
155

OTHER ARTICLES

№10 (165) october 2018 CARDIOLOGY. PROFESSIONAL DISEASES

Чучкова Н.Н.1, Соловьев А.А.1, Канунникова О.М.2, 
Аксенова В.В.2, Кожевников В.И.2

Исследование эффективности применения воды, 
пересыщенной воздухом, для снижения тяжести 
последствий окислительного стресса у лабораторных 
животных. I. Влияние воды, пересыщенной 
воздухом, на биоэлектрическую подвижность 
изолированных клеток

1 — ФГБОУ ВО «Ижевская государственная медицинская академия» Минздрава России (ФГБОУ ВО 
ИГМА МЗ РФ), Ижевск, 2 — ФГБУН Удмуртский федеральный исследовательский центр Уральского 
отделения РАН (ФГБУН УдмФИЦ УрО РАН), Ижевск

Chuchkova N.N., Solovyev A.A., Kanunnikova O.M.,  Aksenova V.V., Kozhevnikov V.I.

Effect of use of water, supersaturated with air, to reduce the severity of 
the cvonsequence of laboratory animals oxidative stress. I. The influence 
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Резюме
Объектами исследования являлись эритроциты и эпителиоциты буккального эпителия человека. Исследовались гемо-
лиз эритроцитов и микроэлектрофоретическая подвижность клеток в артезианской воде, пересыщенной	  азотом, 
кислородом, аргоном, углекислым газом и кислородом. Экспериментально установлено, что вода с нанопузырьковой 
газовой фазой оказывает цитопротекторное и мембранорезистентное действие в условиях осмотического и токсического 
воздействия как на эритроциты, так и эпителиальные клетки щечного эпителия, оказывая одновременно активирующее 
действие на клетку, ее компартменты (ядро) и плазмолемму. Интенсивность клеточного ответа зависит от природы газа 
нанопузырьковой фазы: нанопузырьковая фаза Ar активирует клетки в меньшей степени, чем фаза воздуха и О2. Эта 
зависимость коррелирует с растворимостью газов. Активность обусловлена также длительностью обработки воды.
Ключевые слова: артезианская вода, нанопузырьковая газовая фаза, эпителиоциты, эритроциты, микроэлектрофорез, 
гемолиз.

Summary 
The objects of the study were erythrocytes and buccal epithelium cells. Hemolysis of erythrocytes and microelectrophoretic 
mobility of cells in artesian water supersaturated with nitrogen, oxygen, argon, carbon dioxide and oxygen were investigated. 
It was experimentally established that water with gas nanobubbles has a cytoprotective and membrane-resistant effect in the 
conditions of osmotic and toxic effects on both red blood cells and epithelial cells of the buccal epithelium, while having an 
activating effect on the cell, its compartments (core) and plasma membrane. The intensity of cell response depends on the 
nature of the gas phase nanomaterialy: nanomaterialy phase Ar activates cells to a lesser extent than the phase of air and O2. 
This dependence correlates with the solubility of gases. The activity is also due to the duration of water treatment.
Key words: artesian water, gas nanobubbles, epithelial cells, erythrocytes, microelectrophoresis, hemolysis
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Введение
Пересыщение воды газами приводит к формиро-

ванию нано- и микро-пузырьковой газовой фазы. Хотя 

газовые микро/нано пузырьки привлекли внимание от-
носительно недавно, их практическое применение рез-
ко расширяется в последние десять лет в различных 
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областях, включающих медицину, аквакультуру и пр. 
Многочисленные экспериментальные результаты свиде-
тельствуют о повышенной активности воды с пузырько-
вой фазой по отношению к различным живым организ-
мам – микроорганизмам, растениям, рыбам, животным, 
человеку [1-4]. Механизмы этого эффекта находятся на 
стадии выдвижения и обоснования гипотез, поэтому 
постоянно растет число публикаций, посвященных ис-
следованию условий формирования мелких газовых пу-
зырьков и их практическому применению. Большинство 
успешных применений воды с микро/нано пузырьковой 
фазой основаны на результатах, полученных из тысяч 
проб и ошибок. Следует отметить, что за исключением 
лишь нескольких четко понятных с научной точки зрения 
проявлений свойств микро/нано пузырьков, нынешние 
знания о базовых механизмах [5, 6], связанных с их свой-
ствами весьма ограничены. При этом, схемы внедрения 
полученных результатов в области сельского хозяйства и 
рыбоводства достаточно просты и рассчитаны на корот-
кое время применения, требующиеся для выращивания 
конечной продукции [7]. В то же время, известны лишь 
единичные исследования влияния микро/нано пузырько-
вой фазы в воде на лабораторных животных с различной 
патологией [8]. 

В настоящее время в мире растет интерес к функ-
циональным водам, использование которых способствует 
повышению устойчивости организма к различным забо-
леваниям, снижению тяжести возможных осложнений, а 
также побочным действиям использования лекарствен-
ных препаратов. Омагниченная вода постепенно занима-
ет свою нишу среди функциональных вод, хотя механиз-
мы ее действия на живые организмы также непонятны. 
Действие воды с нанопузырьками во многом подобны 
действию омагниченной воды, при этом длительность со-
хранения ее биологической активности намного больше, 
вследствие большей длительности времени жизни нано-
пузырьков.

Целью нашей работы явилось исследование резуль-
татов воздействия воды с газовой нанопузырьковой фа-
зой на экспериментальных животных с моделированием 
различной патологии. На первом этапе работы объектами 
исследований явились изолированные клетки. 

Материалы и методы
Использовалась артезианская вода средней мине-

рализации. Методика обработки воды заключается в 
барботировании газов в электромагнитных полях. Пере-
сыщение газами составляет 1,5-4 раз в зависимости от 
режимов обработки. Увеличение длительности барботи-
рования приводит к непропорциональному изменению 
концентрации растворенного газа: минимальные концен-
трации наблюдаются в области 60±15с обработки. Разме-
ры газовых нанопузырьков определены в Институте об-
щей физики им. Прохорова (г.Москва) под руководством 
проф. Н.Ф. Бункина и составляют ~250-300 нм.

Исследования действия воды с нанопузырьками на 
живые изолированные клетки человека (эритроциты и 
эпителиоциты) проводились на приборе «Цито-эксперт» 

[9]. Под микроскопом при увеличении в 100 и 400 крат 
исследовалась подвижность клеток, помещенных в: физ-
раствор; исходную артезианскую воду; обработанную 
воду (воздух, кислород, аргон) с различным временем 
барботирования (10-120 секунд), а также в обработан-
ную воду с добавлением инсулина (1 ед инсулина на 1 мл 
воды). Активность клеток (мкм) определяли по возврат-
но-поступательным движениям клетки в целом, цито-
леммы, кариолеммы у ядросодержащих эпителиоцитов; 
оценивали процент гемолизированных эритроцитов. Для 
оценки амплитуды колебаний использовали окулярную 
линейку, цену деления которой определяли в зависимо-
сти от кратности увеличений объективов и окуляров. 

Клетки буккального эпителия получали путем со-
скоба с внутренней поверхности слизистой оболочки 
щеки от здоровых доноров (№ 12). Манипуляция произ-
водилась с добровольного информированного согласия 
каждого из участвующих в эксперименте, одобрена эти-
ческим комитетом ФГБОУ ВО «Ижевская государствен-
ная медицинская академия» Минздрава России. 

Для изучения эритроцитов использовалась челове-
ческая эритроцитарная масса (ЭМ). Для эксперимента 
1 каплю ЭМ смешивали с 1 мл с исследуемой жидкости 
(физраствор, исходная вода, обработанная вода). 

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью пакета Statistica 6.1. Различия между показателя-
ми считали статистически значимыми при уровне досто-
верности p<0,05.

Результаты и обсуждение
Микроэлектрофоретическая подвижность изоли-

рованных клеток в воде с нанопузырьками газов разной 
природы.	 В табл.1 приведены результаты анализа микро-
электрофоретической подвижности клеток в воде с нано-
пузырьками разных газов.	  Активность эпителиоцитов 
в воде с нанопузырьковой фазой растет с увеличением 
растворимости газов. Эритроциты проявляют наимень-
шую активность в воде с нанопузырьковой фазой газа, 
имеющего высокую растворимость – аргона, а наиболь-
шую – в воде пересыщенной малорастворимым кислоро-
дом. 

В необработанной артезианской воде (гипотониче-
ский раствор для клеток) эритроциты полностью подвер-
гаются гемолизу. В эксперименте было установлено, что 
по мере увеличения содержания кислорода в воде сте-
пень гемолиза уменьшается. Предельная растворимость 
кислорода при нормальных условиях в разбавленных во-
дных растворах солей (к таковым относится и артезиан-
ская вода) составляет величину порядка 2,5·10-4 моль/л. 
В насыщенной кислородом воде гемолиз эритроцитов со-
ставляет порядка 70%. По мере увеличения пересыщения 
кислородом до 4,5·10-4 моль/л, 7,5·10-4 моль/л, 8,7·10-4 
моль/л гемолиз уменьшается до 22, 13 и 5 %, соответ-
ственно. 

В таблицах 2 и 3 приведены данные о микроэлек-
трофоретической активности эритроцитов и эпителио-
цитов в воде, пересыщенной воздухом, в зависимости от 
времени барботирования.
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Самая низкая активность эритроцитов и эпители-
оцитов наблюдается в исходной, необработанной арте-
зианской воде. Активность клеток в воде после барбо-
тирования воздуха повышается. Увеличение времени 
барботирования от 10с до 30с приводит к росту актив-
ности эпителиоцитов, затем уменьшается, и в воде после 
100с обработки активность эпителиоцитов близка к их 

активности в исходной воде. Максимальная активность 
эритроцитов наблюдается в воде после барботирования 
в течение 30-50с, затем она уменьшается, и в воде после 
обработки в течение 120с эритроциты становятся полно-
стью неактивными.

Прижизненные реакции клеток при взаимодействии 
с инсулином. В литературе имеются данные о том, что 

Таблица 1 . Микроэлектрофоретическая подвижность клеток в воде с газовыми нанопузырьками

* – различия достоверны в сравнении с подвижностью клеток в физрастворе при р≤0,05; 
** – различия достоверны в сравнении с подвижностью клеток в исходной воде при р≤0,05

Таблица 2. Микроэлектрофоретическая подвижность эритроцитов в воде с нанопузырьковой фазой воздуха 

* – различия достоверны в сравнении подвижностью клеток в исходной воде при р≤0,05

Таблица 3.  Микроэлектрофоретическая подвижность эпителиоцитов в воде с нанопузырьковой фазой воздуха

* – различия достоверны в сравнении с данными по исходной воде при р≤0,05
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повреждение клеток органов при диабете обусловлены 
гиперинсулинемией, в том числе интенсивной инсулино-
терапией [11-14]. Высокие (патофизиологические) кон-
центрации инсулина, изменяя проницаемость мембраны, 
способствуют накоплению гликогена в гепатоцитах, эпи-
телии почек, сердца, кишечника [13], приводят к повреж-
дению генома и протеома [11, 12].

Инсулин вызывает гидратацию клеток, индуцируя в 
клетке накопление ионов К+ и Na+ в результате сочетан-
ного обмена Na+/Н+, симпорта Na+/К+/2Cl- и Na+/К(+)-
АТФазы [11, 15].

 В ходе исследований было выяснено, что высокие 
дозы инсулина при воздействии на изолированные клет-
ки обладают цито- и мембранодеструктивным действием. 
При докраске клеток щечного эпителия метиленовым си-
ним после воздействия инсулина в ряде клеток наблюда-
ется утолщение плазмолеммы, выраженная гиперхромия. 
Часть буккальных эпителиоцитов подвергалась разруше-
нию, контуры мембраны не выявлялись, фиксировались 
отдельно лежащие ядра. 

Добавление инсулина к необработанной воде вы-
зывает разрушение большей части клеток (табл.4), остав-
шиеся клетки (5,5%) электрофоретической активности не 
проявляли. В пересыщенной воде с нанопузырьковой фа-
зой воздуха и добавлением инсулина большинство эпи-
телиоцитов имели сохранную структуру и отвечали на 
воздействие электрического поля активностью мембран. 
Наилучшие показатели (доля активных клеток, амплиту-
ды колебаний плазмолеммы, ядра и клетки в целом) от-
мечаются для воды, обработанной в течение 20-30с (табл. 
4). 

В исходной, необработанной воде с добавлением 
инсулина отмечается полное разрушение эритроцитов 
(тогда как в исходной необработанной воде без инсули-
на количество разрушенных красных кровяных клеток 
составляет 57,4±15,0 %, табл. 2). По всей видимости, 
клетки испытывают не только осмотический (низкая 
концентрация солей в исходной воде), но и токсический 
шок (добавление инсулина), реагируя на это полным раз-
рушением. В воде с нанопузырьковой фазой воздуха, в 
которую добавлен инсулин, количество гемолизирован-
ных клеток резко падает, причем этот эффект зависит от 

времени барботирования. Однако с увеличением времени 
обработки количество сохранных клеток падает (табл.5). 

Таблица 5. Микроэлектрофоретическая подвиж-
ность эритроцитов в воде с нанопузырьковой фазой воз-
духа, физраствором и инсулином

* – различия достоверны в сравнении с данными в 
физрастворе при р≤0,05

Размеры исследуемых клеток намного больше раз-
меров нанопузырьков: по данным различных авторов 
размеры зрелого эритроцита составляет 2-3 мкм, а эпите-
лиоцита 50-80 мкм. Поэтому помещенные в воду с нано-
пузырьками эритроциты и эпителиоциты могут одновре-
менно контактировать с несколькими нанопузырьками и 
суммарное действие дзета-потенциала нескольких нано-
пузырьков можно сравнить с действием слабого электри-
ческого поля на клетки. В этом случае следует ожидать 
протекания процессов, аналогичных известным процес-
сам в клеточной мембране, происходящих под влиянием 
электрического поля.

В зависимости от интенсивности электрического 
поля (или величины электрических зарядов) могут про-
исходить: электропорация, слияние, движение, деформа-
ция мембран, активация мембранных белков. 

Под действием дзета-потенциала нанопузырьков в 
мембране образуются поры, проницаемые для ионов и 
сахарозы. После электропорации концентрации солей и 
сахарозы в клетке и среде выравниваются. Однако мем-
брана клетки остается непроницаемой для макромолекул 
цитоплазмы, которые поддерживают в клетке избыточ-
ное осмотическое давление. Благодаря этому происходит 
движение молекул воды в клетку, ее набухание и разру-
шение. 

Есть предположение, что электроактивация обу-
словлена влиянием поля на конформацию белков, Слабые 
постоянные поля могут вызывать латеральные перемеще-
ния заряженных рецепторов по поверхности клеточной 
мембраны. 

Возможно, что все эти процессы принимают уча-
стие в изменении барьерной функции мембран клеток, а, 
следовательно, в изменении внутриклеточных механиз-
мов регуляции процессов обмена. 

Эритроциты воде с газовыми нанопузырьками име-

Таблица 4. Микроэлектрофоретическая подвижность эпителиоцитов в воде с нанопузырьковой фазой воздуха 
и инсулином

* – различия достоверны в сравнении с данными в физрастворе при р≤0,05
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ют высокий процент активации, амплитудные показатели 
оболочек клеток повышаются. Это свидетельствует об 
активации мембранных ферментов эритроцитов при вза-
имодействии с нанопузырьками.

Изменение барьерной функции мембраны эритро-
цитов в обработанной воде подтверждается тем, что в 
воде с нанопузырьками гемолиза клеток не наблюдалось 
и отмечалась высокая активность эритроцитов, в отли-
чие от клеток, помещенных в необработанную воду без 
добавления физраствора, где наблюдался практически 
100% гемолиз. Для эпителиоцитов, помещенных в обра-
ботанную воду, так же как для эритроцитов, не наблюда-
ется разрушения клеток. 

Механизмы, которые приводят к повышению стой-
кости клеточной мембраны по отношению к действию 
осмотически низких растворов и инсулина, требуют 
дальнейших исследований. Можно предположить, что 
изменение структуры воды, заряда молекул, приводит 
к нарушению проведения воды через белковые каналы 
клеток. В литературе имеются данные о влиянии мине-
ральной воды на аквапориновую проницаемость [16]. 
Белки-аквапорины, участвующие в переносе молекул 
воды, в мембранах эритроцитов представлены аквапо-
рином-1 (AQP1) [17], в эпителии рта (буккальные клет-
ки) и других отделов пищеварительной системы – AQP3 
[18]. Селективный фильтр аквапорина характеризуется 
тремя главными особенностями: фильтрация по размеру, 
электростатическое отталкивание и ориентация диполей 
воды, Канал образуется за счет сближения двух петель – 
петли В (цитоплазматической) и петли Е (внеклеточной), 
содержащих консервативные NPA-мотивы. Эти петли 
окружаются трансмембранными доменами и тем самым 
формируют водную пору [19]. Изменения массы в/или 
около NPA-мотивов в петле B или петле E в аквапорине-1 
уменьшают его способность транспортировать воду. 

Высказывается мнение [20-22] о создании лекар-
ственных средств, влияющих на работу аквапоринов или 
их транслокацию, которое может рассматриваться как но-
вое направление в фармакологии.

На основании работ Першина С.М. [23, 24] можно 
предложить еще один вариант интерпретации наблюда-
емых эффектов.

Спины двух протонов молекулы воды могут быть 
ориентированы в одном направлении- орто-изомер, а 
могут навстречу друг другу - пара-изомер. Эти изомеры 
можно отличать по инфракрасным спектрам и спектрам 
ЯМР. 

Орто-изомеры воды всегда вращается (первый вра-
щательный уровень имеет энергию 23,79 см-1) в отличие 
от пара-изомеров, которые имеют основной уровень с ну-
левой вращательной энергией. Пара-изомеры воды, часть 
из которых и при комнатной температуре в соответствии 
с распределением Больцмана не вращается, энергетиче-
ски более выгодно образовывать простейшие молекуляр-
ные комплексы, чем орто-изомерам воды, которые всегда 
вращаются. В 2011г А. Вилесов экспериментально дока-
зал, что молекулярные комплексы воды предпочтительно 
формируются из пара-изомеров воды. В работе [25] было 
показано, что для пара-изомеров воды характерно селек-
тивное взаимодействие с поверхностью.

Благодаря очень слабому взаимодействию ядерных 
спинов с окружением процессы взаимопревращения 
орто- и пара- изомеров воды медленные. Время орто-
пара конверсии в жидкой воде составляет порядка часа. 
Орто-пара конверсия изомеров воды заметно замедляет-
ся в отсутствии катализаторов (атомов, ионов, молекул и 
пр.) с магнитным моментом и существенно ускоряется в 
их присутствии. Известно, что скорость орто-пара кон-
версии изомеров воды увеличивается при образовании 
смешанных квантовых состояний, когда энергетические 
уровни орто- и пара-изомеров воды практически совпада-
ют. Так, электрическое поле напряженностью ~103 В/см 
увеличивает скорость конверсии почти на порядок из-за 
смещения энергетических уровней орто- и пара- изоме-
ров воды (эффект Штарка). При сближении или пересе-
чении этих уровней вероятность смешанных квантовых 
состояний и, следовательно, скорость орто-пара конвер-
сии изомеров воды возрастает.

Першин С.М. впервые обратил внимание на то, в 
каком соотношении орто- и пара- изомеры транспорти-
руются через мембрану и как это соотношение влияет на 
метаболизм, есть ли спиновая селективность в этом про-
цессе [26, 27]. Учитывая работы Захарова им был предло-
жен механизм разрыва мембраны эритроцита в микрока-

Таблица 5. Микроэлектрофоретическая подвижность эритроцитов в воде с нанопузырьковой фазой воздуха, 
физраствором и инсулином

* – различия достоверны в сравнении с данными в физрастворе при р≤0,05
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пилляре и скачок текучести эритроцитов при температуре 
36,6ºС, Захаров установил, что деформация эритроцитов 
и показатель преломления внеклеточной водной суспен-
зии изменяются синхронно, достигают экстремума при 
некоторых значениях температур, в том числе, в обла-
сти 36,6ºС. Эти изменения могут отражать перестройку 
структурных форм гидратных слоев гемоглобина внутри 
эритроцита, а также плазмолеммы, которая содержит 
скелетообразующий белок спектрин. Было высказано 
предположение, что: 1) в температурных интервалах с 
пониженным значением показателя преломления раство-
ра и деформируемости эритроцитов происходят фазовые 
переходы в биомембранах и конформационные перехо-
ды в белках; 2) существенное влияние на динамическую 
микроструктуру водной среды оказывает молекулярный 
кислород, поскольку его удаление из воды приводит к ис-
чезновению наблюдаемых эффектов. В основе второго 
предположения лежит возможное магнитное взаимодей-
ствия между парамагнетиком О2 в триплетном состоянии 
и ядерными моментами протонов Н2О.

Першин С.М. рассмотрел эти результаты с пози-
ции существования орто- и пара-изомеров воды [26, 27]. 
Было высказано предположение, что конверсия пара-изо-
меров в орто-Н2О при температуре 36,6ºС в льдоподоб-
ной гидратной оболочке гемоглобина (Hb) ускоряется 
при наличии в Hb кислорода и железа как катализаторов. 
Обосновано, что наблюдаемая потеря эритроцитом воды 
в микрокапилляре обусловлена выходом через его мем-
брану орто-изомеров воды, которые освобождаются при 
разрушении гидратной оболочки Hb. Разрушение гидрат-
ной оболочки способствует уплотнению молекул Hb и 
сопровождается увеличением плотности находящихся в 
гемоглобине кислорода и железа, которые ускоряют кон-
версию орто-пара изомеров воды.

Хотя обсуждаемые спин-спиновые взаимодействия 
относятся к сверхслабым взаимодействиям с типичной 
энергией 10-7 (kT) [28], они управляют транспортом 
воды цитоплазмы через водные каналы клеточных мем-
бран и, таким образом, влияют на ее свойства. 

Заключение
Экспериментально установлено, что вода с нано-

пузырьковой фазой оказывает цитопротекторное и мем-
бранорезистентное действие в условиях осмотического и 
токсического воздействия как на эритроциты, так и эпи-
телиальные клетки щечного эпителия, оказывая одновре-

менно активирующее действие на клетку, ее компартмен-
ты (ядро) и плазмолемму. Интенсивность клеточного 
ответа зависит от природы газа нанопузырьковой фазы: 
нанопузырьковая фаза Ar активирует клетки в меньшей 
степени, чем фаза воздуха и О2. Эта зависимость корре-
лирует с растворимостью газов. Активность обусловлена 
также длительностью обработки воды.

Учитывая вышеизложенные рассуждения, можно 
предположить следующее. В воде пересыщенной газами 
формируются нанопузырьки с двойным электрическим 
слоем. В присутствии электрического поля и двойного 
электрического слоя с магнитным моментом ускоряется 
орто-пара конверсия изомеров воды. В результате по-
вышается доля пара-изомеров, для которых характерно 
формирование водных комплексов. Это подтверждают 
данные терагерцовой спектроскопии, которые говорят о 
росте числа водородных связей в воде с нанопузырьковой 
фазой. Изменение числа водородных связей может при-
водить к изменению проводимости водных каналов, се-
лективный фильтр которых обеспечивается электроста-
тическим отталкиванием и ориентацией диполей воды. 
Исследование аквапоринов находится в стадии интенсив-
ного развития, поэтому перечень заболеваний, связанных 
с аквапоринами, а также возможного их лечения с помо-
щью влияния на водные каналы клетки, может со време-
нем существенно расшириться [29-31]. Эти же пара-изо-
меры воды селективно взаимодействуют с мембраной 
клетки и формируют гидратные оболочки биомолекул. 
В воде, пересыщенной газами с кислородом, интенсив-
ность этого процесса выше, чем в воде, пересыщенной 
газами, не содержащими кислород (например, аргон). Ви-
димо, это является причиной того, что процессы влияю-
щие на барьерные свойства мембраны, более интенсивно 
идут в воде с газовой фазой, не содержащей кислород. 
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