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ПЕРМЕАБИЛИЗАЦИЯ МЕМБРАН КЛЕТОК Pseudomonas aeruginosa 
ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ УДАРНЫХ ВОЛН 
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Исследовано влияние ударных акустических волн на проницаемость мембран грамотрицательных
бактерий Р. аeruginosa для анионного фотосенсибилизатора эритрозина. Ударные волны генериро-
вались путем быстрого локального нагрева среды, возникающего в ходе безызлучательной релакса-
ции высоких электронно-возбужденных состояний молекул фотосенсибилизатора, заселяемых ла-
зерным импульсом высокой плотности мощности. Показано, что под воздействием ударных волн
увеличивается проницаемость мембран бактерий, эритрозин проникает внутрь клеток, что сопро-
вождается повышением эффективности фотодинамического действия на микроорганизмы. 
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Антимикробная фотодинамическая терапия
(аФДТ), не допускающая микробной резистент-
ности, – важная составляющая современной
стратегии борьбы с патогенными микроорганиз-
мами. Фотодинамический эффект основан на
высокой цитотоксичности активных форм кис-
лорода, генерируемых фотосенсибилизаторами
(ФС) после облучения светом, длина волны кото-
рого совпадает со спектром поглощения. В каче-
стве ФС используют химически стабильные со-
единения, нетоксичные в темновых реакциях, но
эффективно генерирующие активные формы
кислорода при активации светом. Наиболее из-
вестные активные формы кислорода – синглет-
ный кислород и анион-радикалы – действуют на
грамположительные и грамотрицательные бакте-
рии, некоторые виды грибов и вирусов, а также
разрушают или предотвращают образование мик-
робных биопленок [1–5]. Эффективность аФДТ
зависит от характера взаимодействия ФС с клет-
ками-мишенями и их способности проникать
внутрь бактерий. В ряде работ показано [6–8], что
проникновение ФС в клетки многократно повы-
шает результативность аФДТ и, фактически, яв-
ляется обязательным условием фотодинамиче-
ского действия. 

Плазматические мембраны состоят из липид-
ных бислоев, которые практически непроницае-
мы для заряженных молекул ФС. Для лучшего
проникновения ФС в бактериальные клетки ис-
пользуют различные приемы, в том числе вре-
менную пермеабилизацию клеток [9], что в сово-
купности с последующей фотодинамической
обработкой резко повышает эффективность фо-
тодеструкции микробных образований. Добавим
к сказанному, что увеличение проницаемости
мембран востребовано не только в аФДТ, но и в
генной инженерии и терапии для доставки в клет-
ки плазмид, олигонуклеотидов и других макро-
молекул. Поэтому поиск методов увеличения
проницаемости мембран – весьма актуальная за-
дача. 

Известны приемы пермеабилизации мембран
с помощью ультразвука [10, 11], электропорации
[12] и др. В работе [13] продемонстрирована воз-
можность временного увеличения проницаемо-
сти мембран с помощью ударных волн. Для гене-
рации ударных волн используют различные
устройства – ударные трубки, ударно-волновые
литотриптеры [14] или короткие лазерные им-
пульсы, включая лазерную абляцию мишеней [15,
16]. Не все из перечисленных методов изменения
проницаемости мембран клеток представляют
собой совершенные технологии, в равной степе-
ни удобные для практического применения
даже в условиях in vitro. В этой связи каждый из

Сокращения: аФДТ – антимикробная фотодинамическая
терапия, ФС – фотосенсибилизатор, КОЕ – колониеобра-
зующие единицы.
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альтернативных приемов повышения проникно-
вения ФС в клетки заслуживает внимания, что
особенно актуально для грамотрицательных бак-
терий, более устойчивых к фотодинамическому
действию [2].

В работе представлены результаты исследова-
ния проникновения анионного ФС эритрозина
внутрь грамотрицательных бактерий Pseudomonas
aeruginosa после воздействия ударных волн, гене-
рируемых путем быстрого локального нагрева
среды. Локальный нагрев осуществлялся с помо-
щью коротких (10 нс) импульсов сфокусирован-
ного лазерного излучения, возбуждающих моле-
кулы-термосенсибилизаторы, в роли которых
выступал тот же эритрозин. Квантовый выход ин-
теркомбинационной конверсии у молекул
эритрозина близок к единице, поэтому при кон-
центрации красителя 0.5 мМ уже при плотности
мощности Р возбуждения 1–2 МВт/см2 примерно
через 2 нс после начала возбуждения практически
все молекулы в растворе переходят в триплетное
состояние. Полосы поглощения из основного и
триплетного состояний в красителях сильно пе-
рекрываются, и оставшаяся часть световой энер-
гии поглощается молекулами в триплетном со-
стоянии с заселением высоких электронно-воз-
бужденных состояний [17–21]. При плотности
мощности возбуждения выше 5–7 МВт/см2

«включается» канал поглощения из первого воз-
бужденного синглетного состояния с заселением
высоких синглетных уровней энергии. Время
жизни высоких электронно-возбужденных со-
стояний, как правило, не превышает единиц пи-
косекунд, а основной канал релаксации – безыз-
лучательная внутренняя конверсия с передачей
тепла окружению [22–24]. При мощном импульс-
ном возбуждении молекул эритрозина обеспечи-
вается очень быстрый локальный нагрев среды с
генерацией ударных акустических волн. Учиты-
вая, что эритрозин является эффективным гене-
ратором активных форм кислорода, пермеабили-
зацию мембран бактерий с последующим про-
никновением красителя в клетки оценивали
сравнивая выживаемость бактерий в результате
фотодинамической обработки до и после воздей-
ствия ударных волн. 

ЭКСПЕРИМЕНТ

Материалы. Для исследований использовали
суточные культуры клеток Pseudomonas aeruginosa
(коллекция Института клеточного и внутрикле-
точного симбиоза УрО РАН). Перед облучением
бактерии переносились в физиологический рас-
твор (0.9%-й водный раствор NaCl). Плотность
полученной суспензии стандартизировали фото-
метрически с помощью спектрофотометра Immu-
nochem-2100 (HighTechnology Inc., США) на дли-

не волны 600 нм. Для оценки выживаемости бак-
терий, обработанных видимым светом (532 нм) до
и после воздействия ударными волнами, приме-
няли метод подсчета колониеобразующих единиц
(КОЕ). Количество КОЕ определяли через 24 ч
роста на цетримидном агаре при температуре
37°С. Величина КОЕ до воздействия ударных
волн, добавления красителя и облучения состав-
ляла (30.0 ± 5.3)×106/мл. 

Возбуждение и регистрация ударных волн. Экс-
периментальная установка для генерации и реги-
страции ударных волн в растворах красителей
описана в работе [25]. Растворы помещали в пря-
моугольную кварцевую кювету сечением
5 × 20 мм2 и облучали через ее торцевую стенку.
Источником возбуждения служил импульсно-пе-
риодический YAG:Nd-лазер (вторая гармоника
λ = 532 нм, длительность импульса 10 нс,
Solar LS, Беларусь).

С помощью цилиндрической собирающей
линзы лазерный луч фокусировался в перетяжку с
апертурой 3.5 × 0.35 мм2. Плотность мощности
возбуждения была максимальна в фокусе и регу-
лировалась в пределах 0.1–10 МВт/см2. В области
фокусировки происходил локальный нагрев и
возникали ударные волны. Термосенсибилизато-
ром служил анионный ксантеновый краситель
эритрозин, концентрация которого в растворах
составляла 0.25–0.50 мМ. Часть света после пере-
тяжки проникала в раствор (рис. 1а). При плотно-
сти мощности 10 МВт/см2 и концентрации кра-
сителя 0.5 мМ возбуждающее излучение прони-
кало вглубь раствора на расстояние менее 10 мм. 

Вдоль перетяжки линзы (или параллельно ей
на регулируемом расстоянии) пропускали зонди-
рующий луч диаметром 1 мм от невозмущающего
маломощного (менее 1 мВт) He−Ne-лазера. Про-
шедший сквозь кювету луч попадал на входную
щель монохроматора МДР-41 (ОКБ «Спектр»,
Россия). Интенсивность прошедшего луча изме-
ряли с помощью фотоэлектронного умножителя
ФЭУ-84. 

Эритрозин в невозбужденном состоянии не
поглощает свет длины волны 632 нм. После воз-
буждения раствора излучением YAG:Nd-лазера
(532 нм) образуются долгоживущие триплетные
состояния молекул красителя, происходит ло-
кальный нагрев среды и возникают ударные вол-
ны. Измеряя пропускание зондирующего луча на
разном расстоянии от перетяжки, можно зареги-
стрировать наведенное триплет-триплетное по-
глощение и рефракцию зондирующего луча при
его пересечении распространяющейся акустиче-
ской волной (рис. 1б). 

На рис. 1б представлено изменение интенсив-
ности зондирующего луча на расстоянии 5 мм от
перетяжки. После окончания возбуждающего
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импульса интенсивность прошедшего луча
уменьшается и затем за время около 5 мкс восста-
навливается до первоначального значения.
Уменьшение пропускания обусловлено наведен-
ным триплет-триплетным поглощением молекул
эритрозина. Время жизни триплетных состояний
красителя в физрастворе при нормальных усло-
виях составляет около 3 мкс. Резкий провал в мо-
мент времени около 2.5 мкс на фоне кривой наве-
денного поглощения возникает из-за рефракции
зондирующего луча и его смещения от центра
входной щели монохроматора в момент пересече-
ния распространяющейся акустической волной.
На рис. 1б в области 22.5 мкс виден еще один про-
вал. Это результат рефракции зондирующего луча
при его пересечении волной, отраженной от зад-
ней стенки кюветы. 

На этом же рисунке представлено пропуска-
ние зондирующего луча на расстоянии 11.4 мм от
перетяжки линзы. На таком расстоянии уже нет
наведенного поглощения, поскольку в эту об-
ласть кюветы не проникает возбуждающий свет и
нет молекул в триплетном состоянии, но уверен-
но регистрируется ударная волна (на шкале вре-
мени около 6.5 мкс), возникающая в перетяжке
линзы и распространяющаяся в среде. Видны
также отраженные волны (в интервале 18–20 мкс)
от разных поверхностей кюветы. По известному
времени между моментами пересечения зондиру-
ющего луча прямой и отраженной волной была
определена скорость волны, которая составила
1495 ± 30 м/с, что совпадает со скоростью звука в
физиологическом растворе. Таким образом, из-за
трехмерной формы кюветы поле давления в про-
бирке неоднородно, и на бактерии в растворе
действуют прямые и отраженные акустические
волны. 

Для определения угла преломления луча была
построена кривая распределения интенсивности
излучения по сечению зондирующего пучка с ша-
гом 50 мкм (диаметр пучка 1 мм). По уменьше-
нию интенсивности света из-за преломления лу-
ча в момент прохождения ударной волны оцени-
вали расстояние, на которое луч отклонялся от
центра входной щели монохроматора. На рассто-
янии 300 мм от кюветы отклонение луча состав-
ляло от 0.22 ± 0.02 мм до 0.31 ± 0.03 мм, что соот-
ветствует углам отклонения от 3′ до 6′. По извест-
ному отклонению луча от начальной траектории
определяли изменение показателя преломления
света. 

Задача об измерении показателя преломления
воды при высоких динамических давлениях и
связи коэффициента преломления с плотностью
жидкости и давлением решена в работе [27]. Ис-
пользуя эмпирическую формулу связи показате-
ля преломления n с плотностью ρ воды (n =
= 1.332 + 0.322(ρ – 1)), оценили изменение плот-
ности среды при прохождении прямых и отра-
женных волн в 1.017 ± 0.008 и 1.011 ± 0.005 г/см3

соответственно (в отсутствие возмущений плот-
ность раствора составляла 1.005 г/см3), а соответ-
ствующие пиковые давления – 26.4 ± 5.3 и
13.1 ± 2.6 МПа. Результаты измерений сильно за-
висят от колебаний энергии лазерного импульса,
генерирующего ударные волны в каждом экспе-
рименте. 

Фотодинамическая обработка бактерий. Кван-
товый выход в триплетное состояние в молекулах
эритрозина в воде близок к единице [28] и этот
краситель обладает выраженной фотодинамиче-
ской активностью [29, 30]. При этом аФДТ суще-
ственно возрастает, если ФС проникает
внутрь клеток [6–8]. Мы использовали это обсто-
ятельство для оценки изменения выживаемости

Рис. 1. (а) – Схема облучения образцов в кювете. (б) – Кинетические кривые пропускания зондирующего луча He−
Ne-лазера на разных расстояниях от перетяжки возбуждающего пучка: кривая 1 – на расстоянии 5 мм от перетяжки,
кривая 2 – на расстоянии 11.4 мм от перетяжки. 
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бактерий вследствие повышения проницаемости
клеточных мембран под воздействием ударных
волн. После воздействия на бактерии 5 или 10
ударными волнами на расстоянии 15 мм от пере-
тяжки (на рис. 1 область обозначена кружком) от-
бирали контрольную пробу. На таком расстоянии
от области фокусировки возбуждающего луча ис-
ключается термическое и фотодинамическое воз-
действие на клетки. Затем раствор облучали в те-
чение 5 мин коллимированным пучком света от
галогенной лампы через светофильтр СЗС-22 с
плотностью мощности около 100 мВт/см2 в поло-
се поглощения эритрозина. Сравнивали значе-
ния КОЕ бактерий после фотодинамической об-
работки до и после воздействия на них ударных
волн (рис. 2). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 2 показаны гистограммы величин 
КОЕ: контрольной суспензии бактерии с краси-
телем, той же суспензии после фотодинамиче-
ской обработки, после воздействия 5 и 10 ударны-
ми волнами и суспензии бактерий с красителем 
после воздействия 5 и 10 ударными волнами с по-
следующей фотодинамической обработкой в те-
чение 5 мин.

Как видно из гистограмм на рис. 2, после облу-
чения суспензии с бактериями в присутствии
эритрозина в течение 5 мин светом в полосе по-
глощения красителя с плотностью мощности
около 100 мВт/см2, даже без воздействия на мик-
роорганизмы ударных волн, имеет место фотоди-
намический эффект. Количество КОЕ уменьша-
ется более чем на 30%, что свидетельствует о

высокой фотодинамической активности эритро-
зина по отношению к бактериям P. aeruginosa. 

После воздействия 5 ударных волн КОЕ сни-
жается вследствие деструктивного действия удар-
ных волн на бактерии (рис. 2). Ранее было пока-
зано, что ударные волны способны разрушать
мембраны клеток [31]. Однако наиболее интерес-
ный результат в контексте задачи настоящей ра-
боты – повышение эффективности аФДТ после
воздействия на клетки ударными волнами. Фото-
динамическая обработка растворов после воздей-
ствия 5 ударных волн приводит к дополнительно-
му сокращению жизнеспособности микроорга-
низмов. Еще более выраженно данный эффект
проявляется после воздействия на клетки 10 удар-
ных волн. Как следует из рис. 2, выживаемость
бактерий после аФДТ составляет лишь 2%. В от-
дельных экспериментах при последовательном
воздействии на клетки волна + облучение жизне-
способность утрачивали все микроорганизмы.
Объяснить данный экспериментальный факт
можно только изменением проницаемости плаз-
матической мембраны под воздействием ударных
волн, проникновением эритрозина внутрь клеток
и существенным повышением эффективности
аФДТ. 

Механизм пермеабилизации клеток под воз-
действием ударных волн пока окончательно не-
ясен. Авторы работы [32] показали, что проница-
емость клеточной мембраны зависит от профиля
ударной волны. Условием повышения проницае-
мости мембран названа соизмеримость ширины
волны на полувысоте с размерами клеток.
Поры образуются на мембране при возникнове-
нии резких градиентов давления. Деформация
происходит из-за неравномерного распределения

Рис. 2. Изменение числа колониеобразующих единиц P. aeruginosa после воздействия на суспензию 0, 5 и 10 сфо-
кусированных импульсов YAG:Nd-лазера и последующего облучения галогенной лампой в течение 5 мин.
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давления и локального разрыва прикреплений
мембраны к цитоскелету в областях высокого
давления в клетках. 

В работе [33] временное увеличение проница-
емости клеток обосновано возникновением силы
сдвига на плазматической мембране, вызываемой
ударной волной. В жидкости in vitro клетки дви-
жутся в направлении распространения волны, и
между клеткой и жидкой фазой возникают на-
пряжения сдвига. Сила, действующая на мембра-
ны, увеличивается пропорционально разности
скоростей движения клеток и жидкости. Сделан
вывод о том, что доминирующим фактором по-
вышения проницаемости мембран живых клеток
является импульс ударной волны (т.е. давление,
интегрированное во времени), а не пиковое дав-
ление. 

Если принять этот механизм за основу, то рост
количества пермеабилизованных клеток с увели-
чением числа ударных волн в наших эксперимен-
тах, по-видимому, связан с тем, что клетки имеют
разное «исходное» количество мембранных пор,
увеличивающихся при возникновении сил сдвига
на текучей плазматической мембране при каждом
воздействии ударной волны. Анионный краси-
тель эритрозин проникает в клетки только при
определённых размерах пор на мембране. При
этом следует учитывать, что на бактерии действу-
ют как прямые волны, так и волны, отраженные
от разных поверхностей, каждая из которых дает
вклад в увеличение проницаемости мембран. 

Анализ литературных данных о временном из-
менении проницаемости мембран клеток под
действием ударных волн, инициированных в
жидких средах разными способами, указывает на
зависимость процесса от типа клеточной линии.
Эффективность пермеабилизации зависит от
плотности внутриклеточных органелл, подвиж-
ности (текучести) мембран клеток и от стадии
клеточного цикла. Мы использовали клетки на
стадии экспоненциальной фазы роста. Неизмен-
ной остается возможность повышения результа-
тивности аФДТ за счет проникновения ФС в бак-
териальные клетки после их предварительной об-
работки ударными волнами. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предварительная пермеабилизация мембран
ударными волнами значительно усиливает фото-
динамическое воздействие сенсибилизатора на
бактериальные клетки. В зависимости от способа
возбуждения сенсибилизатор может служить од-
новременно и фотодинамическим агентом, и теп-
ловым источником, генерирующим ударные вол-
ны. Ударные волны способны уничтожать клетки
вне зависимости от глубины проникновения све-
та и кислорода в среду. Повышение эффективно-

сти фотодинамического действия после предва-
рительной пермеабилизации мембран, безуслов-
но, расширит сферу применения аФДТ, что
особенно актуально для грамотрицательных бак-
терий. 
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 Shock Wave-induced Cell Membrane Permeabilization of Pseudomonas aeruginosa
 S.N. Letuta*, A.T. Ishemgulov*, O.K. Davydova*, A.N. Nikiyan*, and M.E. Grigoriev*

*Orenburg State University, prosp. Pobedy 13, Orenburg, 460018 Russia

Effects of acoustic shock waves on membrane permeability of Gram-negative bacteria P. aeruginosa for an an-
ionic photosensitizer, such as erythrosine, were studied. Shock waves were generated by rapid local medium
heating due to nonradiative relaxation of high electronically excited states of photosensitizer molecules intro-
duced with a high-power laser pulse. It has been shown that upon exposure to shock waves bacteria display
an increase in membrane permeability; erythrosine enters the cells, followed by an increase in the photody-
namic efficacy on microorganisms.
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