
УДК 621.385.64; 612.014.464; 621.317.361.029.6 
 

Градов О.В.1, Градова М.А.2 
1Институт энергетических проблем химической физики РАН 

2Институт химической физики имени Н.Н. Семенова РАН 

 
Система для микроскопической диагностики и картирования 
цитофизиологического воздействия синглетного кислорода и 
других активных форм кислорода (АФК), вырабатываемых 

при сверхвысокочастотном воздействии на живые ткани 
 

Разработана специализированная установка для микроскопического исследования 
процессов образования активных форм кислорода (АФК) при микроволновом облучении 
препаратов с автоматизированным управлением / механизированным тубусом и сбором 
данных в реальном времени. Для биомедицинской практики созданная установка может 
быть полезна при: стандартизации или сертификации СВЧ источников; апробации 
потенциальных протекторов-антиоксидантов, защищающих ткани от воздействия 
АФК; тестировании флуоресцентных сенсоров на АФК; анализе компартментализации 
и распределения активных форм кислорода в различных тканях в целях установления 
специфических фармако-физиотерапевтических и токсикологических локализаций АФК 
в топографо-анатомических зонах. В проекте особое внимание уделяется синглетному 
кислороду, вырабатываемому образцами под воздействием СВЧ, как физиологически 
активному высокореакционноспособному агенту. 
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Введение 
Проблема синглетного кислорода занимает приоритетное место для биомедицинской 

физики, клинической биохимии и молекулярной медицины, так как синглетный кислород 
является высокоактивным низкомолекулярным агентом, повреждающим мембраны [1], 
цитоплазматические белки [2], нуклеиновые кислоты [3] (или опосредующим воздействие 
на них токсических агентов как органического [4], так и неорганического [5] состава). 
Обычно защищающие от воздействия синглетного кислорода при фотоиндуцированных 
повреждениях мембранные липиды [6,7] не способны элиминировать эффект объёмного 
воздействия при применении других, более физиологически-активных индукторов 
генерации синглетного кислорода, в особенности – проникающих вглубь клетки агентов не 
фотобиологического плана.  

Так, в частности, известно, что синглетный кислород образуется, под воздействием 
микроволнового излучения и в сверхвысокочастотном разряде [8,9], достижимом в таких 
доступных для эксперимента источниках, как химические (например, кислородно-йодные 
[10]) лазеры, газоразрядные лампы [11], радиочастотные или микроволновые плазматроны 
[12]. Есть основания полагать, что действие подобных источников на биологические ткани, 
не связанное с фотохимическими процессами, обусловливается санти- либо 
дециметровыми волнами, результатом чего, на клеточном уровне, является 
неспецифический окислительный стресс. Известны релевантные в медицинском контексте 
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сообщения об окислительном стрессе на частотах СВЧ, свойственных микроволновым 
печам, сотовой связи, беспроводным сетям на базе стандарта связи IEEE 802.11 (Wi-Fi) [13]. 
Индуцируемые этими частотами явления гистохимически значимы и могут 
диагностироваться как гистопатологические изменения микроскопическим путем [14]. 
Соответственно, возникает необходимость в конструкциях, позволяющих параллельно 
воздействовать на клетки или ткани частотами сантиметрового / дециметрового диапазона 
и микроскопически фиксировать наблюдающиеся при этом изменения вместе с 
картированием их лабильности к окислительному стрессу. Создание такого рода системы 
позволило бы не только констатировать факт изменений, но и исследовать эффективность 
потенциальных протекторов, на роль которых некоторыми авторами выдвигаются селен и 
L-карнитин [15,16]. Нами в настоящей статье описывается создание установки, способной 
выполнять указанные функции.  

 
Конструкция установки и возможности анализа 
Предложенный нами вариант конструкции установки базируется на опубликованной 

ранее концепции анализа содержания активных форм кислорода в тканях при облучении с 
химической калибровкой по данным измерений фона в среде вблизи источника [17,18]. Это 
необходимо, поскольку определение отдельных активных форм кислорода достаточно 
затруднительно в силу колокализации их в клетке при неспецифическом окислительном 
стрессе и единства механизмов их воздействия на клетку (в случае СВЧ-облучения это 
проявляется в единстве действия озона, пероксида водорода и других активных форм 
кислорода и прямых эффектов СВЧ [19,20]). Собранный нами аппарат-прототип показан на 
рис. 1. Хемометрическая система для контроля наработки активных форм кислорода в 
среде, являющаяся предметом отдельной работы, на фотографии не показана. 

Предложенная конструкция состоит из колонны, в которой размещен передвигаемый 
с использованием шаговых двигателей микроскопический тубус (с опак-иллюминатором и 
оптоволоконным спектрофлуориметром марки «Ocean Optics» на револьверной насадке) и 
на которой расположен блок оптического детектирования, импульсного источника 
питания, модуля магнетрона с камерой предэкспонирования, в которой облучается и затем 
наблюдается микропрепарат, пульта управления экспозицией и компьютера с 
программным обеспечением для сбора и обработки данных. В исходной версии система 
работает на релевантной частоте 2.45 ГГц. Мощность и импульсный режим управляются с 
блока пульта управления, функционально аналогичного системе управления 
микроволновой печи. Теоретически, исходя из данных медицинской физики, может быть 
также логично проведение измерений при других частотах (например, 900 МГц, 930 МГц и 
1.8 ГГц), на которых фиксированы генерация активных форм кислорода и явления 
окислительного стресса [21-23] (на 1.9 ГГц эти данные не подтверждаются [24]). Для этого 
в приборе предусмотрена возможность замены магнетрона и пульта управления 
экспозицией. Для указанного диапазона длин волн подобран измеритель шума типа Х5-24, 
предназначенный для проведения измерений по электромагнитной шумовой протекции, так 
как известно, что при росте концентраций активных форм кислорода и индуцируемой ими 
деструкции ДНК [25] электромагнитные шумы могут ингибировать эту деструкцию, ведя к 
понижению концентрации активных форм кислорода [26]. Измерения проводятся в 
специально изготовленных камерах / резонаторах разных размеров и геометрии, после или 
синхронно с облучением в них в защищенных от света условиях (на момент экспозиции 
автоматически закрывается шторка на корпусе), чтобы исключить не предусматриваемые 
многими авторами (но действующие на ткани) нетепловые эффекты и индицировать лишь 
отклик на СВЧ-воздействие, в соответствие с работой [27]. Следует отметить, что целиком 
стандартизировать излучение также по длине волны авторам не удалось, так как на СВЧ-
частотах магнетрон формирует диапазон от 2.3ГГц до 2.7 ГГц и практически невозможно 
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нивелировать паразитную модуляцию магнетрона в рабочей зоне (3,5...4кВ). В остальном 
данная установка стандартизируема до уровней, колебания показаний в которых, согласно 
литературным данным, не меняют характера вероятных физиологических эффектов. Так 
как в конструкции применено двойное экранирование, пользование установкой полностью 
безопасно для оператора. На данной установке можно также реализовывать методики 
флуоресцентного картирования в случае использования чувствительных к активным 
формам кислорода или пероксиду водорода красителей и флуоресцентных сенсоров [28]. 

 

 
Рис. 1: Структура прототипа установки: колонна для позиционирования тубуса с опак-
иллюминатором (1); блок облучения с замкнутой в период облучения камерой (2); пульт 
управления значением мощности и длительности экспозиции (3); камера и источник 
освещения для оптоволоконной подачи его на опак (4); компьютер с программой для 
управления PIC-контроллером и сбором данных (5); защитный колпак, предохраняющий 
оголенные провода и источник освещения (6). 

При этом распределение наиболее окисленных областей на препарате не обязательно 
будет соответствовать расположению участков генерации активных форм кислорода из-за 
различной окисляемости макромолекулярных компонентов клеток, органелл и различий в 
проницаемости для разных компартментов. В связи с этим для объективного сравнения 
эффективности генерации синглетного кислорода в различных зонах образца логично 
использовать не косвенные методики определения по продуктам окисления, а прямые (в 
частности, флуоресцентные) методы детектирования активных форм кислорода in situ в 
ходе выделения, что требует разработки алгоритмов управления мехатронной частью 
установки, адекватных к конкретным временам экспонирования и изоляции для конкретной 
задачи.  

Иными словами, в ряде экспериментальных техник данная установка позволит 
картировать не редокс-статус клетки как свершившийся результат химического процесса, а 
лабильность или резистентность (то есть – физиологический статус), окисляемость той или 
иной области в зависимости от параметров СВЧ-облучения. Это качественно новая форма 
функционально-морфологической и клинико-гистохимической интерпретации анализа in 
situ с учетом формы и параметров индуцирующего воздействия, недостаточно полно и 
корректно описанных нами в работе [29]. 
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Так как СВЧ при длине волны 2.45 ГГц обеспечивает, разогрев биологических 
структур, а разогреваемость конкретной структуры зависит от содержания воды, возможно 
проведение в данной установке высокоразрешающей термографии в расширенном 
динамическом диапазоне – т.н. NIR-HDRI-термографии [30], с анализом колокализации 
содержания активных форм кислорода, воды и термографических характеристик, 
картируемых при СВЧ-облучении. Соответственно, в динамическом варианте 
предлагаемая нами методика может быть частично использована для анализа 
диффузионных процессов и тепломассопереноса. Это может быть полезно не столько для 
контроля живых клеток или тканей, которых при «пробоподготовке» такого рода просто 
обычно не остается, сколько для контроля везикулярных переносчиков фармпрепаратов на 
доклинической стадии.  

Надо отметить, что первая установка, показанная на илл. 1, была неоптимальной по 
соотношению размера камеры и используемой длины волны, то есть: рабочая камера как 
резонатор образовывала неоптимальные конфигурации стоячих волн при многократных 
отражениях от стенок, поэтому наблюдался перегрев, градиенты нагрева и нестабильность 
работы (слишком малый объём камеры). Поэтому, формулируя приоритет, мы не можем 
пока говорить о перспективах внедрения данного инструмента в широкую практику; но, в 
принципе, возможна численная оптимизация с помощью HFSS (от ANSYS) или аналогов. 

 
Заключение 
Таким образом, создана первая система, позволяющая: исследовать наработку 

активных форм кислорода (АФК) в зависимости от параметров облучения; исследовать 
колокализацию данных форм с другими физико-химическими параметрами, так или иначе 
связанными с облучением; производить термографию нагрева при СВЧ и определять с её 
помощью содержание аналита; использовать флуоресцентные методики с оптоволоконной 
спектрофлуориметрией на выходе и тем самым определять нарабатываемые активные 
формы кислорода / пероксид водорода. 
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