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ВЛИЯНИЕ рН СРЕДЫ НА КЛЕТКИ Paramecium caudatum
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Показано, что при воздействии низкотемпературной плазмы атмосферного давления на однокле-
точную культуру Paramecium caudatum в результате изменения внешних условий (ионного состава
раствора) меняется характер движения и уменьшается количество жизнеспособных клеток. Жизне-
способность клеток Paramecium caudatum зависит от времени воздействия плазмы и коррелирует с
изменением рН среды. Проанализированы обнаруженные в работе кинетические особенности про-
цессов: пост-эффект воздействия плазмы, ступенчатый характер гибели клеток.
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ВВЕДЕНИЕ
Задача защиты материалов от биоповреждений,

включая повреждения микроскопическими гриба-
ми, бактериями и другими микроорганизмами,
продолжает оставаться актуальной. Будучи состав-
ной частью окружающей среды, биодеструкторы в
силу специфики своей жизнедеятельности способ-
ны быстро адаптироваться к самым различным ма-
териалам и постоянно изменяющимся условиям,
а также к средствам защиты. Воздействуя на мате-
риалы, они вызывают изменение структурных и
функциональных характеристик изделий вплоть
до их разрушения [1]. Анализ кинетики микро-
биологического повреждения материалов вклю-
чает последовательное рассмотрение отдельных
этапов, каждый из которых протекает по опреде-
ленному кинетическому закону [2–4].

Известен ряд способов защиты материалов от
воздействия микроорганизмов: применение фун-
гицидов, биоцидов, синтез биостойких полимеров,
модификация состава и структуры материалов [5].
В настоящее время основное внимание исследо-
вателей сосредоточено на разработке экологиче-
ски безопасных методов решения этой проблемы.
Поэтому, в частности, все более актуальным ста-

новится изучение влияния низкотемпературной
плазмы атмосферного давления (НТПАД) на жи-
вые организмы. Воздействие НТПАД является
одним из эффективных, но одновременно и эко-
логически безвредных способов борьбы с микро-
организмами. Перспективность этого направле-
ния, включая и возможность полного подавления
жизнедеятельности многих патогенных организ-
мов [6] продемонстрирована в ряде работ [7, 8].
Однако механизмы действия плазмы остаются
дискуссионными.

Кроме воздействия на микрофлору, находя-
щуюся на поверхности изделий, НТПАД в опре-
деленных условиях способна модифицировать
поверхность полимерных материалов и изделий.
Положительным результатом в этом случае может
стать получение новых биосовместимых материа-
лов, обладающих уникальными свойствами [9].

Основные цели данной работы – кинетиче-
ский анализ воздействия НТПАД на клетки Para-
mecium caudatum и оценка влияния изменения под
действием плазмы окружающей среды на жизне-
способность микроорганизмов. В качестве тест-
объекта использовали непатогенный однокле-
точный организм Раramecium caudatum, универ-
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сальный характер реакций которого на внешние
воздействия делает возможным его применение
для стандартных биохимических исследований
жизнеспособности и метаболических изменений
клеток не только при действии химических ве-
ществ, но и физических факторов (электромаг-
нитных полей различной частоты и интенсивно-
сти, а также разных типов излучений).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культуру клеток Раramecium caudatum инкуби-
ровали в стандартных условиях на среде Лозина–
Лозинского при температуре (23 ± 2)°С и рН вод-
ной среды (6.5–7.0). При проведении исследований
Раramecium caudatum отбирались в логарифмиче-
ской фазе роста, так как именно в этот период
клетки обладают наибольшей чувствительностью
к внешним воздействиям.

Источником плазмы был электродуговой плаз-
матрон постоянного тока нового типа с высоким
ресурсом работы и сверхчистой плазменной струей,
практически свободной от частиц металла элек-
тродов [10]. Основными конструктивными узла-
ми плазматрона являются стержневой катод и
сопловой анод. Для защиты катода от окисления
в зазор между катодом и анодом подается инерт-
ный газ (аргон), в атмосфере которого возбужда-
ется дуговой разряд. Конструкция медного анода
обеспечивает распределенный характер анодной
привязки дуги за счет подачи в газовый канал
анода технологического газа, в качестве которого
использовали воздух. Воздух поступает в круго-
вую щель, двигаясь к оси плазматрона в радиаль-
ном направлении. В зоне его смешения с аргоном
возникает вихревая зона, в которой и образуется
фиксирующая длину дуги распределенная анод-
ная привязка, окружающая с внешней стороны
сопловой канал анода. Данная особенность при-
водит к резкому уменьшению плотности тока на
аноде и снижению скорости его эрозии, а следо-
вательно, и к практически полному исключению
переноса частиц металла в изучаемые системы.

Пробирки с клетками помещали под плазмен-
ную струю. Расстояние от точки выхода струи
плазмы до поверхности среды с клетками состави-
ло 15 см. Время воздействия плазмы варьировали
от 0.5 до 5 мин. Контролем служили необлученные
(т.е. интактные) клетки из флакона с маточной
культурой.

Подсчет общего количества клеток в 1 мл сре-
ды до и после воздействия плазмы осуществляли
через 1 мин, 2, 4 и 24 ч под микроскопом МБС-10
(увеличение 7 × 10) с видеорегистрацией при по-
мощи камеры Levenhuk C 130 NG. На всех этапах
эксперимента проводили контроль температуры
и рН среды (pH-метр Kelilong PH-221). Кроме то-

го, рН среды измеряли в каждой пробе через 1, 3,
и 5 мин; 0.5, 1, 2 и 4 ч.

Измерения проводились в трех повторах.
Среднее значение и стандартную ошибку опреде-
ляли с использованием функций, включенных в
программный пакет Еxcel 2010. Сравнение количе-
ственных данных проводили с помощью критерия
Стьюдента. При распределении признака, отли-
чающегося от нормального, применяли непара-
метрические методы (критерии Вилкоксона и
Манна–Уитни). Уровень значимости был принят
равным 0.05. Статистический анализ проводили с
использованием пакета программ Statistica 6.0

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При резкой смене условий: перепадах темпе-

ратуры и ионного состава раствора, характер дви-
жения клеткок Paramecium caudatum (в нормаль-
ном состоянии постоянно активно плавающие во
всем объеме среды) начинает меняться. В наших
опытах во всех пробах температура среды вне за-
висимости от времени воздействия низкотемпе-
ратурной плазмы фиксировалась на уровне, бла-
гоприятном для нормальной жизнедеятельности
клеток Paramecium caudatum (24–28°С). Однако в
пробах, находившихся под струей плазмы в течение
3 или 5 мин, с первых секунд последующего на-
блюдения большинство особей отличались рез-
кими, крутящимися, беспорядочными движени-
ями и со временем (в течение 30 мин) замедляли
их до полной остановки.

Двигательная активность Paramecium cauda-
tum во многом формируется на основе работы
ионных каналов: встроенных в мембрану орга-
нов движения – ресничек, и является характери-
стикой, отражающей функциональное состояние
клетки. В результате снижения мембранного по-
тенциала клетки двигаются медленнее или вра-
щаются на месте вокруг одного конца. В ходе
опытов было установлено, что действие плазмен-
ной струи приводит к уменьшению количества
жизнеспособных клеток, при этом выраженность
негативного влияния плазмы зависит от времени
ее воздействия. Количество жизнеспособных кле-
ток, определяемое сразу после прекращения дей-
ствия плазмы, относительно слабо зависит от
времени воздействия, но при дальнейшем наблю-
дении скорость гибели клеток возрастает при уве-
личении дозы облучения. Таким образом, наблю-
дается ярко выраженный эффект последействия:
клетки продолжают погибать после прекращения
воздействия даже при небольших временах обработ-
ки плазмой (рис. 1). Отметим также, что кинетиче-
ские кривые имеют выраженный “ступенчатый” ха-
рактер: на начальных стадиях после прекращения
воздействия плазмы гибель происходит суще-
ственно быстрее, чем на более поздних стадиях (так
называемая кинетическая остановка процесса).
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Наиболее наглядной формой количественного
анализа результатов экспериментов является за-
висимость выживаемости от дозы воздействия.
Как показано на рис. 2 на примере зависимости до-
ли выживших клеток n/n0 через 4 (прямая 1) или 24 ч
(прямая 2) от времени t воздействия плазмы, в по-
лулогарифмических координатах ln(n/n0) – t, где
n – число выживших, а n0 – первоначальное чис-
ло клеток, наблюдаются удовлетворительные ли-
нейные зависимости (коэффициент корреляции
R2 ~ 0.978). Следовательно, процесс описывается
кинетическим уравнением реакции первого поряд-
ка. Наклоны кривых, соответствующие константам
скорости процессов, составляют 6.6 ⋅ 10–3 (1) и 20.5 ⋅
⋅ 10–3 с–1 (2). Через 24 ч в пробирках, находившихся
под потоком частиц плазмы в течение 3 и 5 мин, вы-
живаемость клеток оказалась <3% и 0% соответ-
ственно (рис. 1, кривые 4 и 5). Более точный физи-
ческий смысл имеет только константа скорости,
определяемая по выживаемости клеток через 24 ч,
так как только к этому времени количество жиз-
неспособных клеток достигает близкого к стаци-
онарному значения (рис. 1), и именно количество
погибших через 24 ч клеток лучше характеризует
те физико-химические изменения, которые вы-
звало воздействие плазмы.

Отметим, что плазма в данных условиях непо-
средственно на клетки влияет мало, так как по-
давляющее большинство их находится далеко от
поверхности питательной среды. Однако дей-
ствие плазмы, по-видимому, вызывает измене-
ния среды, которые приводят к существенному
снижению жизнеспособности клеток, и эти изме-
нения тем более значимы, чем больше время,
прошедшее после воздействия плазмы.

Одним из таких потенциально значимых фак-
торов может быть изменение ионного состава рас-
твора. В соответствии с этой гипотезой обнаружено,
что после воздействия НТПАД, генерируемой плаз-
матроном, во всех пробах наблюдалось снижение
уровня рН (рис. 3), что согласуется с результатами
других исследователей [11]. Наиболее значимое
уменьшение рН (на 2–3.5 значения от исходного
уровня ~6.5) отмечено в пробах после облучения в
течение 3 и 5 мин. Ранее было установлено, что
при уменьшении рН при добавлении кислот до
значений <4.5 наблюдаются существенные нару-
шения двигательной активности клеток и появля-
ются атипичные клетки [12]. Как следует из полу-
ченных результатов (рис. 3), в пробах, находившихся
под воздействием плазмы в течение 3 и 5 мин, через
два часа значения рН становятся критически низ-
кими, что приводит к резкому снижению жизне-
способных особей Paramecium caudatum (рис. 1).

Значения рН < 4, фиксируемые при длитель-
ном воздействии плазмы, свидетельствуют об об-
разовании значительных количеств сильных кис-
лот. Эти кислоты возникают при взаимодействии

Рис. 1. Кинетические кривые изменения числа кле-
ток Paramecium caudatum в 1 мл раствора при разных
временах плазменной обработки: 1 – интактные клетки
(без обработки), 2 – 0.5 мин, 3 – 1 мин, 4 – 3 мин, 5 –
5 мин.
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Рис. 2. Полулогарифмическая анаморфоза зависимо-
сти доли выживших клеток Paramecium caudatum от
времени воздействия НТПАД через 4 ч (1) и через сут-
ки (2) после прекращения воздействия.
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с водой ионов и радикалов  и , регистриру-
емых в плазме методом эмиссионной спектро-
скопии, а также окислов азота, образующихся в
струе плазмы. Этим, по-видимому, и обусловлено
влияние плазменного воздействия на жизнедея-
тельность клеток Paramecium caudatum.

Об определяющем влиянии рН среды свиде-
тельствует показанный на рис. 4 симбатный харак-
тер зависимостей констант скоростей изменения
числа выживших клеток Paramecium caudatum в 1 мл
раствора (кривая 1) и рН раствора (кривая 2) от вре-
мени воздействия плазмы. Дополнительный вклад
может вносить пероксид водорода, образующийся
при воздействии радикалов , также регистриру-
емых в струе плазмы, и другие окислители, возника-
ющие в результате окислительно-восстановитель-
ных процессов, индуцированных ионами плазмы.

NOi

2Ni

OHi

ВЫВОДЫ
1. Обнаружено, что обработка низкотемпера-

турной плазмой атмосферного давления клеток
Paramecium caudatum приводит к существенному
снижению их жизнеспособности даже при отно-
сительно небольших временах воздействия и в от-
сутствие непосредственного контакта плазмы с
микроорганизмами.

2. Симбатный характер изменения рН среды и
снижения жизнеспособности клеток свидетель-
ствует о том, что именно образование под дей-
ствием плазмы сильных кислот есть основной
фактор, определяющий снижение жизнеспособ-
ности микроорганизмов.

3. Выраженные эффекты последействия, когда
и уменьшение числа жизнеспособных клеток, и
изменение рН продолжаются в течение значи-
тельного времени после завершения воздействия
плазмы, являются дополнительными аргумента-
ми в пользу вывода об определяющем влиянии
кислотности на жизнеспособность микроорга-
низмов при плазменной обработке.

4. Это позволяет использовать измерение рН
среды в качестве дополнительного экспресс-ме-
тода для оценки потенциальной эффективности
воздействия плазмы на микроорганизмы.

Работа выполнена в рамках финансирования
госзадания ФИЦ ХФ им. Н.Н. Семёнова РАН
№ ГЗ-0082-2019-0008 (АААА-А20-120030590042-8) и
ГЗ МГУ им. Ломоносова (АААА-А16-116021660055-1).
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Рис. 3. Изменения pH среды с клетками Paramecium
caudatum после воздействия НТПАД: 1 – интактные
клетки (без воздействия), 2 – 0.5 мин, 3 – 1 мин, 4 – 3 мин,
5 – 5 мин.
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Рис. 4. Зависимости констант скорости изменения
числа выживших клеток Paramecium caudatum в 1 мл
раствора (1) и рН раствора (2) от времени плазменно-
го облучения.
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