3D-клеточных моделей осу-

ществляли двумя способами: прямым облучением,

когда поток плазмы взаимодействовал со средой и

растущими клетками, и непрямым, при котором к

клеткам добавляли предварительно облученную сре-

ду (СО-ХПС). Следует отметить, что при воздей-

ствии на клетки и сфероиды СО-ХПС исключаются

физические эффекты воздействия ХПС, такие как

электрическое поле и УФО.

В настоящее время описано сравнительно немно-

го исследований по воздействию холодной плазмой

на 3D-клеточные модели (Wiegand et al., 2016; Wani-

gasekara et al., 2022). Поскольку 3D-модели более

полно имитируют рост опухоли и ее архитектуру по

Рис. 8. Фагоцитарная активность макрофагов в отношении сфероидов MCF7-EGFR, облученных ХПС. а – Схема экспери-
мента; РМА – форбол-12-миристат 13-ацетат. б, в – Фагоцитоз через 2 ч после добавления сфероидов к макрофагам; красным
флуоресцентным красителем окрашены сфероиды, зеленым – макрофаги; флуоресцентная микроскопия (в левом верхнем
углу указана доля (%) сфероидов, атакованных макрофагами), г – сфероиды в проходящем свете после облучения ХПС, ата-
кованные макрофагами. б–г – Характерные примеры анализа; красным флуоресцентным красителем окрашены сфероиды,
зеленым флуоресцентным красителем – макрофаги.
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сравнению с клеточными моделями 2D, не вызывает
сомнения важность исследования эффектов ХПС в
клеточных 3D-моделях. Мы наблюдали, что как при
прямом облучении, так и при воздействии СО-ХПС
на сфероиды происходит деструкция сфер до еди-
ничных клеток. Такое наше наблюдение хорошо со-
гласуется с результатами других авторов о том, что
одним из эффектов обработки клеток холодной
плазмой является снижение их адгезионной, мигра-
ционной и инвазивной способностей (Semmler et al.,
2020). Предполагают, что ХПС стимулирует нега-
тивную регуляцию интегринов – белков, располага-
ющихся на поверхности клеток и формирующих
межклеточные контакты (Shashurin et al., 2010). Наи-
более вероятно, что наблюдаемая нами деструкция
сфероидов также обусловлена уменьшением инте-
гринов на поверхности облученных клеток и ослаб-
лением межклеточных контактов в сфероиде.

АФК и АФА являются продуктами жизнедеятель-
ности клетки, которые постоянно образуются в ходе
метаболизма и участвуют в регуляции сигнальных
каскадов. При этом известно, что в опухолевых клет-
ках концентрации АФК и АФА повышены в резуль-
тате более интенсивного метаболизма (Arfin et al.,
2021). Как уже отмечалось ранее, основной вклад в
цитотоксическое действие ХПС вносят АФК и АФА
(Graves, 2012; Yousfi et al., 2014). Идентификация и
количественное определение конкретных активных
частиц в биологических образцах затруднительно
из-за большого их разнообразия и локализации. По-
этому применяют косвенные методы, основанные
на окислительно-восстановительных превращениях
молекул-индикаторов окислительного стресса, та-
ких как H2DCFDA.

Используя H2DCFDA, мы показали, что воздей-

ствие СО-ХПС на сфероиды MCF7-EGFR вело к
большему накоплению АФК в обработанных клетках,
чем при прямом воздействии. Показано (Yousfi et al.,
2014), что однократное добавление среды, облучен-
ной ХПС к сфероидам, образованным клетками кар-
циномы головы и шеи FaDu, не вело к торможению
роста сфероидов, но стимулировало открепление от-
дельных клеток от многоклеточной 3D-структуры,
что хорошо согласуется с полученными нами данны-
ми. Цитотоксического воздействия в отношении сфе-
роидов FaDu удалось добиться при многократном до-
бавлении среды, облученной ХПС (Yousfi et al., 2014).
Авторы предполагают, что низкая чувствительность
к активированной среде при однократном добавле-
нии объясняется резистентностью клеток FaDu к
H2O2. Поскольку мы показали изменение относи-

тельного количества АФК после воздействия ХПС
на сфероиды MCF7-EGFR, можно говорить о том,
что это изменение опосредует цитотоксический от-
вет сфероидов MCF7-EGFR на ХПС-активирован-
ную среду и прямое облучение.

Для продвижения применения среды или биосов-
местимых жидкостей, облученных ХПС, в клиниче-

ской практике, необходимо иметь представление об
оптимальных условия хранения ХПС-обработанных
жидкостей, при которых сохраняется их цитотокси-
ческая активность. Было показано, что ХПС-обра-
ботанная среда сохраняла цитотоксическую и гено-
токсическую активность в течение 7 сут при хране-
нии при 4 или −80°C (Chauvin et al., 2018). В качестве
клеточной модели авторы использовали сфероиды
HCT116 карциномы кишечника и диэлектрический
барьерный разряд для генерации плазмы. Наиболее
интересно, что хранение облученной среды при
−20°С снижало ее цитотоксическую и генотоксиче-
скую активность, что хорошо согласуется с данны-
ми, полученными в нашей работе. Авторы показали,
что при хранении облученной среды при 37 и при
‒20°C происходит разложение H2O2 (Chauvin et al.,

2018). Тем не менее авторы не дают ответа, почему
при промежуточной температуре 4°C такого разло-
жения не происходит.

В качестве нашего собственного предположения,
мы можем выдвинуть гипотезу о том, что при хране-
нии в жидкости наиболее вероятно протекают не-
сколько параллельных процессов. Можно предпо-
ложить, что и при 4, и при –20°C происходит разло-
жение как H2O2, так и других активных частиц,

образуемых при воздействии ХПС на культуральную
среду. В то же время, параллельно этому, при 4°C про-
исходят реакции взаимодействия первичных активных
частиц с компонентами среды с накоплением вторич-
ных перекисных соединений, чего не происходит при
–20°C. Накопление вторичных активных частиц обес-
печивает цитотоксическое воздействие на клетки при
добавлении такой среды. В свою очередь, можно
предположить, что при −80°C замедляются химиче-
ские реакции и лучше сохраняются первичные ак-
тивные частицы. Точное выявление определенных
АФК и АФА в облученной культуральной среде при
хранении при разных температурах является отдель-
ной научной задачей. Тем не менее, наши результа-
ты и результаты других исследователей (Judée et al.,
2016) показывают низкую эффективность хранения
облученной среды при –20°C. Суммируя, можно
сказать, что СО-ХПС может применяться как эф-
фективный индуктор гибели опухолевых клеток, ес-
ли ее хранить при 4 или −80°C.

Неэффективное удаление гибнущих опухолевых
клеток фагоцитирующими клетками ведет к разви-
тию воспалительных реакций. Мы показали, что при
облучении сфероидов происходит активное погло-
щение облученных клеток макрофагами. Макрофа-
ги реагируют на комбинацию молекулярных сигна-
лов, испускаемых погибающими клетками, после
чего происходит фагоцитоз. Ранее мы уже показали,
что облучение опухолевых клеток ведет к активации
в них сигналов, распознавемых фагоцитирующими
клетками как сигналы “найди меня” и “съешь меня”
(Troitskaya et al., 2020). Можно предположить, что в
случае облучения ХПС солидных опухолей in vivo,
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также возможна деструкция опухоли на отдельные
опухолевые клетки, в которых активируются про-
цессы гибели, и они будут эффективно удаляться
клетками иммунной системы с фагоцитарной актив-
ностью. Такое развитие событий на клеточном уров-
не препятствует процессам воспаления, что улушает
ответ на терапию.

Таким образом, возможно достижение относи-
тельной селективной цитотоксической активности
ХПС в отношении опухолевых клеток, в том числе в
составе сфероидов.
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The treatment of solid tumors with a cold atmospheric plasma jet (CAP) is an innovative approach, which began to
be actively developed only in the last decade. As a consequence, the studies aimed at revealing the conditions of se-
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lectivity of such effects on tumor cells, including in 3D tumor models, are important. It is known that the main cy-
totoxic effects of CAP are caused by reactive oxygen and nitrogen species, which are formed in the plasma flow and
the availability of which for the cells in the classical 2D and 3D cultivation models may be different. We used multi-
cellular spheroids of MCF7-EGFR cells with hyperexpression of epidermal growth factor receptor (EGFR), the pa-
rental MCF7 breast adenocarcinoma cell line, and MCF10A non-transformed human breast cells. Irradiation of
MCF7-EGFR spheroids led to destruction of multicellular 3D structures into individual cells with activation of
death processes. It was shown that cells of CAP-irradiated spheroids underwent phagocytosis by activated macro-
phages. When comparing direct exposure to CAP and cultivation of MCF7-EGFR spheroids in CAP-irradiated me-
dium (CAP-IM), a higher content of reactive oxygen and nitrogen species in spheroid cells was found when cultured
in CAP-IM, which further leads to a greater cytotoxic effect than in direct irradiation. The cytotoxicity of CAP-IM
has been shown to be valid longer when such medium is stored at 4 than at −20°С. Thus, it was shown that the treat-
ment of spheroids with CAP-IM was more effective in death induction than direct CAP irradiation.

Keywords: 3D spheroids, cold plasma jet, antitumor therapy, reactive oxygen species, EGFR, breast adenocarcinoma
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