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ОТ РЕДАКЦИИ ЖУРНАЛА 

Уважаемые читатели! 

Ассоциация российских озонотерапевтов приступает к реализации проекта – 

изданию журнала «БИОРАДИКАЛЫ И АНТИОКСИДАНТЫ». К идее создания 

подобного научного издания нас подтолкнули результаты исследований по 

аспектам прикладного использования озона в медицине, которые подробно 

обсуждались уже более двух десятков лет при проведении Всероссийских научно-

практических конференций с международным участием, посвящѐнных проблемам 

озонотерапии и активных форм кислорода. За это время стало совершенно 

очевидно, что разработки медицинских технологий применения с 

саногенетическими целями любой активной формы кислорода (АФК) должны 

опираться, прежде всего, на фундаментальное обоснование механизмов лечебного 

действия АФК.  

Кроме изучения токсикологического и патофизиологического действия АФК, 

необходимо учитывать весь спектр их физиологической роли в жизнедеятельности 

организма и адекватно использовать эти возможности в лечебном процессе. В 

литературе накоплены достоверные данные о том, что в основе многих 

заболеваний, процессов биологического старения лежит чрезмерная генерация 

АФК и сопутствующее ей свободно-радикальное окисление биомакромолекул, в 

том числе входящих в состав биологических мембран. В этой связи очевидны роль 

и значение необходимости изучения антиоксидантного статуса организма и 

применения антиоксидантов – веществ, способных снижать активность свободно-

радикального окисления и  служить мембранопротекторами. Фундаментальными 

исследованиями, посвящѐнными медицинскому использованию озона, показано, 

что использование низких (малых) доз АФК способно, модулируя процессы 

свободнорадикального окисления, значительно усиливать антиоксидантный 

потенциал, купировать явления оксидативного стресса, настраивать 

компенсаторные механизмы организма на процессы реадаптации. Это 

обусловлено одной из главных особенностей реакций с участием АФК – их 

чрезвычайно высокому энергетическому выходу, обеспечивающему генерацию 

электронно-возбуждѐнных состояний. 

Благодаря этой особенности они могут участвовать в формировании 

энергетических потоков, необходимых для запуска и поддержания различных 

биохимических и физиологических процессов, обуславливая саногенетическую 

направленность воздействий АФК. Однако, обосновывая механизмы лечебного 

действия АФК, ни в коем случае нельзя забывать и игнорировать их роль в 

патологических процессах, явлениях апоптоза, преждевременной гибели клеток, 

старении организма. Поэтому чрезвычайно важными остаются вопросы  

обеспечения не только эффективности применяемых АФК, но и их безопасности, 

вопросы сопровождения их клинического использования методами 

функционально-лабораторного мониторинга, применения в необходимых 

ситуациях экзогенных антиоксидантов. Все эти аспекты требуют дальнейшего 

углублѐнного фундаментального обоснования их прикладного значения. 
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На современном этапе медицинской науки все большее внимание уделяется 

немедикаментозным методам терапии, разработке и внедрению 

высокоэффективных медицинских технологий, позволяющих целенаправленно 

воздействовать на основные звенья многих патологических процессов. В этом 

плане чрезвычайно перспективной является возможность практического 

применения АФК как естественных биорегуляторов, способных играть ключевую 

роль в организации структурно-функциональных и метаболических процессов в 

восстановительной медицине. 

Недавние Всероссийские научно-практические конференции с 

международным участием, проведѐнные в России [«Озон, активные формы 

кислорода, оксид азота и высокоинтенсивные физические факторы в биологии и 

медицине» (Н.Новгород, 2013), «Reactive oxygen species, nitric oxide, antioxidants 

and human health» (Cмоленск, 2014), «Газомедиаторы, физиология и 

патофизиология» (Казань, 2014) и др.], многочисленные публикации по этим 

вопросам в отечественной и зарубежной печати свидетельствуют о 

неослабевающем интересе к этим проблемам не только специалистов, но и 

широкого круга практикующих врачей. 

Многолетние исследования клинической эффективности озонотерапии 

убедительно говорят о том, что с помощью АФК можно эффективно 

восстанавливать нарушенный про- и антиоксидантный потенциал организма, 

способствовать активации энергетического метаболизма, репаративных 

процессов, а также стимулировать реабилитацию пациентов различного профиля.  

Накопленный отечественный и мировой опыт практического применения в 

медицине одной из активных форм кислорода – озона  однозначно 

свидетельствует о его позитивном влиянии на организм человека. 

В России озонотерапия более 30 лет успешно развивается усилиями ученых-

медиков из научных центров - Москвы, Нижнего Новгорода, Кирова, Сарова, 

Иваново, Волгограда, Томска, Новосибирска, Великого Новгорода, Саранска, 

Казани, Самары, Екатеринбурга, Владивостока и многих других городов. 

Немаловажную роль в успешном становлении отечественной озонотерапии 

сыграла Ассоциация российских озонотерапевтов, которая была создана в 1995 

году в г. Н.Новгороде. Во многом по еѐ побудительной инициативе за прошедшее 

время в результате углубленных экспериментальных и клинических исследований 

разными научными школами изучены основные механизмы лечебного действия 

озона, разработаны и внедрены отечественные медицинские технологии 

озонотерапии, накоплен опыт практического использования озона в разных 

медицинских специальностях.  

Для аппаратного обеспечения разрабатываемых медицинских технологий в 

рамках отраслевой целевой Программы «Создание и организация производства 

современной медицинской техники», введенной в действие Приказом Министра 

Российской Федерации по атомной энергии № 380 от 06.10.92 г., был разработан 

ряд медицинских озонаторов. Два из них АОТ–Н–01Арз (Арзамасский 

приборостроительный завод, торговая марка «Медозонс») и АОТ–НСК–01–«С (А–

16)» (РФЯЦ-ВНИИЭФ, торговая марка «Теозон») прошли все необходимые 
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клинические и технические испытания, сертифицированы, внесены в 

Государственный реестр медицинских изделий и запущены в серийное 

производство. Кроме них в линейке озонаторного оборудования успешно 

конкурируют на рынке медицинский изделий аппараты «Медицинская 

озонотерапевтическая установка УОТА» («МЕДОЗОН» Москва), «Синтезатор 

озона» (завода ЛЕПСЕ, г. Киров) 

Новизна, приоритет и научная значимость отечественной медицинской науки 

в этом направлении были подтверждены зарегистрированными Нижегородскими 

учѐными научными открытиями: «Закономерность формирования адаптационных 

механизмов организмов млекопитающих при системном воздействии низкими 

дозами озона» (№ 309 за 2006 г), «Закономерность изменения сывороточного 

уровня растворѐнного FAS-антигена и количества FAS-положительных 

мононуклеарных клеток периферической крови организма человека под действием 

низких терапевтических доз озона» (№ 330 за 2007г), «Явление снижения 

металлодепрессивного действия противоопухолевых препаратов на организм 

человека и животных под действием низких терапевтических доз озонированного 

физиологического раствора» (№ 420 от 17.06.2011); более чем 220 выполненными 

российскими учѐными диссертационными (кандидатскими и докторскими) 

работами, полученными более чем 150 патентами, 9-ю Всероссийскими научно-

практическими с международным участием конференциями, организованными в г 

Н.Новгороде (1992 - 2013 гг). Медицинские технологии озонотерапии официально 

разрешены и зарегистрированы Федеральной службой по надзору в сфере 

здравоохранения новых медицинских технологий МЗ РФ: «Применение 

кислородно-озоновой смеси в дерматологии и косметологии» № 2004/84, 

«Применение медицинского озона в акушерстве, гинекологии и неонатологии» № 

ФС-2007/014-у от 15.02.2007, «Применение кислородно-озоновой смеси в 

травматологии» № ФС-2007/029-у от 28.02.2007, «Тепловизионный способ оценки 

эффективности озонотерапии в коррекции ишемических нарушений в лоскутах на 

питающей ножке», ФС № 2009/407 от 21.12.2009. 

Основные механизмы лечебного действия озонотерапии достаточно глубоко 

изучены и подтверждены в отечественных и зарубежных исследованиях:  

при местном применении озон оказывает бактерицидное, вирицидное и 

фунгицидное действие;  

при системном воздействии озона выражены эффекты: оптимизация про- и 

антиоксидантного баланса организма; реактивация кислородного гомеостаза; 

вазодилатация, восстановление микроциркуляции; купирование воспаления, 

повышение фагоцитарной активности; иммуномодуляция со стимуляцией 

выработки сывороточных иммуноглобулинов, цитокинов; усиление 

энергетического обмена в клетках; коррекция системы гемостаза; 

дегидратационный эффект; детоксикационный эффект с активацией 

микросомального окисления и его моделированием в сосудистом русле. 

Озонотерапия (применение озона с лечебными целями) отличается 

простотой выполнения, хорошей переносимостью пациентами, и высокой 

медицинской и экономической эффективностью. Возможность активно влиять на 

кислородный гомеостаз организма, стимулировать репаративные процессы 
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позволяет использовать еѐ в комплексе стандартных терапевтических схем, а в 

некоторых случаях применять в качестве монотерапии.  

Прерогативой отечественной озонотерапии является разработка технологии 

системного применения озонированного физиологического раствора, основ 

использования озона при интенсивной терапии, сочетания его с методами 

эфферентной терапии, проведение экстракорпоральной обработки озоном крови 

пациентов (искусственное озонированное кровообращение, низкопоточная 

обработка больших объѐмов крови). Для системного и комплексного 

окислительного воздействия на организм пациента разработаны методы 

биохемилюминисцентного контроля эффективности и безопасности озонотерапии. 

К настоящему времени накопилось много данных по новым сферам использования 

медицинского озона: появились доказательства и перспективы применения его в 

онкологии, педиатрии, анестезиологии и реаниматологии, эфферентологии.  

В настоящее время методики озонотерапии внедрены в 80 субъектах 

Российской Федерации. Это интенсивно развивающееся направление охватывает 

все новые медицинские специальности, основываясь на научных доказательствах.  

Необходимо отметить, что, наряду с положительно зарекомендовавшей себя 

озонотерапией, наиболее инновационными становятся разработки с применением 

синглетного кислорода и оксида азота (Приволжский федеральный медицинский 

исследовательский центр, Н.Новгород). В арсенале медицинского оснащения для 

этого направления появились технические средства, реализованные в приборных 

решениях (МВТУ им. Баумана, Российский федеральный ядерный центр) и 

лекарственные соединения (Институт химической физики им. Н.Н. Семенова), 

позволяющие как проводить экспериментальные исследования с использованием 

АФК и оксида азота, так и применять их на практике. Вплотную подходят к этапу 

прикладного изучения исследования ещѐ одного биорегулятора - сероводорода, 

многочисленные позитивные физиологические эффекты которого в настоящее 

время активно оцениваются. В связи с этим, возникает возможность не только 

близко подойти к пониманию глубинных механизмов их биорегуляторных 

эффектов, но и оказывать с помощью этих эндогенных соединений активное 

влияние на процессы реадаптации, создавать на основании полученных знаний 

новые алгоритмы лечения. 

Приглашаем всех заинтересованных специалистов к сотрудничеству в новом 

журнале «БИОРАДИКАЛЫ И АНТИОКСИДАНТЫ». 
 

 

Главный редактор журнала «Биорадикалы и антиоксиданты», 

Президент Ассоциации Российских озонотерапевтов, 

руководитель отделения экспериментальной медицины 

ФГБУ «Приволжский федеральный медицинский 

исследовательский центр» Минздрава России, 

доктор медицинских наук, профессор           С.П. Перетягин 
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LETTER TO READERS 

Dear Colleagues! 

Association of Russian Ozone Therapeutists is pleased to present You a new 

scientific journal «Bioradicals and Antioxidants». The idea of its creation was based on 

the results of experimental and clinical investigations of last 30-years and summaries of 

many All-Russian and International scientific conferences for ozone therapy and 

reactive oxygen species (ROS) regularly conducted in Nizhny Novgorod and Smolensk 

(Russia). These reasons shown that any technologies are including ROS use must be 

justified strongly with identification of its sanogenic mechanisms. 

For this task solution we must study not only pathophysiological and toxicological 

aspects of ROS action, but all spectrum of its physiological role in organism functioning. 

The understanding of these findings allows treating with ozone more correctly.  

Now many scientists associate a problem of aging and different human and animals 

pathology with prolonged accumulation of ROS and lipid peroxidation hyperactivation, 

are not controlled with own antioxidant system. In this connection use of antioxidants 

and other membrane protectors is obvious. 

It was shown by numerous experimental and clinical studies that ROS low doses 

modulate free radical processes in vivo and stimulate antioxidant potential for correction 

of oxidative stress and activation of readaptation. These effects are connected with very 

high energy of ROS, which caused generation of electron-excited states. 

At other side, elevated level of ROS may provoke a formation of pathological 

changes in life systems, including apoptosis, free radical damage of lipids and oxidative 

modification of proteins and nucleic acids. That is why problems of safety and 

individual selection of optimal ROS type and its dose with informative laboratory and 

functional methods of estimation of ozone therapy effectiveness are particularly 

relevant. Indicated tasks should be solved in subsequent studies. 

It is crucial to underline that ROS is universal natural bioregulator is playing a key 

role in different functional and metabolic processes, important for restorative and 

regenerative medicine. 

Last International congresses in Russia («Ozone, reactive oxygen species, nitric 

oxide and high-energy physical factors in biology and medicine» [Nizhny Novgorod, 

2013]; «Reactive oxygen species, nitric oxide, antioxidants and human health» 

[Smolensk, 2014]; «Gasotransmitters: physiology and pathophysiology [Kazan, 2014]), 

numerous special papers in russian and world journals indicates continuing interest of 

researchers and practitioners to bioradicals. 

Prolonged investigations of ozone therapy clinical efficiency is confirmed ROS 

action, associated with restoration of pro- and antioxidant balance, stimulation of energy 

metabolism, reparative processes and optimization of rehabilitation of patients with 

different pathology. Present world experience of ozone use in medicine indicates on its 

multiply positive effect on healthy people and patients. 

Now main mechanisms of sanogenic action of ozone are well-studied. It includes: 

- at local use – bactericide, viricide and fungicide effects; 
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- at systemic use – optimization of oxidative metabolism, vasodilatation, oxygen 

homeostasis reactivation, microcirculation stimulation, anti-inflammatory effect, 

immunomodulation, oxidative detoxication etc. 

In Russia ozone therapy is developed by some scientists from Moscow, Nizhny 

Novgorod, Kirov, Sarov, Ivanovo, Saransk, Volgograd, Tomsk, Kazan, Samara and 

others. Principal role in this process belong to Association of Russian Ozone 

Therapeutists, is founded in Nizhny Novgorod in 1995. It collected all data about 

mechanisms of ozone sanogenic effects and clinical experience of its use at different 

pathology. 

In our country apparatuses for ozone therapy and NO-therapy were constructed and 

produced by some industry companies from Moscow, Sarov, Arzamas, Kirov etc. 

Novelty, priority, and scientific importance of this medical technologies were 

confirmed as official scientific discoveries («The regularity of the formation of adaptive 

mechanisms of mammals in systemic exposure to low doses of ozone», 2006; «The 

regularity of change in serum levels of dissolved FAS-antigen and the number of FAS-

positive mononuclear cells in the peripheral blood of the human body under the action of 

low therapeutic doses of ozone», 2007). Fundamental basis and practical appliance of 

ozone is supported by more than 220 dissertations and 150 patents in Russian 

Federation. Technologies of ozone therapy were approved by Federal Service of Health 

Care Control. Now these methods are used in 80 regions of Russia. 

The prerogative of Russian ozone therapy is the development of a technology 

system application of ozonized saline, use of ozone in intensive care, including its 

combination with other efferent methods, extracorporal blood ozonation etc. For 

efficiency control and individualization of ozone therapy biochemiluminescense analysis 

was proposed and justified. 

It is important that not only ozone can be successfully used in clinical medicine and 

veterinary. In last years wide possibilities of new bioregulators, such as singlet oxygen, 

nitric oxide, hydrogen sulfate and others, are shown. These data is disclosing the 

molecular effects of indicated bioregulators allow to expand the spectrum of medical 

technologies, based on ROS, NO and other bioradicals.  

Welcome to all specialists to collaboration on the field of ROS, NO and bioradicals 

biomedicine within the framework of new scientific journal «Bioradicals and 

Antioxidants»! 
 

 

Editor-in-Chief 

Vice-President of ISCO3, 

President of Association of Russian Ozone Therapeutists, 

Head of Experimental Medicine Department of  

Volga Federal Medical Research Center, 

Doct of Sci. (Med.), Prof.       S.P. Peretyagin 
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OZONE THERAPY AND ITS SCIENTIFIC FOUNDATIONS 

A. Schwartz, G. Matínez Sánchez 

International Scientific Committee of Ozonetherapy (ISCO3) 

 

За последние годы озонотерапия утвердилась как эффективный 

развивающийся метод лечения широкого круга заболеваний. В России и на Кубе 

применение озонотерапии разрешено официально, как и на 76% территории 

Испании и в четырех регионах Италии. Особенностями озонотерапевтического 

лечения служат простота в применении, высокая эффективность, хорошая 

переносимость и практически полное отсутствие побочных эффектов. Данная 

обзорная статья, базирующаяся на последних тематических научных публикациях 

и монографиях, объединяет современные представления, обосновывающие 

медицинское применение озона. На протяжении многих лет применение озона в 

медицинской практике было существенно затруднено в связи с распространенным 

мнением о токсических эффектах высоких концентраций соединения, 

используемых в промышленности. Как и в отношении других лечебных 

технологий, эффекты озонотерапии зависят от используемой дозы вещества. При 

этом важно понимать, что концентрации озона, применяемые с лечебной целью, 

значительно ниже тех, которые вызывают развитие токсических эффектов. В этом 

случае озон, выступая как фармакологический агент, способен оказывать 

иммуномодулирующий, противовоспалительный, бактерицидный, 

противовирусный, фунгицидный, анальгетический и другие саногенетические 

эффекты. Они подтверждены клиническим опытом и научными исследованиями, в 

том числе выполненными в формате мета-анализа. В настоящее время 

продолжается процесс официального утверждения озонотерапии как полноценной 

медицинской технологии в мировой медицине. 

 

Ключевые слова: озонотерапия, история, эффекты, эффективность, 

показания, противопоказания 

 

Abstract 

In recent years, ozone therapy as an effective therapeutic method has become more 

developed and well known. Russia and Cuba have recognized it in their legislation; it is 

regulated in more than 76% of the Autonomous Regions of Spain; and in Italy four 

Regions have specified the criteria for practicing it, in addition to two favorable court 

decisions. Ozone therapy is characterized by the simplicity of its application, its great 

effectiveness, good tolerance, and by the virtual absence of side effects. This document, 

based on the latest books and scientific articles on the subject, updates the recent 

findings that justify, from the scientific point of view, the medical use of ozone. For 

many years the application of ozone in medical practice was not well accepted due to 

unfounded ideas about its toxicity in relation to the high concentrations used in industry. 

As with any healing technique, ozone therapy is dependent on the dosage. It is important 

to understand that in clinical practice the concentrations of ozone are lower than the 
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toxic levels by several orders of magnitude. In this concentration range, the ozone acts 

as a therapeutic substance and presents immunomodulating, anti-inflammatory, 

bactericide, antiviral, fungicide, analgesic properties and others. There are an increasing 

number of scientific societies and clinical papers, including meta-analysis studies. At the 

same time efforts are being reinforced to regularize this medical practice. 

 

Key words: ozone therapy, history, effects, efficiency, indications, 

contraindications 

 
Introduction. Historic background 

Ozone therapy has been used for therapeutic purposes from the end of the 19
th
 

century, in different ways and with unexpected therapeutic results for some pathologies. 

Nevertheless there is still great prejudice in the general medical community to the use of 

this therapy. The objective of this paper is to analyze the background and principal 

findings that support the medical use of ozone from the scientific viewpoint. 

The search for and locating of information included a review of books and scientific 

articles in the MEDLINE database (PubMed) and in the ISCO3 database (Zotero), 

between the years 2000 and 2012, for which the following descriptors were essentially 

used: ozone, ozone therapy, ozonetherapy, oxygen-ozone therapy and treatment with 

ozone. The sources of primary information (original articles) were located. The 

bibliographic search included scientific articles of reviews and of experimental results.  

In the scientific literature, the first mention of ozone was made by the Dutch 

physicist Martin van Marum in 1785. During experiments with a powerful electrification 

installation he discovered that by passing an electric spark through the air a gaseous 

substance with a characteristic odor appeared, that has strong oxidizing properties. In 

1840 the professor of the University of Basel, Christian Friedrich Schönbein, linked the 

information on the changes of the properties of oxygen with the formation of a particular 

gas that he called ozone (from the Greek word ozein, "to smell"). Schönbein detected for 

the first time the capacity of the ozone to bind with biological substrates in the double-

bond positions [1].The German chemist Christian Friedrich Schönbein is also known for 

the discovery of nitrocellulose.  

In 1857 with the help of the "modern magnetic induction pipe" created by Werner 

von Siemens, the first technicalozonization device was constructed, which was used in a 

plant for the purification of drinking water. Since then, ozonization has allowed for the 

industrial production of hygienically pure drinking water suitable for human 

consumption. One hundred years later, Dr. Joachim Hansler constructed the first ozone 

generator that made possible the precise dosing of the ozone-oxygen mixture [1].In 

Russia, the first studies on the biological effects of ozone (Ph.D. dissertation) have been 

implemented in the second half of the 19
th
 century by Dr. Chemezov V.V. In 1876 he 

has published scientific work "On the action of ozone on animals". In 19
th
 century Dr. 

Razenberg has used in Crimea ozone as chemical element in allergy treatment especially 

in respiratory diseases. He took out the patients in the open sea immediately after the 

storm, and they were breathing air full of ozone. 

In 1885 the Florida Medical Association (United States of America) published the 

book Ozone, written by Dr. Charles J. Kenworth, where details were given on the use of 
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ozone for therapeutic purposes. In October 1893, the first ozone water treatment system 

was installed in the Netherlands (Ousbaden), and there are currently more than 3,000 

ozone water treatment plants. In September 1896 an O3 generating system was patented 

by Nikola Tesla. In 1900 the Tesla Ozone Company was formed which began to sell 

ozone generating machines and ozonated olive oil for medical use.  

In 1898 the Institute for Oxygen Therapy Healing was founded in Berlin by 

Thauerkauf and Luth. From that year, they began to experiment administering ozone 

through injections. In 1902 A Dictionary of Practical Materia Medica, compiled by J. H. 

Clarke, describes the successful use of ozonated water called Oxygenium in the 

treatment of anemia, cancer, diabetes, influenza, morphine poisoning, aphthas and 

whooping cough. That same year an article by Dr. Charles Linder appeared in a local 

Washington newspaper that described the use of O3 injections in his usual practice. 

In 1904 the book The Medical Uses of Hydrozone (ozonated water) and Glycozone 

(ozonated olive oil) by Charles March was published. March was a chemist from New 

York. On the book, that is preserved in the Library of Congress of the USA, a seal can 

be seen from the General Surgeons Association of that country, giving its approval. In 

1911 A Working Manual of High Frequency Current sby Dr. Noble Eberhart of the 

Department of Physiology and Therapy of Loyola University in Chicago was published. 

In its Chapter 9, the use of ozone in the treatment of tuberculosis, anemia, chlorosis, 

whooping cough, tetanus, asthma, bronchitis, high fever, insomnia, pneumonia, diabetes, 

gout and syphilis was detailed. In 1913 the first German association of ozone therapy 

was created under the leadership of Dr. Eugene Blass and it was called Eastern 

Association for Oxygen Therapy [2]. 

During the First World War (1914 –1918), Dr. Albert Wolff of Berlin fostered the 

use of ozone for the treatment of wounds, trench foot (also known as immersion foot), 

gangrene and to mitigate the effects of poison gas. Ozone was also used for colon 

cancer, cervical cancer and pressure ulcers. At that time the use of rubber bags made the 

success of the treatment difficult. 

In 1926, Dr. Otto Warburg of the Kaiser Institute of Berlin published that the cause 

of cancer is the lack of oxygen at the cellular level. This researcher received the Nobel 

Prize for Medicine in 1931. The directors of the most important hospitals in the U.S.A. 

published the book Ozone and Its Therapeutic Actionin 1929, which lists 114 diseases 

and their treatment through the application of ozone [3]. 

The Swiss dentist E. A. Fish (1899-1966) was the first to sense the enormous 

advantages of O3 in local treatment. He started working with ozone and ozonated water 

before 1932 when he successfully treated gangrenous pulpitis with an injection of the 

gas. The patient he treated was Dr. Edwin Payr (1871-1946), who immediately 

understood the usefulness of ozone and was enthusiastic about its application in general 

surgery. In 1935 he published a 290-page article titled Ozone Treatment in Surgery, 

presenting it to the 59
th

 Congress of the German Surgical Association. Between 1934 

and 1938 Drs. Aubourg and Lacoste in France used ozone by rectal insufflation to treat 

problems of fistulas. In 1938 Paul Aubourg published an article on the successes 

achieved in the hospital of Beaujon (Cliché, Ile de France). 

In 1933 the American Medical Association (AMA), run at that time by Dr. 

Simmons, urged the United States Government to prohibit all therapies that were not 
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medically authorized and duly registered, which caused the use of ozone to drop in that 

country. In this way, an exclusive benefit was granted to the monopoly of 

pharmaceutical companies. The decision by Simmons produced unfavorable reactions in 

the heart of the AMA. Dr. Emanuel Josephson of New York wrote: The methods which 

Simmons and his crew used in their battle for a monopoly of medical publications and of 

advertisements to the profession were often crude and illegitimate (.…) The AMA has 

openly threatened firms advertising in media other than their own journals with the 

withdrawal of 'acceptance' of their products. Dr. Josephson also described the behavior 

of Dr. Simmons inside the AMA as a conspiracy in restraint of trade, and extortion, 

adding that "almost every branch of the Federal Government active in the field of 

medicine was completely dominated by the Association [2]. 

In 1951, Dr. William Turska wrote "Oxidation" which is a recommended reading 

even today. He was a pioneer in the injection of ozone in the portal vein to better reach 

the liver. His results were excellent. In 1950 Dr. W. Zable used it for the treatment of 

cancer and Drs. P. G. Seeger, A. Varro and H. Werkmeister followed his example. In 

1952, the National Cancer Institute verified the findings of Dr. Otto Warburg with 

respect to which the cause of cancer could originate in the lack of tissue-level oxygen.  

In 1953, Dr. Hans Wolff (1924-1980) created the first ozone therapy school, 

training many physicians; and in 1961 he introduced the techniques of major and minor 

autohemotherapy. In 1972 along with Dr. Joachim Haensler he created the German 

Ozonotherapy Association. In 1979 he published his book Das Medizinische Ozon 

[Ozone in Medicine] (Heidelberg, VFM Publications, 1979). 

In 1957, Dr. Joachim Haensler (1908-1981) patented his ozone generator that has 

been the basis for the expansion of ozone therapy in Germany. Today more than 11 000 

German healthcare professionals use ozone in their daily work. In Addition in 1957 at 

the IV Congress of Physiotherapists Dr. I.A. Vetohin (Member of the Academy of 

Medical Sciences of Belarus) has demonstrated an experience of successful use of 

inhaled ozone therapy in otolaryngology, acute and chronic bronchitis, hypertension and 

allergic diseases. 

In 1977, Dr. Renate Viebahn provided a technical description of the action of ozone 

in the body. Ten years later, in 1987, along with Dr. Siegfried Rilling, they published 

"The Use of Ozone in Medicine", which hasbecome one of the leading books.  

In 1979, Dr. George Freibott began to treat his first AIDS patient with ozone with 

hopeful results, followed by Dr. Horst Kieff who in 1980 reported on their results. The 

journal Science published the article: Selective Inhibition of the Growth of Human 

Cancer Cells by Ozone [4]. 

At the end of 1978 scientific research conducted by S.P. Peretyagin, 

G.A. Boyarinov, A.N. Monachov from Russia, at experimental and clinical level was 

focus to validate the use of ozone therapy. This research was developed at the CSRL 

(Central Medical Research Laboratory) of Nizhny Novgorod State Medical Academy. 

Exploratory development demonstrated the benefits of myocardial protection using 

ozonized cardioplegic solutions. In April 1979 was assayed by first the ozonized 

cardioplegic solution into the coronary patient during surgery of congenital heart 

disease. In November of 1986, the first trial using ozonized extracorporeal circulation in 
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patients during mitral valve replacement was conducted. Since then, CSRL became a 

world leader in this kind of ozone application.  

The first Ozone Research Center in the world was founded in Cuba. In 1990 the 

successes in the treatment of Retinosis Pigmentaria, Glaucoma, Retinopathies and 

Conjunctivitis were published there by a group of researchers led by Dr. Silvia 

Menéndez, Dr. Frank Hernández, Dr. Orfilio Peláez and others [5]. In 1992, a group of 

Russian researchers reported their experiences treating large burns with baths of 

physiological saline at saturation limit first treated with bubbling ozone. Their results 

were amazing. 

The first uses of ozone were based on its bactericide properties6-8. In 1993 

Carpendale and Freeberg found important applications of O3 in patients with HIV/AIDS, 

a study following the observations made in 1991 on dose-dependent viral inactivation 

(HIV-1 virus) [9]. In 2002, the book ―Oxygen-Ozone Therapy. A Critical Evaluation‖ 

appeared written by the professor from the University of Siena (Italy), Velio Bocci. The 

same author in 2005 published the book "Ozone, a New Medical Drug", which is a 

reference book for the practice of ozone therapy10, followed by several others by the 

same author. The year 2008 was rich in publications of books of ozone therapy, among 

which are found that of the Russian Oleg Maslennikov et al. "Ozone Therapy in 

Practice: Health Manual. Ministry of Health Service of the Russian Federation", that of 

the Cuban Silvia Menéndez et al. "Ozono Aspectos Básicos y Aplicaciones Clínicas" 

[Ozone, Basic Aspects and Clinical Applications]; and that of the German Z. Fahmy, 

"The Application of Ozone Therapy in Pain Management, Rheumatic and Orthopaedic 

Diseases. "The most complete work written in Spanish was published in 2011, the book 

"Guía para el uso médico del ozono: fundamento sterapéuticos and indicaciones" 

[Guide for the medical use of ozone: therapeutic basics and instructions] by Adriana 

Schwartz et al. published by the Asociación Española de Profesionales Medicos en 

Ozonoterapia, AEPROMO [Spanish Association of Medical Professionals in Ozone 

Therapy [3]. 

 

Current situation of ozone therapy in the medical field 
At present there are more than 40 national and international associations that bring 

together the professionals that practice this therapy, indexed specialized journals, 

continuing training courses and congresses on the subject. However, the generalized 

application of ozone therapy and its regularization by the authorities is a critical subject 

at present. Ozone therapy faces its introduction being blocked by the powerful 

pharmaceutical industry that would see the sale of its drugs diminished. In addition, 

accidents in its application could be generated by the sale of generator machines and 

devices for the therapy through the marketing of the products among health care 

professionals without complying with the established standards and/or without 

possessing adequate theoretical and practical preparation, which would damage the 

image of this therapy. Furthermore, their use by professionals not duly trained could lead 

to medical malpractice problems. 

One of the most successful and recent attempts to unify the criteria regarding 

methods and standard procedures to follow was presented in the Madrid Declaration on 

Ozone Therapy, 11signed in Madrid, Spain (June 4, 2010) during the International 



 

15 Биорадикалы и Антиоксиданты 2014 Том 1, №1 

Meeting of Schools of Ozone Therapy, organized by AEPROMO – the Spanish 

Association of Medical Professionals in Ozone Therapy, in the Royal National Academy 

of Medicine. The Declaration has been signed by 26 national and international ozone 

therapy organizations and has been translated into ten languages. At present, the 

Declaration is the only truly global document existing on ozone therapy and its 

recommendations are broadly applied in different parts of the world. However, ozone 

therapy continues to face difficulties in obtaining wide acceptance in the medical world 

and its formal incorporation in the regulations of countries. Medical professionals and 

researchers continue in the battle for the application of this therapeutic method, seeking 

the benefit of the patients in the simplest and safest way. 

It must be clear that for the practice of ozone therapy to be safe, one must: 1) Use 

an accurate generator. Within the European Union the generator must have the CE 

marking. 2) Handle precise and well defined doses, volumes and concentrations. The 

total dosage is calculated by multiplying the concentration by the volume. When the 

optimal dosage is known, a therapeutic effect is achieved without any toxicity. 3) Ensure 

that the doctor has good training in the therapy by recognized and competent entities. 4) 

Have from the health authorities the regulations that permit both the patient and the 

therapist to receive and work under safety rules. 5) Funds must be available for 

continued research [3]. 

 

 
Figure 1. Number of scientific papers referring to ozone studies. Data from the PubMed 

2009 database [12]. 

 

An analysis of the scientific works generated around the subject of the impact of 

ozone on human health showed how many of them are focused basically on the 

description of its toxic effects and its environmental impact (Fig. 1). To explain these 

effects, studies in great depth on its action mechanisms on the biological level have also 
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increased. A rapid growth in the number of studies, whether basic or applied, related to 

the medical use of ozone can also be observed. Studies that include the explanation of 

the biochemical and pharmacological mechanisms by means of which the ozone 

exercises its effects [2]. 

The main trouble for the wide-scale acceptance of ozone therapy is associated to a 

great extent with the obstacles that the large drug industry imposes, running media 

campaigns against its acceptance, to the point of reaching pure scientific ignorance. 

Unjustly and without scientific basis, it has been stated that ozone is toxic regardless of 

its use, forgetting that the effects of medical ozone, as for nearly all substances, depends 

on the dose; and that despite these false statements, ozone is considered one of the best 

disinfectants of drinking water, capable of avoiding infection outbreaks. Used in 

appropriate concentrations, ozone can activate antioxidant mechanisms that protect the 

organism from the effect of the free radicals, involved in aging and in a large number of 

pathologies. 

Despite theem piricism that preceded the practice of ozone therapy and the scarcity 

of funds available for research in this field, in recent years a growing number of books 

has been appearing (Annex I) and research papers (Annex II) that constitute scientific 

support for this therapeutic procedure. According to the Web of Science database 

reviewed in 2009, the number of papers on the use of ozone in the medical field has 

increased notably. While in the 1974-1979 period only two articles appeared, between 

2005 and 2008 this number had increased to 140 (Figure 2) [12]. 

 

 
Figure 2.Number of papers on the use of ozone in medicine (Web of Science) [2]. 

 

Physico-chemical properties and action mechanism of the ozone 
Ozone is the most important gas of the stratosphere, reaching its maximum 

concentration (above 1000 mcg/m3) at an altitude of 20-30 km. It is a gas of an unstable 

nature, sky blue in color, perceptible at concentrations between 98.16 mcg/m3-19.63 

mcg/m3. It is composed of three oxygen atoms (it is an allotropic form of oxygen). It has 

a high speed of decomposition that varies on the order of 105-106mol/s. Ozone is 1.6 
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times denser and 10 times more soluble in water (49.0 mL in 100 mL of water at 0ºC) 

than oxygen and, although ozone is not a radical molecule, it is the third strongest 

oxidant following fluoride and persulfate. Ozone is produced from three basic sources of 

energy: Chemical electrolysis, electrical discharges and UV light radiation. Ozone is an 

unstable gas that cannot be packaged or stored; hence it must be used immediately since 

it has a half-life of 40 min at 20ºC [3]. 

 

Action mechanisms. General aspects 
The research conducted in the 19

th
 century on ozone properties showed that it is 

capable of reacting with the majority of organic and inorganic substances up to its full 

oxidation, that is, until the formation of water, carbon oxides and higher oxides. In 

relation to its reactivity towards biological substances, the selective influence of ozone 

was established which has double and triple bonds. Among these are listed proteins, 

amino acids and unsaturated fatty acids, which form part of the composition of the 

lipoprotein complexes of plasma and of the double layers of the cellular membranes. 

The reactions with these compounds are based on the biological effects of ozone 

therapy and they have significance in the pathogenesis of different diseases. Its action 

mechanisms are closely linked to the production of four fundamental species, by 

reacting with the membrane phospholipids: ozonides, aldehydes, peroxides, and 

hydrogen peroxide (H2O2). Their interaction will mostly be with substances with double 

bonds present in cells, fluids or tissues. They also interact with DNA molecules and 

cysteine residues of proteins. In adequate and controlled quantities, these derivatives of 

the reaction of the O3 with the cellular double bonds carry out different biological and 

therapeutic functions; acting as second messengers, they activate enzymes, such as 

chemical and immune-response mediators, among others (Fig. 3) [3]. 

 

 
Figure 3.Biological and therapeutic effects of ozone. 

 

When the ozone enters in contact with the biological fluids (blood, plasma, lymph, 

physiological saline serum, urine, etc.) it dissolves in the water present in these fluids 

and reacts in seconds. The hydrophilic and lipophilic antioxidants present in those 

organic liquids exhausts a considerable quantity of the ozone dose, but if the 
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concentration applied is correct, it permits the formation of appropriate amounts of 

reactive oxygen species (ROS) and product of the lipoperoxidation (LPO). The 

formation of ROS in the plasma is extremely rapid (less than one minute) and is 

accompanied by a small transitory decrease, depending on the ozone, of the antioxidant 

capacity (which goes from 5% to 25%). This antioxidant capacity recovers its normal 

level at 15-20 min. But the hydrogen peroxide and other mediators have diffused it to 

the interior of the cells, activating different metabolic routes in erythrocytes, leucocytes 

and platelets, leading to numerous biological effects [13]. The hydrogen peroxide then 

acts as a signaling molecule in the intracellular medium, 14 a messenger that the 

therapeutic dose of ozone has been discharged. 

Effect of ozone on the metabolism of oxygen 
The effects of ozone on the metabolism of oxygen can be explained from its 

promoting action of: 1) Changes in the rheological properties of the blood. 2) Increase in 

the speed of glycolysis of the erythrocyte [3, 10]. 

The rheological changes can be explained by its effects on a) the reversal of the 

erythrocytic aggregation of occlusive arterial diseases (it improves the transmembrane 

electrical charges and the values of tissue ATP). b) It increments the erythrocytic 

flexibility and plasticity. c) It favors tissue oxygen transport and delivery.  

The effects on the deformation of the erythrocytes and on the metabolism of the 

erythrocyte are relevant in the actions of the ozone on the circulatory system. As a result 

it produces a net increase in the improvement of the transport of oxygen to the tissues. 

The most probable is that this effect takes place after one treatment cycle and acts 

through a mechanism not mediated by receptors. The net effect is similar to that which is 

achieved with physical training for which reason it is not appropriate to consider it as a 

doping practice.  

The increase in the speed of the glycolysis of the erythrocyte is evidenced after one 

cycle of ozone therapy, by noting an increase in the Partial Oxygen Pressure (PO2) in 

arterial blood and at the same time a decrease in the PO2 in the venous blood. This 

occurs due to a slight decrease of the intracellular pH (Bohr effect) or an increase of the 

concentrations of 2.3-diphosphoglycerate. 

The LPO during this period act as stress factors on the bone marrow, and these 

frequent stimulations produce adaptation of erythrogenesis to the ozone stress, with 

upwards regulation of antioxidant enzymes. The newly generated erythrocytes possess a 

G-6PD activity greater than that of the old ones, for which reason they have been 

referred to as super-gifted erythrocytes [10].Consequently, a patient with chronic 

ischemia in a limb that is subjected to ozone therapy can improve thanks to the 

formation of cohorts of erythrocytes increasingly more capable of carrying oxygen to the 

ischemic tissues.  

In the same way, 2.3 diphosphoglycerol (2.3 DPG), derived from the increase of the 

glycolytic process, is a direct inhibitor of the hemoglobin affinity for oxygen, facilitating 

the detachment of oxyhemoglobin from the latter: 

HbO2+ 2.3 DPG  Hb + O2 

The repairing action of ozone has demonstrated being capable of recovering the 

internal wall of the small blood vessels, and evidence of this reality is the excellent 

results of a randomized clinical trial, published in the European Journal of 
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Pharmacology (2005), where the recoveries of ulcers in diabetic patients are highly 

significant [15]. The beneficial effect of this gas on another element, nitric oxide, has 

also been shown; this element is crucial in maintaining optimal levels of vasodilation, 

and therefore, the blood flow throughout the entire body [16]. 

Today we can ensure that with this therapy, of very low risk, the cellular damage 

due to the lack of oxygenation decreases substantially, regardless of the underlying 

disease. In addition, the products of the ozone decomposition behave like biological 

activators, which improve the level of energy and the capacity of our defense system, in 

benefit of diseases of allergic-autoimmune types such as psoriasis, asthma and 

rheumatoid arthritis [17, 18]. 

It has been scientifically demonstrated that the controlled applications of medical 

ozone improve the cellular antioxidant machinery by having measured in the interior of 

the cells higher quantities of antioxidant agents, such as reduced glutathione or the 

superoxide dismutase [19]. As a direct consequence, the ozone acts as a real cellular 

trash collector, cleaning up the free radicals. In keeping with this concept, ozone therapy 

would have an anti-ageing effect on the cells. Aware that a greater quantity of 

publications and research is necessary, papers of excellent rigor and quality can 

currently be consulted in journals as prestigious as Nature, Transplant International, 

Shock, Free Radicals, Mediators of Inflammation, International Journal of 

Pharmacological Research, Liver International, and the Revista Española del Dolor 

[Spanish Journal of Pain], among others (See Annex I and II), which scientifically 

endorse this therapy sufficiently.  

Ozone as a modulator agent of the immune response 
We know how complex the human immune system is, characterized by cellular or 

humoral responses, depending on what is required and on the pathology in question. All 

of them can be regulated by ozone. The questions would be: in what way? 

Different research studies have demonstrated that ozone therapy has an immune-

modulating action, through the synthesis or release of immune-stimulating or immune-

suppressing cytokines. All of them are self-regulated with each other, for which reason 

the production of cytokines will not surpass values beyond what is necessary, once the 

counter-regulating elements are activated. Satisfactory results have been reported from 

applying ozone therapy to patients with conditions characterized by an exaggerated 

immunological response (the case of auto-immune diseases), as well as others with 

deficiency in their immunological functions.  

The immunological actions of ozone on the blood is directed, fundamentally, to the 

monocytes and to the T lymphocytes, which once induced, release small quantities of 

practically all the cytokines, thus the release will occur in an endogenous and controlled 

manner. This regulation is given because the ozone acts as an enhancer of the 

immunological system by activating the neutrophils and stimulating the synthesis of 

some cytokines [20, 21]. 

Certain transcription factors intervene in the regulation (i.e., NFK-β) which, as their 

name indicates, favor the transcription and transducing processes at the DNA level, 

acting as a promoter of this site (or series of nitrogenous bases) where the transcription 

of DNA to RNA occurs directly, in order to lead to the increase or suppression in the 
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synthesis of a particular cytokine, either pro-inflammatory or anti-inflammatory (Fig. 4) 

[22]. 

 
Figure 4. Action mechanism of the ozone as regulator of the cytokine synthesis 

 

Ozone acts through different action mechanisms. The optimization of the oxidant 

and antioxidant systems of the organism is one of the basic biological effects of the 

systemic interaction of ozone therapy, which is realized through the influence of the 

cellular membranes and consists of the normalization of the balance of the product levels 

of the peroxidation of the lipids and the antioxidant defense system. The hypothesis that 

an oxidant agent such as ozone can induce an antioxidant effect constitutes a great 

challenge for the researchers on the subject. In 1998 the first experimental papers 

appeared that elucidated the so-called oxidative pre-conditioning [23]. 

The following year the effects of O3 on neuromodulation were evaluated, finding 

that this gas is capable of inhibiting the release of neuromediators by an effect probably 

related to the modulation of the cytosolic calcium concentrations at the pre-synaptic 

level [24]. The clinical use of ozone was extended to different pathologies as its action 

mechanisms were elucidated, in particular their possibilities of activating endogenous 

antioxidant defense mechanisms. Its use in different pathologies linked to oxidative 

stress, of inflammatory and degenerative origin (autoimmune syndromes, rheumatoid 

arthritis, trauma, neuronal apoptosis, ageing, among others) became increasingly 

generalized. This pre-conditioning effect that ozone exercises is similar to that taking 

place with ischemic pre-conditioning. 

The fact that ozone at controlled doses can have antioxidant effects represents a 

therapeutic resource of great value in the treatment of multiple diseases that are 

manifested with a weakening of the endogenous antioxidant system. As a response to the 

introduction of the ozone in tissues and organs the compensatory increase occurs 

especially of the activity of the antioxidant enzymes such as: superoxide dismutase 

(SOD), catalase and glutathione peroxidase, which are broadly represented in the cardiac 

muscle, liver, erythrocytes and other tissues. 
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Bactericide effect of ozone 
According to microbiological research data, the ozone is capable of killing all the 

known types of gram-positive and gram-negative bacteria, including the Pseudomonas 

aeruginosa and Escherichia coli, both bacteria are tremendously resistant to antibiotics. 

The local disinfectant, antiviral and antibacterial effects of ozone, therefore, are due 

to its germicide capacity, basically to its high oxidant capacity on the bacterial walls. 

This fact makes it a general broad spectrum germicide on which the classic mechanisms 

of microbial resistance do not act. Although at first it was thought that physiologically 

the generation of H2O2 was responsible for eliminating the microorganisms, new 

hypotheses have been presented based on which the concentrations of H2O2 are very low 

for achieving this effect. Such hypotheses indicate that H2O2 is only an intermediary in 

the formation of agents with greater oxidant power such as O3. 

The bactericide effect of ozone in the gram-positive flora of festering wounds and 

of trophic ulcers is made more effective when a high resistance of the microbes to the 

usual antibiotics is increasingly evident. This makes it a treatment of choice in these 

pathologies. 

It is interesting to highlight that in 2003 it was discovered that ozone can be 

generated in vivo in activated neutrophils [26]. This discovery has a striking impact 

since it shows that this substance has a physiological role, not only as a bactericide agent 

but rather one that could form part of the physiological amplifying mechanisms of the 

inflammation and the activation of associated genes. Ozone in vivo is formed from 

singlet oxygen (
1
O2*), a reaction that is probably catalyzed by antibodies. The possibility 

is not ruled out of the existence of an endogenous enzyme (ozonase) that is capable of 

detoxifying the ozone. These subjects are at this moment being studied, the short half-

life of ozone and the absorption of UV light at 260 nm (near to where they absorb 

proteins, nucleic acids and other oxidants such as H2O2and HOCI) make this type of 

research difficult (Fig. 5). 

 

 
Figure 5. Schematic representation of the processes that lead in vivo to the formation of 

O3 by activated neutrophils. O2*-, superoxide anion radical; 
1
O2*, singlet oxygen; MPO, 

myeloperoxidase; HOCL, hypochlorous acid; HO*, hydroxyl radical; NADPHox, 

NADPH oxidase; IgG, immunoglobulin G; H2O2, hydrogen peroxide; H2O3, dihydrogen 

trioxide [2]. 
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General actions 
The general effects of ozone are: 1) disinfectant and direct trophic effects, when it 

is applied locally. 2) Antibacterial and systemic antiviral effect due to a discrete 

formation of peroxides. 3) It increases the deformity of the red blood cells with relative 

improvement of blood circulation. 4) It improves the delivery of oxygen to the tissues. 

5) It improves the red blood cell metabolism, making the metabolism of glucose more 

efficient. 6) It improves the metabolism of the fatty acids for the activation of 

antioxidant enzymes in charge of eliminating peroxides and free radicals. 

 

Effects of ozone on metabolism 
The principal metabolic effects attributed to ozone are: 1) Increment of the use of 

glucose at the cellular level. 2) It improves the protein metabolism. 3) Direct effects on 

the unsaturated lipids, it oxidizes them and induces at the same time the repair 

mechanisms. 

Action mechanism of ozone therapy on pain 
Different data coming from the scientific research recognizes that ozone has a dual 

action mechanism: analgesic and anti-inflammatory. These effects seem to be due to its 

way of acting on diverse targets: 1) Decrease the production of mediators of the 

inflammation. 2) The oxidation (inactivation) of metabolic mediators of pain. 3) It 

clearly improves local blood microcirculation, with an improvement in the oxygen 

delivery to the tissues, essential for the regeneration of anatomic structures; the 

elimination of toxins and in general to the resolution of the physiological disturbance 

that generated the pain. 

 
Figure 6. Photo of a patient with sub-scapular pain 1 min. after the injection (injection 

points marked with an X) with O2/O3 8 μg/mL, 2-3 mL. Note that in the area in which 

pain is reported (central and right of the photo) there is a rosy coloring (erythema) while 

in the area where there is no pain (left of the photo) the erythema does not appear 
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Figure 6 shows an interesting clinical observation: the application of ozone in an 

area where pain is experienced turns it red. The ozone has a revealing effect of the 

painful area. The possible explanation of this phenomenon could be the oxidation of 

specific mediators of the pain that the ozone could cause, but it is a subject that needs to 

be studied in greater depth. The anti-inflammatory effect of ozone is based on its 

capacity to oxidize compounds that contain double bonds, among them the arachidonic 

acid, and derived prostaglandins that participate in large concentrations in the 

development and in the maintenance of the inflammatory process [28]. 

There is an additional mechanism with which the analgesic effects of ozone have 

been attempted to be explained. It is the reflex mechanism, already invoked for other 

techniques such as acupuncture. It is a mechanism by which a stimulus (in this case the 

puncture with the gas or the products formed by the ozone-pain mediator interaction) 

could activate endogenous analgesic mechanisms with the consequent increase in the 

concentration of endogenous endorphins (structures similar to morphine produced by 

our body) that has an analgesic effect. The treatment with ozone produces a short-and 

long-term effect (Fig. 7).  

 
Figure 7.Evolution of patients with back pain and cervical pain treated with ozone with 

the intramuscular paravertebral technique in time. The scale of 1-10 indicates the 

perception of pain by the patient (0 means intense pain, 8-10 minimum pain) [12]. 

 

Disc herniation. The pulposus nucleus of the herniated disc contains very high 

values of phospholipase A2 which can initiate the inflammatory cascade and other 

inflammatory mediators such as prostaglandins, leukotrienes, bradykinin and histamine. 

When an annular crack is produced in the disk, which is the first phase of disc 

degeneration, these substances are released by the nucleus and may cause radiculitis, 

although there is no radicular compression. 

The use of ozone therapy in the treatment of pain that disc herniation generates has 

been shown for more than 30 years of research on the subject. Thus, for example in 
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some regions of Italy, such as Lombardy and Sicily the treatment has been included in 

the group of medical procedures that is covered by the Health Service. 

Why does ozone work in disc herniation? A water-resistant effect is produced in 

herniated discs. The nucleus pulposus of the hernias contain a large part of water and 

mucopolysaccharides. The O3 causes lysis or dispersion of the water and oxidation of the 

mucopolysaccharides that make up the nucleus, and upon being released, entails a 

desiccation of the disc, eliminating the pressure on the root, and therefore, the pain. In 

addition it promotes the healing of this nucleus since it does not have edematous (water 

retention) characteristics. With this, the hernia decreases in size and can even disappear. 

In addition, ozone therapy acts in this case eliminating the inflammatory factor because 

it fosters the elimination of the mediator substances of the pain and in particular several 

mediators that in this specific case amplify the painful sensation. In the case of 

intradiscal injection, there is reliable proof that the ozone reacts with complex 

macromolecular components, such as the proteoglycans and the glycosaminoglycans 

[29, 30]. 

The reaction entails the oxidation of these substrates and the degradation of intra-

and intermolecular chains, which leads to the disintegration of the tridimensional 

structure. The collapse releases the trapped water, which, after being reabsorbed, permits 

reducing the intradiscal pressure and the consequent disappearance of the pain, by 

decreasing the compression on the nerve root. Since the ozone is also released along the 

route of the injection (intraforaminal), the final therapeutic effect is due to the 

combination of vascular and biochemical effects (improved oxygenation, correction of 

the local acidosis, and the disappearance of the venous and lymphatic stasis).  

Thus, the application of intradiscal and paravertebral ozone works on different 

levels: 

a. Inhibition of prostaglandin E2 and phospholipase A2 (similar to steroids) and 

other cytokines pro-inflamamtories (IL 1, 2, 8. 12, 15, interferon α).  

b. Increase in the release of immunosuppressive cytokines (IL10, factor B1): 

analgesic and anti-inflammatory.  

c. Increase of local microcirculation, reduces venous stasis: analgesic effect, 

because the nerve root is very sensitive to hypoxia.  

d. Presentation of a direct effect on the mucopolysaccharides and proteoglycans 

from the pulposus nucleus, which is called ozonolysis, producing a chemical discolysis 

with water loss and dehydration.  

e. Subsequently, there is a matrix degeneration, which is replaced by collagen fibers 

in approximately five weeks, and by the formation of new blood cells: reducing the 

volume of the disc.  

 

In summary, there is a dual ozone action mechanism in the Radicular Compression 

Syndrome: on the one hand, the dehydration of the material disc that would reduce the 

compressive mechanical factors on the root and the other, interrupting the inflammatory 

process with immediate installation of an analgesic effect.  

Two recent meta-analysis about ozone treatments for herniated lumbar discs have 

been published in journals with high impact factors. They have demonstrated that ozone 
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therapy is more efficient than control group with low index of adverse events and also 

enormous advantages in regards to cost [31, 32]. 

For paravertebral ozone therapy level of evidence was II-1 and the grading of 

recommendation was I-B. For intradiscal ozone therapy level of evidence was II-3 and 

the grading of recommendation was I-C32. 

We may conclude that the paravertebral infiltration or percutaneous discolysis with 

ozone has been demonstrated effective and safe in the treatment of lumbar pain. Pain 

and function outcomes are similar to the outcomes for lumbar discs treated with surgical 

discectomy [31], but with a much lower index of adverse events. 

 

Clinical indications of ozone and adverse reactions 
The principal clinical indications of ozone are shown in Table 1. A broader 

explanation of the dosage and the general procedures is found in the Madrid Declaration 

on Ozone Therapy. 

 

Table 1. Principal therapeutic indications of ozone by specialization 

Specialization Pathology 

Dermatology Herpes Zoster and simplex, acne, eczema, 

lipodystrophy (cellulite), mycosis, psoriasis, atopic 

dermatitis, burns degrees with different  areas, infective 

and prolonged wounds, post traumatic, postoperative, 

firearms osteomyelitis. 

Internal Medicine Hepatitis, diabetes, atherosclerosis, arterial 

hypertension, osteoarthritis, asthma, chronic bronchitis, 

gastritis, gastric ulcer, Crohn's disease, chronic 

constipation, hypothyroidism. 

Nephrology / Dialysis Adjuvant in the treatment of ischemic-metabolic 

pathologies. 

Neurology Migraines, depression, vasomotor cephalea, neuro-

vascular disorders. 

Dentistry Treatment of cavities, disinfection of cavities during 

surgery and post-operatory period. Periodontitis, 

aphthas. 

Orthopedic Rheumatology Disc-radicular conflicts, disc herniation, articular 

rheumatism, lumbago, osteoarthritis, arthropathy, 

periarthritis, rheumatoid arthritis. 

Angiology Venous insufficiency, diabetic ulcer, arthropathy, 

coronaropathy, gangrene, postphlebitic ulcer, peripheral 

vasculopathy. 

Gynecology Bacterial infections by protozoa or mycosis, Bartholin's 

cyst, vaginitis, menopause, chronic pelvic 

inflammation, infertility. 

Immunology Immuno-modulator, autoimmune disorders, adjuvant in 

treatments with radiation and in immunodeficiency. 



 

26 Биорадикалы и Антиоксиданты 2014 Том 1, №1 

Adverse reactions 

Ozone therapy, if it is applied respecting simple rules, does not have side effects 

(e.g. lung toxicity) and has very few contraindications. Numerous clinical experiments 

indicate that the adverse reactions to the treatments with the ozone/oxygen mixture are 

rare and in the majority of the cases they are related to errors in the administering 

technique. In Germany in 1988 more than a million autohemotransfusions with ozone 

were performed without the Department of Control of Adverse Effects Caused by Drugs 

registering a single adverse event. In this analysis it is necessary to distinguish between 

the effects that can originate from the application of an incorrect technique and those 

that can be caused by ozone per se. 

Adverse effects produced by ozone therapy: Ozone is not a drug and as such it does 

not cause side effects, does not cause allergic reactions and in general no interactions 

with other drugs have been described. The administering of the ozone in general is well 

tolerated by the patients; only when excessive doses are used may the patient feel a 

sensation of heaviness. This discomfort occurs in few patients; it is of short duration and 

is resolved spontaneously. Only in exceptional cases the painful stimulus induced by the 

needle puncture or the perception by the patient of his own blood can induce in the 

patient a vagal crisis (bradycardia, low pressure and sweating) which in general is 

transitory and does not need pharmacological treatment. Despite this, in every clinic 

where ozone therapy is practiced there must be a first aid kit and every provision made 

to act in these cases, although they are of rare occurrence. 

The use of plastic bags that are not resistant to ozone can also lead to discomfort 

such as headaches. If the proper material is not used, the ozone reacts with the plastic 

material and introduces toxic compounds in the blood that are responsible for the 

adverse effects described [33].In summary, the side effects are related to high doses of 

ozone, inappropriate use of materials, incorrect insertion of the needle, or to subjective 

factors of each patient. All can be minimized by the therapist if he knows the origin of 

these secondary effects. 

It is important to clarify that ozone as well as oxygen do not cause embolism, due to 

the fact that the blood is thirsty for them and dissolves them very quickly. The few cases 

of embolism and death during the practice of ozone therapy have been due to various 

factors. The direct inoculation of the gas in the blood stream by a physical effect; the 

coagulation mechanisms are activated by introducing a great volume of gas. In other 

cases, embolism has been produced when equipment is used that generates medical 

ozone from the atmospheric air or when the ozone was injected in cavities or within the 

bone marrow. In all cases, the accidents were produced by iatrogenesis, that is, caused 

by the irresponsibility of the healthcare personnel that used inappropriate methods or 

low-quality ozone for the therapy. 

When the application of ozone requires using large volume of gas, for example in 

lipodystrophy, it is important to make sure by different techniques, such as 

echocardiography, of the absence of aneurisms in the interatrial septum that are 

frequently associated with PFO (Patent foramen ovale) which, in turn, is the cause of 

embolism. 

Complications related to the technique: are basically due to the trauma that is 

caused by the introduction of the needle into the anatomical structures during the 



 

27 Биорадикалы и Антиоксиданты 2014 Том 1, №1 

penetration. The complications can be: hematomas (due to puncture of a blood vessel or 

extravasation of blood), pain or paresthesias with radicular distribution to the lower arch 

(due to contact of the needle with the nerve root) and discitis (inflammation of the inter-

vertebral disk) in the case of the intradiscal technique. 

In all the cases, the complications can be minimized and their origin is in the use of 

an incorrect technique. Therefore, an expert ozone therapist has less probabilities of 

incurring in this type of error. Isolated cases of expulsion of the disc from the vertebral 

canal have been described in the scientific literature, when the CT-guided intra-discal 

ozone therapy technique has been performed. Even in these cases an excessive dose of 

ozone must have been used and the clinical protocols that are in effect for this method 

must not have been respected. 

It is worthwhile to compare the safety of ozone therapy with that which is 

originated by other factors. For example, by comparing the data from the Center of 

Disease Control of Atlanta, Georgia (USA) and the reports of adverse reactions 

described for ozone therapy of Germany, where it is estimated that around 10 million 

treatments have been performed in the last 40 years, we can appreciate how low the risk 

of the use of ozone is. 

The studies that best show the complications of ozone therapy are found in the 

thesis by Jacobs (1986): Typical Complications in Ozone-Oxygen Therapy. The reasons 

for the research were the demands being brought by the community of German ozone 

therapists coming from the physicians that received data from the non-professional press 

on cases of complications with this new therapeutic method. Starting with this situation, 

the community of ozone therapists conducted in 1980 (at its own initiative) the analysis 

of the frequency and the qualitative composition of the complications, in comparison 

with the results of ozone therapy [3]. 

In German-speaking territories 2,819 surveys were distributed to all the ozone 

therapists, of which 644 responses were received. In them, 159 physicians documented 

336 cases of complications in 384,775 patients that received this treatment, to which 

5,578,238 sessions of ozone therapy were applied. Considering all the cases of 

complications, they were produced in 6 out of every 100,000 sessions, which meant one 

complication for each 16,667 cases of ozone application. The cases were analyzed to 

determine in which the cause of the complication had been the ozone itself; as well as 

the cases related to its incorrect usage, when the supposed interrelation between the 

complication and the influence of the ozone had been completely excluded. It was 

observed that, of the 336 cases of complications, in only 40 of them (16%) the presumed 

cause had been the ozone, dealing with allergic reactions, phenomena of hypoglycemia 

and skin conditions in the area of administration. In the remaining 84% of the cases, the 

complications were not related to the actions of the ozone, but rather they were the result 

of incorrect anticoagulant treatments; or of other types of improper treatment, such as 

the use of medication, wrong techniques of administering the ozone and non-sterile 

handling. 

Starting with the 40 cases mentioned above, the calculation of the so-called pure 

complications coefficient was 0.7 cases in 100,000 sessions of ozone therapy. The 

author concluded that in comparison with the secondary effects of other types of 

treatments, this is an insignificant quantity. He cited the data of the representative of the 
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company Sandoz, which shows that of the total number of patients hospitalized in the 

entire world, intolerance to the medicinal preparations varies between 6.4% and 25%. 

If we make a comparative analysis regarding the safety of this therapeutic method, 

we must necessarily refer to the world plan coordinated by the World Health 

Organization (WHO) to take on the possible and different causes that may generate the 

deficiency existing on the subject of hospital safety. This plan indicates that in the 

industrialized countries, the nosocomial infections complicate between 5% and 10% of 

the admissions in intensive care of the hospitals. In the developed countries, the 

intrahospital operations produce greater complications, disability and prolonged 

hospitalization in 3% to 16%. Each year at least seven million incapacitating 

complications are produced, which include a million deaths [34]. Furthermore, the WHO 

indicates that out of every ten patients, approximately one is injured while receiving 

hospital care [34]. 

In Spain, of 5,624 hospitalized patients analyzed in the National Adverse Effects 

Study, adverse effects were detected in 1,063 (18.9%). The health care was responsible 

in 9.3% of the cases, while the hospital care was responsible in 8.4%. Medication was 

the cause of adverse effects in 37.4% of the cases, nosocomial infections of any type in 

25.3% and 25.0% were related to technical problems during a procedure [35]. 

Approximately 15% of the patients on whom a central venous catheterization was 

performed suffered complications, which put in danger the safety of the patient and 

increases the stays and the costs linked to the hospitalization, indicates a study fostered 

by the Spanish Society of Intensive Medicine. Critical and Coronary Units 

(SEMICYUC) [36, 37]. 

Despite the efforts that the hospitals are making to reinforce hospital safety, the 

figures continue being important. The health care infection rate, which was 6.5% in the 

years 2003 and 2004 in Spain, increased in 2007 to 7.0% [38]. The French newspaper Le 

Monde indicated that on average "900 medical accidents occur each day in the French 

hospitals and clinics, of which 400 would be avoidable", citing a study of the French 

Health Ministry [39]. The most delicate issue is rooted in the fact that the study 

recognizes that the comparative results of 2009 with respect to the previous survey of 

2004 were similar and, therefore, the improvements were minimal [40]. 

In the Spanish intensive care units, the most frequent adverse effects produced 

directly or that are associated with greater morbidity and mortality among the critical 

patients are: 1) pneumonia related to mechanical ventilation (N-VM), 2) urinary 

infections related to urethral catheterization (IU-SU), 3) primary bacteremias and those 

related with vascular catheters (BP-C), 4) secondary bacteremias (BS) [36]. 

The described situation entails a serious economic hemorrhage. Hospital errors –

indicates the WHO-have cost some countries between 6 billion to 29 billion U.S. dollars 

for additional hospital costs, infections acquired in the hospitals, economic loss to the 

patients, and court processes. The WHO warns that the safety of the patient is today a 

global problem that affects all the countries, regardless of their economic development 

[34]. The terrifying level of the cited figures which are devastating in themselves in 

terms of diseases and human lives, along with the economic drain that it involves, has 

led the WHO to say that up to 50% of the complications and the deaths could be avoided 

if the basic required care is observed [34]. 



 

29 Биорадикалы и Антиоксиданты 2014 Том 1, №1 

It is worthwhile to add what was stated by the Nobel Laureate in Medicine, Richard 

J. Roberts, when he affirmed that the drug companies often are not as interested in 

healing you as in getting your money, so that investigation, suddenly, is diverted to the 

discovery of drugs that do not heal completely, but chronify the disease and make you 

experience an improvement that disappears when you stop taking the drug (…) It is 

usual that pharmaceutical companies are interested in research that doesn’t cure but 

only make illnesses chronic with more profitable drugs that the ones that would 

completely cure once and forever [41]. 

The above is confirmed when in Spain the adverse effects could have been avoided 

in 42.8% of the cases [35]. The promotion of the campaign of the practice of clean 

hands in the hospital centers as a hygienic measure to prevent nosocomial infections, 

something that, although of common sense, only is complied with in 50% of the centres 

[42]. In view of the situation of the safety of the medical treatments that we have 

indicated, we can conclude that the use of intra-hospital ozone would effectively help to 

reduce the nosocomial infections, thanks to their potent bactericide properties. 

On the other hand, around 55 thousand people in the United States and an 

undetermined number of Europeans may have died for taking VIOXX, one of the 

selective inhibitors of COX-2 [42]. On the contrary, how many deaths from ozone have 

been recorded? None and the accidents recorded were exclusively of malpractice, and 

not for the effects of the ozone itself. We ask: Why require from ozone therapy safety 

measures over and above the existing ones described previously? Provided its dosage is 

correct, the ozone can produce a multitude of useful biological reactions, and possibly 

invert the chronic oxidative stress of age, chronic infections, diabetes, atherosclerosis, 

ischemic, degenerative and inflammatory processes. The therapeutic ozone act is 

interpreted as a non-toxic but real shock therapy, capable of restoring homeostasis [44, 

45].Therefore, provided its dosage is correct, ozone will be beneficial. 

It is clear to the international medical ozone community that ozone must be used in 

a controlled manner, like any other medication, and there must be good academic 

training in the application of the therapy. During recent decades, great efforts have been 

made and continue to be made to examine ozone therapy in a more scientific manner. 

We have at our disposal textbooks and the Revista Española de Ozonoterapia, ISSN 

2174-3215, indexed in Lantidex and Dialnet. This journal is governed under the 

international publication standards. Each year international congresses are organized and 

in the case of Spain, AEPROMO has achieved that all its congresses have been 

recognized as events of health interest. 

F. Contraindications for the use of ozone therapy  
The contraindications for the use of ozone are basically those due to ethical or 

specific deontological situations: 1) Patients that suffer a significant deficit of glucose-6-

phosphate dehydrogenase (favism). These persons should not receive this treatment, 

since an oxidation of the red blood cells could occur, causing hemolysis, due to their not 

having the protective systems against oxidation. 2) In some abnormal situations 

(imbalance) in patients with hyperthyroidism and thrombocytopenia. 3) Severe 

cardiovascular instability (recent myocardial infarction). 4) Convulsive states. 5) 

Hemorrhagic conditions (external or internal bleedings), significant hypo-coagulation 

syndrome, blood diseases, haemophylia, thrombocytopenia, hemorrhagic vasculitis, 
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acute myocardium infarctus, hemorrhagic insult, 6) pancreatitis, 7) thyreotoxicosis, 8) 

individual ozone intolerance, 9) acute alcohol intoxication, 10) Convulsions in 

anamnesis. 

Ozone therapy is not a panacea; it has precise indications in which great therapeutic 

success is attained, others in which its success is medium and others in which it is not 

useful. 

G. Who can perform ozone therapy?  

Ozone therapy must be performed by a physician or by a dentist; or by a 

veterinarian in the case of animals. The basic reason is that this type of treatment, if used 

improperly, exposes the patient to serious risks. For example, if the injections are 

performed at an improper site or with improper technic (e.g. directly in the veins), with 

non-sterile needles, at an excessive dosage, among others, they can lead to serious 

adverse effects such as the risk of infections or collapse due to excessive vasodilatation. 

Directly application of O3 in the veins was performed in the 1970 but is currently banned 

by the most ozone-therapist associations. The effect of the mayor authohemotherapy is 

more effective with practically no side effects. In contrast, direct application of O3 in 

veins can induce emboli, tachycardia, anxiety and sweating that can persist up to 48 h. In 

fact, today application of O3 can be considered a mala praxis. 

Due to the scarcity of controls on this therapy and the non-existence of clear rules 

in this regard in the majority of the countries where it is practiced, upon occasion ozone 

therapy has been practiced by personnel that do not know with precision the correct 

protocols to follow and therefore they have exceeded the dose, the number of injections, 

and the frequency with which the treatment is repeated. They have used machines not 

suitable for generating quality medical ozone, failed to obtain satisfactory results or even 

worse, they have caused damage to the patients. This is the reason why the international 

medical ozone community is acting to advocate for the establishment of controls and 

regulation of the therapy through the corresponding health institutions, duly advised by 

the existing scientific associations of ozone therapy or even better, by the International 

Scientific Committee of Ozone Therapy (ISCO3) directly. The ISCO3 is a committee 

formed by 21 prominent worldwide experts in ozone therapy, who in this position do not 

represent any association or any commercial company. 

 

Conclusions 

There is much scientific evidence on the clinical use of ozone. The physiological 

formation of a mediator similar to ozone during inflammation is an indicator of its 

potential as a new biomolecule. This discovery implies additional efforts to clarify the 

hypotheses about its action mechanism and to advance towards the execution of more in-

depth randomized and standardized clinical studies. Furthermore, the action mechanisms 

for the ozone on the biomolecules of the blood, with the consequent generation of 

various messengers responsible for its biological effects, have been clear since 2002. 

Official medicine does not take into account the effectiveness of ozone therapy, 

principally because:  

1) It is excessively centered on the molecular mechanisms of drug-receptor 

interaction and ignores the capacity of ozone as a pro-drug. 
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2) Most clinics are not aware that ozone can dramatically change the course of 

several diseases by means of the activation of multiple pathways. 

3) The pharmaceutical industry has a good reason for ignoring ozone, since it costs 

almost nothing, is not patentable and does not produce wealth. 

The lack of sponsors is also a constant obstacle since it makes it impossible to find 

grants for controlled, multi-center and randomized studies comparable to those that the 

pharmaceutical companies finance. The clinical trials, the number of books and articles 

on basic and applied subject relating to ozone therapy grow daily. The professionals who 

practice ozone therapy must know all the steps to carry out the clinical trials to make this 

discipline stronger and more credible and to support it with scientific rigor from the 

clinical point of view. The battle for the regularization of this medical practice in the 

different countries where it is being practiced must also continue. 
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ИЗУЧЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЭФФЕКТОВ ВЫСОКИХ ДОЗ 

ГАЗООБРАЗНОГО ОКСИДА АЗОТА IN VITRO 

А.К. Мартусевич, А.Г. Соловьева, С.П. Перетягин, А.Д. Плеханова 

ФГБУ «Приволжский федеральный медицинский исследовательский центр» 

Минздрава России 

ФГБОУ ВПО «Нижегородская государственная сельскохозяйственная академия» 

 

Abstract 

The aim of this work is complex estimation of nitric oxide action on whole blood of 

healthy people. We tested reaction of whole human blood (n=14) on processing with 

NO-contained cold plasma. We executed of direct sparging of blood samples by gaseous 

flow with NO in special plant. NO-contained cold plasma generated by apparatus 

«Plazon» (Russia). We modeled typical conditions of gaseous flow action with NO 

concentration 800 mcg/l. Middle power of gas flow was used. Blood sparging time was 

2 min., exposition time - 3 min. Every blood sample volume was 5 ml. We tested lactate 

dehydrogenase activity in direct and reverse reactions, aldehyde dehydrogenase and 

superoxide dismutase activity, total protein and lactate level, acid-base balance and 

blood gases partial pressure. For integral assessment of energy metabolism changes 

number of derivative parameters (coefficients of energy reaction balance and substrate 

provision) were used. Two series of experiments are executed for estimation of reactive 

oxygen species (ROS) presence in gas phase (from «Plazon») and in 0,9% sodium 

chloride solution, processed by this gas products. It was stated, that there are 350-600 

mcg/l of ROS in gas flow, generating by «Plazon». At this gas salvation in sodium 

chloride solution ROS level was over 10 mg/l, saving during 10 minits. Our experiments 

shown, that whole human blood processing with gas flow NO-contained (NO 

concentration – 800 mcg/l) causes strong changes of its physical and chemical 

parameters. This exposure leads to inhibition of erythrocytes energy metabolism, 

decreasing of plasma antioxidant reserves, moderate ionic disorders and of acid-base 

misbalance in blood samples in vitro.  

Key words: nitric oxide, blood, energy metabolism, acid-base balance, lactate 

dehydrogenase 

 

Изучена реакция цельной крови здоровых доноров (n=14) на еѐ обработку 

NO-содержащей холодной плазмой, полученной с помощью аппарата «Плазон». В 

образцах крови оценивали активность лактатдегидрогеназы в прямой и обратной 

реакциях, альдегиддегидрогеназы и супероксиддисмутазы, уровень общего белка, 

концентрацию лактата, показатели кислотно-щелочного равновесия и парциальное 

давление газов крови. С целью интегральной оценки сдвигов энергетического 

метаболизма использовали ряд производных параметров (коэффициент баланса 

энергетических реакций, коэффициент субстратного обеспечения). Также 

проведено 2 серии экспериментов, направленных на уточнение наличия активных 
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форм кислорода в газовой фазе, генерируемой аппаратом «Плазон», и в 

физиологическом растворе при его барботаже NO-содержащей холодной плазмой. 

Установлено, что в газовом потоке, генерируемом медицинским аппаратом NO-

терапии «Плазон», определяется наличие активных форм кислорода в 

концентрации 350-600 мкг/л. При растворении газового потока в 0,9% растворе 

хлорида натрия в нем обнаруживается и сохраняется более чем 10 минут 

концентрация АФК на порядок выше регистрируемой в газовой фазе. Показано, 

что обработка цельной крови человека NO-содержащим газовых потоком 

(концентрация оксида азота – 800 ppm, расстояние от сопла аппарата – 10 см.) 

приводит к существенным изменениям физико-химических показателей крови. 

Наблюдается ингибирование энергетического метаболизма, снижение 

антиоксидантных резервов плазмы, развитие ионного дисбаланса и нарушения 

кислотно-щелочного равновесия в образцах крови in vitro. 

Ключевые слова: оксид азота, кровь, энергетический метаболизм, 

параметры кислотно-щелочного равновесия, лактатдегидрогеназа 

 

NO - токсичный газ, способный выступать в биосистемах как свободный 

радикал, имеющий короткий период полужизни (4 с.) и легко подвергающийся 

различным химическим трансформациям. Он непрерывно продуцируется в 

организме человека и животных ферментным и неферментным путями, оказывая 

ключевое воздействие на целый ряд принципиально различных физиологических 

и патологических процессов. 

Раскрытие многочисленных биологических эффектов монооксида азота (NO) 

послужило импульсом для «биологической революции», связанной с открытием и 

изучением его многогранной роли в биологических процессах [2, 5, 7, 18, 19]. 

Следствием этого стало признание журналом «Science» в 1992 г. NO «молекулой 

года» и получение учеными из США R.F. Furchgott, L.J. Ignarro и F. Murad 

Нобелевской премии в области физиологии и медицины за выяснение роли оксида 

азота в функционировании живого организма [5]. Следует отметить, что в 

последнее десятилетие число работ в данной отрасли науки растет лавинообразно 

[4, 5, 9, 13, 19-21]. 

Современный уровень знаний о биомодуляторной активности данного 

соединения позволяет разрабатывать медицинские технологии, основанные на 

применении экзогенного NO или стимуляции эндогенного синтеза последнего [9, 

12, 13, 20]. Так, лечебная эффективность экзогенного NO, применяемого наружно, 

заключается в нормализации микроциркуляции за счет вазодилатации, 

антиагрегантного и антикоагулянтного действия оксида азота; собственном и 

опосредованном пероксинитритом (образующимся в тканях при взаимодействии 

NO с супероксид-анионом) бактерицидном действии; индукции фагоцитоза 

бактерий нейтрофилами и макрофагами; активации антиоксидантной защиты; 

улучшении нервной проводимости (нейротрансмиссии); регуляции 

специфического и неспецифического иммунитета; прямой индукции 

пролиферации фибробластов, роста сосудов, синтеза коллагена, образования и 

созревания грануляционной ткани, пролиферации эпителия; регуляции апоптоза и 
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предотвращении патологического рубцевания [2, 22]. Согласно данным 

многочисленных экспериментальных и клинических исследований, эти и другие 

эффекты могут быть достигнуты с помощью инновационного медицинского 

аппарата «Плазон», генерирующего плазму, насыщенную монооксидом азота в 

фиксированной концентрации [9, 12, 13, 20].  

Рассматривая эффекты NO-терапии, проводимой с помощью аппарата 

«Плазон», следует выделить два основных активных компонентов плазменного 

потока, генерируемого этим аппаратом - монооксид азота, обладающий различной 

биологической активностью, и саму холодную плазму. Согласно данным 

последних десятилетий, последняя не инертна в отношении  биологических 

объектов [8-12]. В частности, установлено, что она способна приводить к 

уничтожению микроорганизмов на различных поверхностях [8-10], хирургических 

инструментах [11] и даже на бумажных конвертах [12]. С другой стороны, 

применение холодной плазмы может быть дополнительным методом оптимизации 

течения раневого процесса [10, 13, 14]. 

В связи с этим целью данной работы служили оценка действия газового 

потока монооксида азота (NO) на цельную кровь здоровых доноров уточнение 

наличия в, генерируемом NO-синтезатором, активных форм кислорода. 

Материал и методы исследования 

Для получения холодной плазмы, обогащенной оксидом азота, применяли 

аппарат «Плазон» (МГТУ им. Н.Э. Баумана, Россия). При использовании аппарата 

«Плазон» лечебное воздействие осуществляется путем подвода к биологическим 

тканям газовых потоков различной температуры (от 4000°С до температуры 

окружающей среды), но с неизменным содержанием в потоке оксида азота (II). 

Достигается это путем принудительного прокачивания атмосферного воздуха 

через рабочий орган аппарата – манипулятор. С технической точки зрения все 

манипуляторы аппарата «Плазон» являются генераторами плазмы постоянного 

тока, выполненными по линейной трехэлектродной схеме [22]. Гамму цепных и 

разветвленных, обратимых плазмохимических реакций, приводящих к 

образованию NO, можно выразить одной химической формулой: 

N2 + О2 ↔ 2NO – 180,9 кДж 

Проведено 2 серии экспериментов, направленных на уточнение наличия 

активных форм кислорода в газовой фазе, генерируемой аппаратом «Плазон», и в 

физиологическом растворе (0,9% растворе хлорида натрия) при его барботаже NO-

содержащей холодной плазмой. 

В первой серии экспериментов с целью исследования продуктов, 

содержащихся в газовой фазе, использовали аппарат для измерения концентрации 

озона ИКО-50 (Киров, Россия) при длине волны 254 нм., непосредственно 

присоединяя наконечник «Плазона» к трассе озонометра. Изучали состав 

продуктов газовой фазы, генерируемой аппаратом на минимальной, средней и 

максимальной мощности, продувая ее через измеритель концентрации озона. С 

учетом того, что в выбранных условиях эксперимента (фиксированное нами 

расстояние от сопла аппарата) концентрация оксида азота в газовом потоке 

составляет 800 мкг/л, проводили сопоставление результатов измерения с данными, 
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полученными для озоно-кислородной смеси (применяли озонатор «Медозонс-

БМ», Россия) с концентрацией озона на выходе из аппарата 600 мкг/л.  

Во второй серии исследований осуществляли прямой барботаж 0,9% раствора 

хлорида натрия NO-содержащей холодной плазмой в течение 3 минут, получаемой 

при трех указанных режимах мощности аппарата. Непосредственно по 

завершении барботажа измеряли оптическую плотность раствора при длине волны 

254 нм. на аппарате ИКОЖ-5 (Киров, Россия), предназначенном для оценки 

концентрации озона в растворах. В плазме, которой барботирировали 

физиологический раствор, с помощью полимерного переходника создавали 

действующую концентрацию оксида азота 800 мкг/л (расстояние от сопла 

аппарата 10 см.). Результаты измерений сопоставляли с данными, полученными 

для трехминутного барботажа аналогичного объема 0,9% раствора хлорида натрия 

озоно-кислородной смесью (концентрация озона на выходе из аппарата 600 мкг/л). 

Вторая серия экспериментов дополнительно включала исследование 

динамики концентрации АФК в физиологическом растворе на протяжении 10 

минут с момента завершения барботажа. Регистрацию уровня АФК производили 

ежеминутно в течение всего указанного периода. 

Каждую из этих серий экспериментов, включавшую по 5 исследований, 

воспроизводили по 3 раза. 

В третьей (биологической) серии экспериментов изучен характер реакции 

цельной консервированной крови (n=14) на воздействие холодной плазмы, 

насыщенной оксидом азота. Образцы крови получены от здоровых доноров. Для 

этого производили непосредственный барботаж образцов крови (5 мл) 

газообразным агентом в течение 2 минут. Генерацию холодной плазмы, 

насыщенной оксидом азота (концентрация в газовом потоке в выбранных 

условиях – 800 ppm) осуществляли с помощью аппарата «Плазон» (Россия). На 

основании этого в крови создавали концентрацию NO, равную 107 мкмоль/л. 

Экспозиция после воздействия составляла 3 минуты. Контролем выступал 

образец, на который не оказывали никаких воздействий. Эксперимент повторяли 

десятикратно. 

В донорской консервированной крови спектрофотометрическим методом 

определяли активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в прямой и обратной реакциях 

по методу Г.А. Кочетова (1980), альдегиддегидрогеназы (АлДГ) – по методу 

Б.М. Кершенгольца, Е.В. Серкиной (1981). Активность супероксиддисмутазы 

(СОД) оценивали по Т.В. Сироте (1999). Содержание белка уточняли по 

модифицированному методу Лоури. 

Уровень лактата в плазме крови и эритроцитах определяли с помощью 

анализатора SuperGL Ambulance. Показатели кислотно-щелочного равновесия и 

парциальное давление газов крови устанавливали с помощью автоматического 

анализатора ABL-77. 

С целью интегральной оценки сдвигов энергетического метаболизма 

использовали ряд производных параметров (коэффициент баланса энергетических 

реакций [КБЭР], коэффициент субстратного обеспечения [КСО]) [29]. 



 

38 Биорадикалы и Антиоксиданты 2014 Том 1, №1 

Полученные данные были обработаны в программном пакете Statistica 6.0. С 

учетом характера распределения признака для оценки статистической значимости 

различий применяли U-критерий Манна-Уитни. 

Результаты эксперимента 

В первой серии экспериментов промежуточной целью являлось измерение 

уровня активных форм кислорода в составе газообразных продуктов, 

синтезируемых аппаратом «Плазон». С учетом того, что фиксированная 

разработчиками концентрация NO в газовом потоке данного прибора (вне 

зависимости от применяемой мощности аппарата) составляет 800 мкг/л, результат 

измерения сопоставляли с данными, зарегистрированными на выходе из озонатора 

при заданной концентрации озона 600 мкг/л. 

Установлено, что при всех трех режимах работы аппарата «Плазон» в газовом 

потоке определялось присутствие АФК, регистрируемых при длине волны 254 нм, 

к которым прежде всего относится озон. Концентрация данных АФК в газовом 

потоке составляла 350-600 мкг/л в зависимости от применяемой мощности 

прибора (рис. 1), в связи с чем в качестве контроля использовали озоно-

кислородную смесь, исходно содержащую 600 мкг/л озона. Наиболее близким к 

контрольному уровню он оказался при минимальной мощности аппарата (р>0,05), 

тогда как при использовании средней и максимальной мощности уровень АФК 

был значимо ниже контрольного (полученного для озоно-кислородной смеси; 

р<0,05), но также регистрировался на достаточно высоких цифрах (300-400 мкг/л). 

На этом основании можно предположить, что в составе газовой смеси, 

генерируемой «Плазоном», присутствуют активные формы кислорода, к которым, 

в частности, относится и озон. 
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Рис. 1. Уровень активных форм кислорода в газовой фазе при использовании 

озонатора (обозначение – «озон») и генератора NO-содержащей холодной плазмы 

(NO-ХП) при минимальной («min»), средней («norm») и максимальной («max») 

мощностях работы прибора 
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Вторая серия экспериментов была направлена на регистрацию уровня АФК 

при растворении газообразных продуктов, синтезируемых аппаратом «Плазон», в 

0,9% растворе хлорида натрия. Контролем, как и в первой серии экспериментов, 

служило растворение озоно-кислородной смеси (концентрация на выходе из 

озонатора 600 мкг/л). Обнаружено, что при растворении продуктов, генерируемых 

установкой «Плазон», уровень АФК в растворе оказывается на порядок выше, чем 

в газовой фазе, практически достигая 9 мг/л (рис. 2). Следует отметить, что в 

данном случае мощность аппарата незначительно влияет на уровень АФК, хотя 

обнаруженная в газовой фазе обратная зависимость между этими параметрами 

просматривается на уровне тенденции (p<0,1 для минимальной и максимальной 

мощности прибора). 
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Рис. 2. Уровень активных форм кислорода в 0,9% растворе хлорида натрия при 

использовании озонатора (обозначение – «озон») и генератора NO-содержащей 

холодной плазмы (NO-ХП) при минимальной («min»), средней («norm») и 

максимальной («max») мощностях работы прибора 

 

В то же время растворение озоно-кислородной смеси протекает согласно 

известным закономерностям [1, 8, 10, 12, 14]: определяемая в растворе 

концентрация АФК после барботажа озоном составляет примерно 0,2-0,25 от 

измеренной в газовой фазе. В нашем эксперименте концентрация АФК в 

физиологическом растворе после барботирования озоном определялась на уровне 

120-140 мкг/л. Таким образом, растворение исследуемых продуктов газовой фазы, 

синтезируемой установкой «Плазон», обеспечивает генерацию новых (по 

отношению к имеющимся в газовой фазе) АФК в растворе, регистрируемых при 

используемой длине волны. 

Обработка изолированной крови потоком NO, генерируемым аппаратом 

«Плазон», существенно изменяла параметры большинства изученных ферментных 

систем крови (рис. 3). В частности, наблюдалось статистически значимое 

снижение активности ЛДГ в прямой реакции (на 39 и 15% соответственно; p<0,05) 
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на фоне повышения активности последнего энзима в обратной реакции (на 86%; 

p<0,05), косвенно свидетельствующее о снижении энергетических ресурсов 

эритроцитов. К адаптивным NO-индуцированным изменениям следует также 

отнести выраженное снижение активности одного из основных компонентов 

ферментного звена антиоксидантной системы крови – супероксиддисмутазы 

(СОД) (на 39% относительно контрольного уровня; p<0,05). С учетом того, что 

действие на биологическую среду холодной плазмы и NO сопряжено с 

гиперпродукцией в ней свободных радикалов [5, 10, 22-24], снижение активности 

СОД может приводить ко многим негативным последствиям, обусловленных 

действием на кровь этих радикалов. 
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Рис. 3. Влияние газообразного оксида азота на активность ферментных систем 

крови (ЛДГпр и ЛДГобр – прямая и обратная реакции лактатдегидрогеназы 

соответственно, АлДГ – альдегиддегидрогеназа, СОД - супероксиддисмутаза) 

Интересно, что обработка крови монооксидом азота практически не 

оказывала влияния на активность альдегиддегидрогеназы. 

NO-зависимые метаболические перестройки, в частности приводящие к 

нарушению физиологического функционирования ЛДГ в эритроцитах со 

смещением в сторону активации обратной реакции обуславливают 

разнонаправленную динамику концентрации лактата в плазме и эритроцитах. Так, 

в первом биообъекте (плазме крови) регистрировали минимальное снижение 

содержания исследуемого метаболита (на 6%), тогда как во втором – четкую 

тенденцию к нарастанию (на 11%; p<0,05). С наших позиций, выявленные сдвиги 

активности ЛДГ и лактата эритроцитов могут рассматриваться как предпосылки 

гипоксического состояния, смоделированного in vitro при действии высоких доз 

оксида азота на цельную кровь здоровых людей. 

 



 

41 Биорадикалы и Антиоксиданты 2014 Том 1, №1 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

КБЭР КСО

контроль

обработка NO

 
Рис. 4. Влияние обработки крови оксидом азота на производные показатели 

энергетического метаболизма 

 

Для комплексной оценки энергетического метаболизма эритроцитов мы 

применяли два производных коэффициента, включающие активность 

лактатдегидрогеназы в прямой и обратной реакции и уровень лактата в изучаемых 

клетках крови. Установлено, что обработка биологической жидкости оксидом 

азота приводит к снижению обоих коэффициентов (рис. 4). Так, коэффициент 

баланса энергетических реакций (КБЭР) снижался в 3,5 раза относительно 

контрольного образца (p<0,05), а коэффициент субстратного обеспечения (КСО) 

был ниже контрольных значений в 1,6 раза (p<0,05). Эти сдвиги демонстрируют 

наличие выраженного энергодефицита, формирующегося в крови под влиянием еѐ 

барботажа NO-содержащим газовым потоком. С учетом того, что уровень лактата 

в эритроцитах снижается умеренно, можно предположить, что основным 

механизмом наблюдающихся псевдогипоксических явлений выступают 

нарушения функционирования лактатдегидрогеназы (смещение баланса между ее 

активностью в прямой и обратной реакциях. Эта гипотеза полностью 

подтверждается более выраженным нарастанием КБЭР по сравнению с динамикой 

КСО под влиянием обработки крови оксидом азота. 

Представляют также интерес данные, касающиеся динамики парциального 

давления углекислого газа и кислорода в крови при ее обработке газовым 

потоком, генерируемым аппаратом «Плазон» (рис. 5). Выявленные изменение 

активности ЛДГ в прямой и обратной реакциях и нарастание уровня лактата в 

эритроцитах, указывающие на формирование энергодефицита, предположительно 

должны были сочетаться с падением парциального давления кислорода в крови, 

однако нами зарегистрирована противоположная тенденция – увеличение 

значения данного показателя на 107%. Подобная картина, по нашему мнению, 
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связана не с самим оксидом азота, а с особенностями «носителя» газовой фазы – 

холодной плазмы, которая содержит в себе значительное количество 

молекулярного кислорода в метастабильном состоянии и атомарного кислорода 

[30-32]. Растворение последних и обеспечивало наблюдаемый в эксперименте 

эффект гипероксигенации, сочетающейся со снижением парциального давления 

углекислого газа. 
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Рис. 5. Парциальное давление кислорода и углекислого газа в крови при ее 

обработке оксидом азота 

 

Установлено, что обработка крови газообразным NO приводило к 

минимальному закислению среды (pH=–0,08), снижению уровня биокарбонатов 

плазмы (на 44% относительно исходного уровня; p<0,05) и повышению уровня 

калия в ней (К
+
=0,43 ммоль/л). Важно подчеркнуть, что при обработке образцов 

цельной крови монооксидом азота визуально наблюдается эффект «потемнения», 

который может быть обусловлен метгемоглобинообразованием. 

Обсуждение результатов 

Разработчиками аппарата «Плазон» постулируется преимущественный синтез 

в газовом потоке смеси оксидов азота, прежде всего содержащих азот в степенях 

окисления II и IV. Это связано с тем, что молекула оксида азота обладает 

активным окислительным потенциалом и в воздушной среде вступает в реакцию с 

молекулярным кислородом с образованием химически устойчивого соединения – 

двуокиси азота (NO2), которая вследствие этого облигатно будет присутствовать в 

NO-содержащем газовом потоке. Именно наличие двуокиси азота в газовом 

потоке «Плазона» вызывает заметное подкисление водных растворов, в которые 

поступает этот поток. Это подкисление обусловлено гидролизом NO2 по реакции 

2NO2 + H2O  HNO2 + HNO3, приводящим к накоплению в среде указанных 
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кислот. Для предотвращения этого эффекта рекомендуется пропускать газовый 

поток из «Плазона» через раствор крепкой щѐлочи. 

Полученные нами экспериментальные данные позволяют предположить 

наличие в NO-содержащем газовом потоке, генерируемом «Плазоном», 

дополнительных компонентов – активных форм кислорода, среди которых 

наиболее представлен озон. В соответствии с результатами проведенных 

экспериментов, можно сформулировать следующие закономерности: 

1. В газовом потоке, генерируемом медицинским аппаратом NO-терапии 

«Плазон», определяется наличие активных форм кислорода в концентрации 350-

600 мкг/л, что сопоставимо с уровнем, регистрируемым для озоно-кислородной 

смеси с содержанием озона 600 мкг/л. При этом наблюдается обратная 

зависимость между применяемой мощностью прибора и содержанием активных 

форм кислорода в газовом потоке. 

2. При растворении данного газового потока в 0,9% растворе хлорида натрия 

обнаруживаемая в нем концентрация АФК на порядок выше регистрируемой в 

газовой фазе. Это свидетельствует об индуцированном барботажем образовании в 

физиологическом растворе значительного количества АФК. 

3. После барботирования физиологического раствора изучаемым газовым 

потоком содержание АФК, оцениваемое при длине волны 254 нм, сохраняется на 

постоянном уровне на протяжении не менее 10 минут. 

Полученные данные позволяют предположить, что биологические эффекты, 

наблюдаемые при проведении NO-терапии холодной плазмой, генерируемой 

аппаратом «Плазон», частично могут быть связаны с присутствием в газовом 

потоке различных активных форм кислорода. На основании сведений литературы 

можно предположить, что к их числу относятся перекись водорода, некоторые 

количества синглетного кислорода и др. [1, 8, 11, 14, 16]. С учетом того, что, по 

данным В.В. Лунина с соавт. (1998), а также Ю.В. Филиппова с соавт. (1992), 

генерация озона может быть осуществлена в плазмохимическом реакторе, 

конструктивно сходном с реализованным в манипуляторе аппарата «Плазон» [14, 

17], результаты наших экспериментов имеют достаточное теоретико-

экспериментальное обоснование. 

В.Д. Зинченко с соавт. (2005) считают, что при озонировании 

физиологического раствора образуются достаточно устойчивые соединения озона 

и хлорида натрия, имеющие максимум поглощения при длине волны 212 нм. [8]. 

По мнению В.А. Кудрявцева с соавт. (2005, 2007), спектр данных «вторичных 

окислителей» представлен перекисью водорода и гипохлоритом натрия [10, 11], а, 

с позиций Г.А. Бояринова и А.С. Гордецова (2000), – и гидроксильным радикалом 

[1]. Таким образом, газовый поток, генерируемый аппаратом «Плазон», включает, 

помимо оксида азота как основного продукта плазмохимической реакции, 

широкий спектр разнородных активных форм кислорода, превалирующим среди 

которых в газовой фазе является озон. Растворение данного газового потока 

приводит к индукции дополнительных АФК в растворе, причем некоторые их них 

относительно стабильны. Эти данные потенциально свидетельствуют о 

поликомпонентности состава АФК газового потока, генерируемого аппаратом 

«Плазон», т. к. согласно установленным ранее, в частности Г.А. Бояриновым и 
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А.С. Гордецовым (2000), В.А. Кудрявцевым с соавт. (2007), закономерностям 

процессов, протекающим в водных растворах, концентрация озона в последних 

экспоненциально падает [1, 11]. Данное обстоятельство демонстрирует 

присутствие в изучаемом газовом потоке как озона, так и неозонных АФК. 

Особое внимание следует уделить появлению в растворе перекиси водорода, 

обусловленному способностью «Плазона» продуцировать не только оксиды азота, 

но и озон. Перекись водорода, реагируя с монооксидом азота, даѐт перексинитрит, 

чрезвычайно токсическое соединение, которое может быть полезным как 

антисептическое средство, но чрезвычайно нежелательно при использовании 

монооксида азота в газовом потоке «Плазона» как регулятора разнообразных 

физиологических процессов. Кроме того, взаимодействие перекиси водорода с 

примесью двухвалентного железа в водной среде может заметно инициировать 

появление активного иона гидроксила, как правило, оказывающего отрицательное 

действие на различные метаболические процессы. 

В целом, мы считаем, что данная дополнительная характеристика NO-

терапии холодной плазмой способна явиться триггером некоторых клинических 

эффектов, а ее учет важен в плане расшифровки саногенетического действия 

последней. Так, часть локальных эффектов, создаваемых аппаратом «Плазон» в 

биологических тканях in vivo, может быть связана с наличием в газовом потоке 

озона. Это обосновывает целесообразность более подробного рассмотрения 

обнаруженных закономерностей на различных биологических моделях. 

Обработка цельной крови здоровых доноров холодной плазмой, содержащей 

высокие концентрации оксида азота, приводит к изменению ряда показателей 

энергетического метаболизма, ионного состава и кислотно-щелочного равновесия 

в биологическом субстрате. Кроме того, обработка крови газообразным NO в 

использованном режиме, оказывая преимущественное влияние на состояние 

эритроцитов, демонстрирует признаки метгемоглобинообразования. Приведенные 

результаты дают основание предположить, что указанная концентрация оксида 

азота является слишком высокой для изучаемой биосистемы. Эти данные 

позволяют предположить, что для оптимального воздействия NO на 

биологические жидкости более предпочтительным по сравнению с 

непосредственным барботажем крови этим агентом представляется введение NO в 

депонированной форме (например, в виде динитрозильных комплексов железа [3, 

4]) или значительное снижение концентрации оксида азота в газовом потоке. 

Действительно, как показали опыты с воздействием этих комплексов на 

кожные раны у животных, ДНКЖ с глутатионом или цистеином при их 

однократном введении в рану в дозе 5 мкм в первые два дня после нанесения раны 

увеличивали объѐм гранулоцитов в ране на 4-ый день в 3-4 раза более эффективно, 

чем это происходило естественным путѐм у контрольных животных [34]. Не 

исключено, что это повышение обеспечивалось способностью ДНКЖ выступать в 

качестве перехватчиков ионов супероксида [35], что увеличивало уровень NO в 

ткани, как поступающего из ДНКЖ, так и продуцируемого в тканях раны 

различными NO-синатазами. 

Как показали результаты испытаний ДНКЖ на здоровых добровольцах [4], 

эти комплексы при их внутривенном введении не вызывали заметного изменения 
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различных показателей крови у этих пациентов. В настоящее время производится 

уточнения характера их влияния на крови человека in vitro, что является целью 

дальнейших изысканий. 
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ЭКСКРЕЦИЯ НАТРИЯ И ХЛОРА У КРЫС ПРИ ИЗМЕНЕНИИ 

АКТИВНОСТИ СИСТЕМЫ ОКСИДА АЗОТА 

И.Н. Билалов, Р.Г. Каримова  

ФГБОУ ВПО «Казанская государственная академия ветеринарной медицины 

имени Н.Э. Баумана» 

 

Abstract 

The aim of our investigations is scrutiny of sodium and chlorine excretion in rats 

under action of NO donors and NO-synthases inhibitor. Experiments was executed on 80 

Wistar rats, divided into 8 groups (four groups of males and four groups of females). 

First and fifth groups were control. Animals of second and sixth groups were treated 

with L-arginine (200 mg/kg), in third and seventh one – with NO-synthases inhibitor L-

NAME. Rats of fourth and eighth groups got a intragastral injections of 

chlorfuroxanobenzofurazan (2 mg/kg). Chlorides and sodium were estimated in blood 

serum and urine. We also studied daily urine volume, glomerular filtration rate and the 

level of tubular reabsorption. It was stated that L-arginine causes increasing of urine 

volume and elevation of sodium and chlorides excretion. L-NAME initiated decreased 

daily urine volume and chlorides excretion in male rats. Effect of 

chlorfuroxanobenzofurazan included the decreasing of sodium and chlorides excreation. 

We also fixed marked sex specify of effects of substances, modulating NO system state. 

 

Key words: nitric oxide, kidney, rat, sodium, chlorides 

 

Целью исследований явилось изучение интенсивности экскреции натрия и 

хлора у крыс при введении доноров NO и ингибитора NO-синтаз. Эксперименты 

проведены на 80 белых нелинейных крысах, разделенных на 8 групп (по n=10), из 

которых 4 группы крыс, состоявшие из половозрелых самок и 4 группы – из 

половозрелых самцов. Первая и пятая группа состояли из интактных крыс, крысам 

второй и шестой групп вводили L-аргинин в дозе 200 мг/кг, крысам третьей и 

седьмой групп – ингибитор синтаз оксида азота (L-NAME) внутрибрюшинно, 

крысам четвертой и восьмой групп – экзогенный донор оксида азота 

(хлорфуроксанобензофуразан в дозе 2 мг/кг внутрижелудочно). В сыворотке крови 

и моче животных определяли уровень хлоридов и натрия. Оценивали объем 

суточной мочи, скорость клубочковой фильтрации и уровень канальцевой 

реабсорбции. Установлено, что нагрузка L-аргинином вызывает увеличение 

объема выделяемой мочи, а также повышение экскреции ионов натрия и хлора, а 

блокада синтаз оксида азота L-NAME снижает объем суточного диуреза и 

экскрецию хлоридов у самцов. При введении хлорфуроксанобензофуразана 

снижается экскреция натрия и хлоридов с мочой. Также выявлена половая 

специфичность физиологического эффекта доноров и ингибитора оксида азота на 

экскрецию натрия и хлора у крыс.  

Ключевые слова: оксид азота, почки, крысы, натрий, хлориды. 
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Роль оксида азота (NO) в водном и ионном обмене доказана многими 

отечественными и зарубежными учеными. Установлено, что увеличение 

образования NO приводит к повышению интенсивности диуреза, экскреции Na и 

воды, а ингибирование к обратному эффекту [5, 6]. 

В почках взаимосвязь между процессами клубочковой фильтрации и 

канальцевой реабсорбции обеспечивается деятельностью комплекса 

тубулогломерулярной обратной связи (TOC), обусловленной концентрациией 

глюкозы и NaCl. Если их концентрация снижена – это сигнал для повышения 

скорости клубочковой фильтрации, если повышена – сигнал для снижения [10]. 

Недостаток поступления натрия хлорида в плотное пятно (макула Денса) 

увеличивает скорость клубочковой фильтрации [9]. Важную роль в регуляции 

системы тубулогломерулярной обратной связи играет NO [11]. Установлено, что 

натрийуретическое и мочегонное действие оксида азота не всегда сопровождается 

изменениями в скорости клубочковой фильтрации или почечного кровотока [7], 

что доказывает участие NO в ингибировании транспорта Na 
+
 и воды в стенках 

канальцев нефрона.  

Ранее нами была установлена половая специфичность системы оксида азота, 

а также зависимость от пола животного физиологических эффектов доноров NO и 

ингибитора NOS [1, 2]. Это позволило нам предположить, что участие NO в 

экскреции натрия и хлора также зависит от пола животного. 

Исходя из этого, целью исследований явилось изучение интенсивности 

экскреции натрия и хлора у крыс при введении доноров NO и ингибитора NO-

синтаз.  

Материалы и методы исследования 
Эксперименты проведены на 80 белых нелинейных крысах обоего пола 

массой тела 230-260 г. Для этого были созданы 4 группы крыс, состоявшие из 

половозрелых самок и 4 группы –из половозрелых самцов. Первая и пятая группа 

состояли из интактных крыс, крысам второй и шестой групп вводили L-аргинин – 

субстрат для NO-синтазы в дозе 200 мг/кг внутрижелудочно в виде 10 % водного 

раствора (n=10), крысам третьей и седьмой групп – ингибитор синтаз оксида азота 

–  L-NAME внутрибрюшинно в дозе 20 мг/кг в виде 10 % раствора, крысам 

четвертой и восьмой групп – экзогенный донор оксида азота – 

хлорфуроксанобензофуразан в дозе 2 мг/кг внутрижелудочно в виде 0,1 % 

суспензии. Забор крови из хвостовой вены производили через 2 часа после 

введения соединений. Крыс помещали в обменные клетки с проволочным полом 

для сбора суточной мочи. 

Концентрацию хлоридов в сыворотке крови и моче определяли 

калориметрическим методом без депротеинизации в кислой среде с 

меркуриотиоцианатом, который при взаимодействии с ионами трехвалентного 

железа и азотной кислотой формирует окрашенный комплекс, имеющий максимум 

поглощения при длине волны 540 нм [3]. 

Концентрацию натрия в сыворотке крови и моче определяли 

калориметрическим методов с использованием ионов уранилацетата, которые при 

взаимодействии с ионами натрия образуют нерастворимый уранилацетат натрия. 

Содержание оставшегося в растворе уранилацетата определяли на основе его 
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реакции с тиогликолятом аммония, в результате которого образуется окрашенный 

комплекс, имеющий максимум поглощения при длине волны 405 нм [3]. 

Статистическую обработку полученных данных провели методом 

биометрической обработки с программным обеспечением Excel и определением 

достоверности полученных результатов с помощью критерия Стьюдента. 

Результаты исследований 
Повышение образования оксида азота в организме введением L-аргинина и 

экзогенного донора хлорфуроксанобензофуразана приводит к увеличению 

суточного диуреза.  

 

 

Рис. 1. Объем суточного диуреза у крыс после введения доноров NO и 

ингибитора синтаз оксида азота (n=10) 

 

При введении L-аргинина объем суточного диуреза повышается у самок в 

1,75 раза, у самцов – в 2,01 раза по сравнению с интактной группой (р<0,05). 

Введение в организм блокатора синтаз оксида азота привело к уменьшению 

суточного диуреза у самцов в 1,71 раза (р<0,03), а у самок имело лишь тенденцию 

к снижению (рис. 1). Увеличение образования оксида азота путем введения 

экзогенного донора хлофузана в дозе 2 мг/кг сопровождается тенденцией к 

увеличению суточного диуреза у крыс. 

Установлено изменение натрийуреза у крыс при применении доноров и 

ингибиторов синтаз оксида азота. Так, повышение активности системы NO путем 

введения L-аргинина привело к увеличению натрийуреза, снижение активности 

системы при введении L-NAME не привело к изменению исследуемого 

показателя. 

Содержание натрия в сыворотке крови у крыс составило 105,67±14,15 

ммоль/л у самок и 91,6±6,3 ммоль/л у самцов. При нагрузке L-аргинином в дозе 

200 мг/кг отмечается тенденция к снижению содержания натрия в сыворотке 

крови у самок и повышение исследуемого показателя у самцов (рис. 2). 
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Уровень содержания натрия в моче у самок крыс составил 0,27±0,01 

ммоль/100г/24часа, у самцов 0,16±0,01 ммоль/100г/24часа. После нагрузки  L-

аргинином этот показатель повысился в 2,69 раза (р<0,0001) и 5,04 (р<0,02) раза у 

самок и самцов соответственно. Полученные результаты подтверждаются 

данными зарубежных и отечественных ученых, которые сообщают об увеличении 

экскреции воды и натрия после введения физиологических доноров NO [6].   

 

 

Рис. 2. Концентрация натрия в плазме крови у крыс после введения 

доноров NO и ингибитора синтаз оксида азота (n=10) 

 

При нагрузке L-NAME в дозе 20 мг/кг отмечается увеличение концентрации 

натрия в сыворотке крови у самцов в 1,45 раза (р<0,03), у самок имеет лишь 

тенденцию к увеличению. Исследуемое значение в моче достоверно не меняется. 

 

 

Рис. 3. Концентрация натрия в моче у крыс после введения доноров NO и 

ингибитора синтаз оксида азота (n=10) 
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Установлено увеличение концентрации натрия в сыворотке крови после 

введения хлорфуроксанобензофуразана у самцов в 1,25 раза (р<0,05), и тенденция 

к увеличению данного значения по сравнению с исходным уровнем у самок. 

Экскреция натрия с мочой при этом снижается у самок в 1,93 раза (р<0,03),  у 

самцов остается на том же уровне (рис. 3). 

 

 

Рис. 4. Концентрация хлоридов в плазме крови у крыс после введения 

доноров NO и ингибитора синтаз оксида азота (n=10) 

 

Количество хлоридов в сыворотке крови у крыс интактной группы составило: 

у самок 92,8±3,1 ммоль/л, у самцов 98±2,23 ммоль/л.  

 

 

Рис. 5. Концентрация хлоридов в моче у крыс после введения доноров NO 

и ингибитора синтаз оксида азота (n=10) 
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При нагрузке L-аргинином достоверных изменений количества хлоридов в 

сыворотке крови у крыс не наблюдается, но экскреция их увеличивается в 6,44 

раза (р<0,003) у самок и 2,49 раза (р<0,04) у самцов (рис. 4). Блокада синтаз 

оксида азота вызывает снижение концентрации хлоридов у самцов в сыворотке 

крови в 1,19 раза (р<0,001), в моче – в 3,09 раза (р<0,02). У самок наблюдается 

лишь тенденция к снижению содержания хлоридов в сыворотке крови и моче. 

В сыворотке крови содержание хлоридов после введения экзогенного донора 

оксида азота имеет тенденцию к снижению у самок, тогда как у самцов снижается 

в 1,08 раза (р<0,006) по сравнению с исходным значением. Экскреция хлоридов с 

мочой при этом снижается в 5,33 раза (р<0,04) и в 9,33 раза у самок и самцов 

соответственно (рис. 5). 

 

 

Рис. 6. Скорость клубочковой фильтрации у крыс после введения доноров 

NO и ингибитора синтаз оксида азота (n=10) 

 

Введение L-аргинина привело к снижению скорости клубочковой 

фильтрации у самок, и к увеличению ее у самцов, что может быть связано с 

половыми отличиями в расположении изоформ NO синтаз в почках [12]. Это 

доказывает еще тот факт, что общая активность системы оксида азота в организме 

у самок намного выше, чем у самцов [4]. 

Скорость клубочковой фильтрации при введении блокаторов синтаз оксида 

азота смещается в сторону снижения, но достоверных изменений не выявлено. 

Скорость клубочковой фильтрации по креатинину снижается после введения 

хлорфуроксанобензофуразан у самок в 2,19 раза (р<0,02), у самцов наблюдается 

тенденция к снижению (рис. 6).  

Введение эндогенного донора оксида азота – L-аргинина сопровождается 

снижением реабсорбции воды у самок на 0,35 % (р<0,03), аналогично у самцов на 

0,57 % (р<0,03) по сравнению с интактной группой. 
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Рис. 7. Канальцевая реабсорбция воды у крыс после введения доноров NO 

и ингибитора синтаз оксида азота (n=10) 

 

Блокада синтаз оксида азота сопровождается увеличением реабсорбции 

воды у самцов на 0,22 % (р<0,004), у самок тенденцией к увеличению по 

сравнению с исходным уровнем (рис. 7). Реабсорбция воды после введения 

экзогенного донора оксида азота хлорфуроксанобензофуразана имеет лишь 

тенденцию к снижению у самок и самцов.  

 

Выводы: 

1. Нагрузка L-аргинином, сопровождающаяся увеличением концентрации 

нитрат- и  нитрит-анионов в крови, вызывает увеличение объема выделяемой 

мочи, а также повышение экскреции ионов натрия и хлора.  

2. Блокада синтаз оксида азота L-NAME снижает объем суточного диуреза, 

экскрецию хлоридов у самцов. 

3.  При введении экзогенного донора оксида азота - 

хлорфуроксанобензофуразана в дозе 2 мг/кг снижается экскреция натрия и 

хлоридов с мочой.  

4. Выявлена половая специфичность физиологического эффекта доноров и 

ингибитора оксида азота на экскрецию натрия и хлора у крыс. Повышение 

экскреции (нагрузка L-аргинином) натрия больше выражено у самцов, экскреции 

хлора – у самок. Интенсивность снижения экскреции (нагрузка L-NAME) и 

натрия, и хлора более высокая у самцов. 
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АКТИВНОСТЬ ПЛАЗМЫ КРОВИ IN VITRO И IN VIVO 

А.А. Мартусевич 
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Abstract 

Investigation was executed with 30 Wistar rats and 20 blood specimens from 

healthy peoples. For singlet oxygen generation we used ―Airnergy‖ apparatus 

(Germany). Blood samples were sparged with singlet oxygen-containing gas mixtures. 

Healthy rats got 10 daily inhalations of this gas mixture. Blood antioxidant activity and 

intensity of lipid peroxidation from in vitro and in vivo experiments were estimated. It 

was fixed that singlet oxygen leads to increasing of blood antioxidant potential without 

activation of lipid peroxidation. 

 

Key words: singlet oxygen, lipid peroxidation, antioxidant system 

 

Исследование проведено на 30 крысах линии Вистар и 20 образцах крови 

здоровых людей. В качестве генератора синглетного кислорода (для ингаляций 

животных и барботажа крови) использовали аппарат синглетно-кислородной 

терапии ―Airnergy‖. Оценивали активность антиоксидантной системы и 

интенсивность перекисного окисления липидов в плазме крови на аппарате БХЛ-

06. В исследованиях in vitro и in vivo установлено, что синглетный кислород 

увеличивает активность антиоксидантной системы, не влияя при этом на 

интенсивность липопероксидации. 

 

Ключевые слова: синглетный кислород, перекисное оксисление липидов, 

антиоксидантная система. 

 

Реализация эффектов синглетного кислорода (СК) связана, в первую очередь, 

с его высокой реактивностью, которая обуславливает, в частности, повреждающие 

эффекты ультрафиолетового и радиационного излучения на биологические 

объекты [2, 3]. В литературе описаны бактериостатические эффекты СК и его 

киллерные свойства относительно некоторых видов клеток [2, 5]. Высокий 

окислительный потенциал СК лежит в основе фотодинамической терапии, 

успешно применяющейся в настоящее время [1, 4, 7, 8]. 

В то же время саногенетическое действие СК изучено достаточно слабо, 

имеются лишь единичные сведения об эффективности применения синглетно-

кислородной терапии для лечения различной патологии [1, 4, 6], однако 

механизмы лечебного действия СК практически не раскрыты.  

В предшествующих работах нашего авторского коллектива подтверждена 

гипотеза о позитивном влиянии ингаляций СК на состояние антиоксидантной 
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системы крови животных, что частично подтверждено в экспериментах с 

изолированной кровью in vitro, тогда как комплексный анализ эффектов СК в 

литературе не представлен. В связи с этим целью данной работы стало изучение 

механизмов воздействия синглетного кислорода на систему крови, через которую 

реализуются системные эффекты синглетно-кислородной терапии. 

Материалы и методы исследования 
В первой серии экспериментов (in vivo) были использованы 30 здоровых 

крыс-самцов линии Вистар, которые были разделены на 2 равные группы (15 крыс 

– контрольная группа, с которой не проводили каких-либо манипуляций; 15 крыс 

– основная группа, получавшая ежедневные 10-минутные ингаляции СК в течение 

10 дней). Забор крови производили из подъязычной вены под наркозом на 10 

сутки эксперимента. 

Во второй части исследования (in vitro) проводили оценку активности СК на 

образцах крови здоровых людей (n=20). Стабилизированную цитратом натрия 

кровь (объем образца 7 мл), барботировали СК в течение 5 минут.  

В качестве генератора СК использовали аппарат «Airnergy» (Германия).  

Интенсивность перекисного окисления липидов и уровень антиоксидантной 

защиты определяли в плазме крови на аппарате БХЛ-06 (Россия). 

Полученные данные были обработаны в программном пакете Statistica 6.0. С 

учетом характера распределения признака для оценки статистической значимости 

различий применяли U-критерий Манна-Уитни. 

Результаты и их обсуждение 

Проведенные исследования позволили установить, что под влиянием 

синглетного кислорода наблюдаются существенные перестройки оксидантного 

метаболизма, имеющие преимущественно адаптивное значение для организма. 

Так, ингаляции СК способствовали значимому увеличению антиоксидантной 

активности крови крыс на 23,1% по сравнению с животными контрольной группы 

(p<0,05; рис. 1Б).  

  
А. Уровень перекисного окисления 

липидов 

Б. Антиоксидантная активность 

Рис. 1. Состояние про- и антиоксидантной системы крови интактных и 

получавших ингаляции синглетным кислородом крыс (* - статистическая 

значимость различий р<0,05) 
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При этом уровень перекисного окисления липидов существенно не менялся 

(рис. 1А). Таким образом, СК при ингаляционном применении обеспечивает 

стимуляцию антиоксидантных резервов крови здоровых животных, что 

способствует расширению адаптационных возможностей организма по 

отношению к стрессу различной этиологии. Сохранение на уровне интактной 

группы значений активности липопероксидации свидетельствует об отсутствии 

альтерирующего действия СК в выбранной концентрации при данном способе 

применения (ингаляционная терапия). 

При проведении барботажа цельной стабилизированной крови синглетным 

кислородом были продемонстрированы сходные изменения уровня 

липопероксидации и активности антиоксидантной защиты. Так, для перекисного 

окисления липидов характерно сохранение значения параметра на уровне 

интактной крови (рис. 2А), что свидетельствует об отсутствии влияния на 

окислительный метаболизм биожидкости при использовании выбранной 

концентрации синглетного кислорода, а также демонстрирует сохранность 

баланса про- и антиоксидантных систем крови при обработке окислителем. 

Активность антиоксидантной системы крови, барботированной синглетным 

кислородом, увеличилась на 37,7% по сравнению с образцами, для которых не был 

применен окислитель (p<0,05; рис. 2Б). Приведенные данные, полученные при 

обработке биологической жидкости синглетным кислородом in vitro, 

подтверждают особенности модификации окислительного метаболизма плазмы 

крови крыс, выявленные при ингаляционном применении агента. На этом 

основании можно говорить о выраженном антиоксидантном потенциале СК. 

Являясь сильным окислителем, СК расширяет протективные свойства крови в 

отношении факторов-окислителей.  
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Заключение 

Проведенные на здоровых животных и образцах изолированной крови 

здоровых людей позволяют сделать вывод о наличии у синглетно-кислородной 

газовой смеси антиоксидантных свойств, которые проявляются как на системном 

(in vitro), так и на локальном уровне. Эти результаты могут быть использованы как 

метод повышения антиоксидантного потенциала крови в отношении разработки 

способов системной коррекции окислительного стресса путем ингаляционной 

синглетно-кислородной терапии и при предтрансфузионной обработке 

переливаемых компонентов донорской крови.  
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ВЛИЯНИЕ ТЕТРАХЛОРМЕТАНА НА СОСТОЯНИЕ ПРОЦЕССОВ 

ЛИПОПЕРОКСИДАЦИИ КРОВИ И ПЕЧЕНИ КРЫС 

С.Ю. Большухин, С.П. Перетягин, А.К. Мартусевич, А.Г. Соловьева 

ФГБУ «Приволжский федеральный медицинский исследовательский центр» 

Минздрава России 

Abstract 

We modeled toxic acute and chronic hepatitits and cirrhosis on 60 Vistar line rats 

by carbon tetrachloride (CTC) injections. Dien conjugates and malon dialdehyde was 

tested in blood plasma, erythrocytes and liver homogenates. It was stated, that CTC 

intoxication leaded to lypoperoxidation changes in early period after CTC injection. 

Strongly pronounced activation of lypoperoxidation was found in liver homogenates. It 

was shown, that prolonged CTC intoxication is a risk factor of oxidative stress 

chronization. 

 

Key words: intoxication, carbon tetrachloride, lypoperoxidation, hepatitis, cirrhosis 

 

На 60 крысах-самцах линии Вистар введением тетрахлорметана (ТХМ) 

моделировали острый токсический гепатит, хронический гепатит и цирроз печени. 

Определяли концентрацию диеновых конъюгатов и малонового диальдегида в 

плазме крови, эритроцитах и гомогенате печени. Установлено, что интоксикация 

ТХМ приводит к сдвигу липопероксидации в ранние сроки после введения 

токсина. Наиболее выраженная активация липопероксидации наблюдается в 

гомогенате печени. Длительная интоксикация ТХМ увеличивает выраженность 

нарушений окислительного метаболизма. 

 

Ключевые слова: интоксикация, тетрахлорметан, перекисное окисление 

липидов, гепатит, цирроз 

 

Заболевания печени представляют собой актуальную проблему 

современного здравоохранения, как в России, так и в мире в целом. В их структуре 

наибольшую распространенность получили гепатиты вирусной этиологии и 

алкогольное поражение печени [2, 8]. Рассматриваемая патология имеет большое 

клинико-социальное значение вследствие инвалидизации и высокой смертности в 

основном трудоспособного населения, больших финансовых затрат, связанных с 

лечением и реабилитацией пациентов [4, 5]. Наряду с этим, наблюдается 

увеличение частоты тяжелых форм течения гепатитов с высоким риском 

формирования хронического поражения печени [5, 8]. 

Возникновение и развитие патологических процессов в печени зависит от 

этиологических факторов, но имеет единый механизм повреждения – активацию 

процессов липопероксидации [2-4, 10]. Хотя начальные этапы генерации активных 

форм кислорода при разных заболеваниях могут отличаться, но далее сдвиги 

свободнорадикальных процессов теряют свою специфичность и зависят только от 
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состояния и степени мобилизации антиоксидантной защиты [1-5,]. Это 

подтверждают и иностранные авторы, которые рассматривают перекисное 

окисление липидов как один из универсальных механизмов повреждения клеток, в 

том числе печени [9, 10]. Известно, что тетрахлорметан (ТХМ) и продукты его 

метаболизма являются мембранотропными ядами [3, 4]. Следовательно, 

поражение тетрахлорметаном приводит к дисбалансу в системах 

липопероксидации и антирадикальной защиты организма [3, 5]. 

Цель исследования – изучение состояния липопероксидации крови и печени 

крыс при экспериментальном токсическом поражении печени, вызванном 

различными дозами тетрахлорметана. 

Материал и методы исследования 

Экспериментальные исследования проведены на 60 белых линейных крысах-

самцах линии Вистар (масса тела 180-210 г.). Все животные содержались в 

стандартных условиях вивария в клетках при свободном доступе к пище и воде на 

рационе питания, соответствующем ГОСТ «Содержание экспериментальных 

животных в питомниках НИИ» (1978). Моделировали острый токсический гепатит 

(4 и 8 подкожных инъекций четыреххлористого углерода (CCl4) в виде 66% 

масляного раствора в дозе 0,2 мл на 100 г массы тела животного), хронический 

токсический гепатит (20 инъекций CCl4) и цирроз печени (64 инъекции CCl4). 

Введение CCl4 осуществляли через сутки. 

Материалом исследования служили кровь и печень крыс. Взятие 

биоматериала проводили в утренние часы после декапитации животных под 

эфирным наркозом. Определяли концентрацию промежуточных (диеновые 

конъюгаты – ДК) и конечных (малоновый диальдегид – МДА) продуктов 

липопероксидации [1]. МДА выделяли из эритроцитарных мембран 

изопропиловым спиртом [6]. Методика определения МДА в гомогенате печени 

аналогична его определению в мембранах эритроцитов. Липидную фракцию для 

определения ДК в эритроцитах крови и гомогенатах печени, экстрагировали 

гептан-изопропаноловой смесью методом, модифицированным П.И. Цапок с 

соавт. (1999) [6]. Изменения исследуемых показателей анализировали через 1 и 10 

суток после последней инъекции ТХМ. Оценку интенсивности перекисного 

окисления производили путѐм измерения хемилюминесценции (ХЛ), 

инициированной Н2О2 в присутствии избытка ионов двухвалентного Fe, на 

хемилюминометре EMILITE EL 1105 [1]. 

Данные обработаны методами вариационной статистики с применением 

критерия Mann-Whitne. 

Результаты исследования 

В условиях моделирования острого гепатита достоверные изменения 

содержания ДК в плазме крови выявлены лишь при интоксикации 8 инъекциями 

CCl4. В этом случае через 1 сутки после его отмены наблюдали достоверное 

снижение содержания ДК в биосреде по отношению к интактным животным (на 

60,9%; р<0,05). Через 10 суток данный показатель увеличивался, но оставался 

ниже контрольного уровня на 38,1% (р<0,05). В группе интактных крыс через 10 

суток значимых изменений содержания ДК не обнаружено. 

Более значимое снижение содержания ДК в первой контрольной точке 
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наблюдается при развитии хронического токсического гепатита (ХГ) и цирроза 

печени (ЦП), моделируемых 20 и 64 инъекциями ТХМ соответственно. При этом 

максимальное снижение уровня показателя относительно интактных животных (на 

76%; р<0,05) выявлено при ХГ, а при ЦП уровень параметра снижался на 48,2% 

(р<0,05). 

Через 10 суток после отмены CCl4 содержание ДК в плазме крови при ХГ 

восстанавливается практически до нормы, а при ЦП нормализации данного 

показателя не происходит, а наблюдается его снижение до следовых количеств 

(0,01±0,002 усл. ед/л; р<0,01) (рис. 1). Таким образом, восстановление содержания 

ДК в плазме крови в первые 10 суток после отмены токсина зависит от тяжести 

интоксикации (уровень корреляционной связи высокий, коэффициент корреляции 

r=-0,79). 
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Рис. 1. Изменение содержания ДК плазмы крови крыс в зависимости от степени 

тяжести интоксикации тетрахлорметаном 

 

Через 1 сутки после завершения моделирования патологии достоверные 

изменения ДК эритроцитов наблюдаются лишь при ХГ и ЦП, что проявляется 

снижением данного показателя на 38,3% (р<0,05) и на 25% (р<0,05) по отношению 

к интактным животным (рис. 2). При этом обнаружена обратная зависимость 

средней силы между содержанием ДК и тяжестью интоксикации (r=–0,37). 

Через 10 суток после отмены CCl4 содержание ДК в эритроцитах у крыс с ХГ 

было ниже, чем в интактной группе, на 77,9% (р<0,01), а при ЦП данный 

показатель снижался до следовых количеств (0,04±0,02 усл. ед/г; р<0,01). При этом 

выявлена отрицательная корреляционная зависимость высокой силы между 

содержанием ДК эритроцитов и выраженностью интоксикации (r=–0,81). 

Наиболее выраженное достоверное повышение содержания ДК в условиях 

интоксикации CCl4 выявлены в гомогенате печени крыс через 1 сутки после 

отмены введения токсина. Так, после 4 инъекций CCl4 содержание ДК 
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увеличилось на 83,1% (р<0,05), после 8 инъекций CCl4 – на 152,5% (р<0,05), после 

20 инъекций – в 1,9 раза (р<0,01), а после 64 инъекций – в 2,4 раза (р<0,01). Также 

установлено, что между содержанием ДК в гомогенате печени и выраженностью 

интоксикации существует зависимость средней силы (r=+0,66). Через 10 суток 

после отмены CCl4 содержание ДК в гомогенате печени животных всех опытных 

групп снижается до нормы (рис. 3). 
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Рис. 2. Динамика содержания ДК в эритроцитах с учетом степени интоксикации 

тетрахлорметаном 
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Рис. 3. Изменение содержания ДК гомогената печени крыс в зависимости от 

степени токсического поражения тетрахлорметаном 
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Рис. 4. Концентрация МДА плазмы крови крыс в динамике тетрахлорметановой 

интоксикации 
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Рис. 5. Изменение содержания МДА эритроцитов крови крыс в зависимости от 

степени токсического поражения тетрахлорметаном 

 

При анализе содержания МДА в плазме крови через 1 сутки после 

завершения курса введения ТХМ ни в одной группе животных достоверных 

изменений параметра по отношению к интактным животным не выявлено (рис. 4). 

Через 10 суток после завершения моделирования патологии достоверное снижение 

данного показателя по отношению к интактным животным обнаружено лишь при 

токсическом ЦП (р<0,01). Выявленная тенденция к снижению уровня МДА при 

нарастании тяжести интоксикации ТХМ подтверждена соответствующей 

корреляцией (r = –0,84). 
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В эритроцитах через 1 сутки после отмены CCl4 достоверные изменения 

содержания МДА выявлены в модели ХГ (рис. 5). В этом случае указанный 

показатель снижался на 36% по отношению к интактным животным (p<0,05). 

Через 10 суток после отмены CCl4 значение параметра не отличалось от 

нормального уровня. При этом наблюдается умеренная обратная корреляция 

между содержанием МДА эритроцитов крови крыс и тяжестью моделируемой 

интоксикации (r = –0,44). В других группах животных значимых изменений 

содержания МДА в эритроцитах крови крыс не выявлено (рис. 5). 
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Рис. 6. Динамика содержания МДА в гомогенате печени в зависимости от степени 

токсического поражения тетрахлорметаном 

 

Наиболее выраженные изменения содержания МДА и ДК при интоксикации 

крыс тетрахлорметаном выявлены в гомогенате печени. Так, через 1 сутки после 4 

инъекций CCl4 выявлено повышение содержания МДА по в 2,82 раза отношению к 

уровню интактных животных (р<0,05), после 8 инъекций – в 4,77 раза (р<0,05), 

после 20 инъекций – в 5,3 раза (р<0,05), а – после 64 инъекций CCl4 – в 6,1 раза 

(р<0,05). Следует отметить, что между содержанием МДА и степенью 

интоксикации выявлена прямая сильная корреляция (r=+0,7).  

Через 10 суток после завершения введения токсина происходит снижение 

содержания МДА, сохраняясь на уровне выше нормального на 75% после 4 

инъекций тетрахлорметана (р<0,05), после 8 инъекций CCl4 – на 123% (р<0,05), 

после 20 инъекций – на 222% (р<0,05), а после 64 инъекций – на 290% (р<0,05). 

(рис. 6). Между концентрацией МДА и выраженностью интоксикации выявлена 

прямая зависимость, приближающаяся к сильной (r = +0,69). 

Заключение 

Интоксикация тетрахлорметаном приводит к существенному сдвигу 

процессов липопероксидации в ранние сроки после введения токсина. Наиболее 

выраженная активация липопероксидации наблюдается в гомогенате печени крыс, 
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подвергшихся интоксикации. В целом, введение тетрахлорметана вызывает 

выраженные дозозависимые нарушения структурно-функционального состояния 

печени, триггерным механизмом которых является усиление процессов 

липопероксидации.  
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Правила оформления статей 
 

Электронный журнал «Биорадикалы и антиоксиданты» – междисциплинарное 

научное издание, задачей которого служит объединение и активный диалог исследователей 

и практиков различных специальностей (медиков, биологов, ветеринаров, биофизиков, 

химиков, техников, математиков и др.), работающих в области свободнорадикальной 

биологии и медицины. 

Журнал открыт для расширения и уточнения тематики публикаций, включает 

полнотекстовые статьи, находящиеся в открытом доступе. Приветствуются обзоры по 

наиболее значимым «точкам роста» биомедицины, связанным с изучением и 

использованием роли радикалов и антиоксидантов в биологических системах различного 

уровня организации. 

 

Тематика публикаций: 

1. Свободнорадикальные процессы в биологических системах. Про- и антиоксидатные 

системы. 

2. Озон, его получение, физико-химические свойства и биологическая активность, 

Экспериментальные и клинические аспекты озонотерапии. 

3. Активные формы кислорода: генерация, деградация, физиологическая роль, участие в 

патогенезе заболеваний человека и животных, клиническое применение. 

4. Оксид азота и активные формы азота в биологических системах. NO-метаболизм. 

Получение и изучение лечебных свойств различных форм оксида азота. Физико-химия и 

биология естественных депо NO. 

5. Природные и синтетические антиоксиданты: получение, исследование свойств, 

экспериментальные и клинические аспекты. 

6. Высокоэнергетические физические факторы и биорадикалы. 

7. Аппаратура и оборудование для генерации биорадикалов и NO. 

8. Образовательные аспекты и внедрение в учебный процесс представлений об активных 

формах кислорода, биорадикалах и антиоксидантах. 

 

Разделы журнала: 

1. Передовая статья (до 15 стр.) 

2. Оригинальные исследования (до 15 стр.) 

3. Обзоры (до 20 стр.) 

4. Краткое сообщение (до 5-7 стр.) 

5. Новая аппаратура и оборудование (до 7 стр.) 

6. Информация о профильных конференциях и конгрессах (до 5-7 стр.) 

7. Рекламный блок 

 

Технические правила по оформлению рукописей: 

 

Статьи следует направлять по электронной почте: 

cryst-mart@yandex.ru (Мартусевич Андрей Кимович) 

или psp-aro@mail.ru (Перетягин Сергей Петрович). 

 

Статья должна быть напечатана на русском или английском языке (шрифт Times New 

Roman, кегль 14, через 1,5 интервала с шириной полей 2 см.).  

Первая страница рукописи должна содержать: 

1) инициалы и фамилию автора (-ов); 

2) название статьи; 

3) полное название учреждения, в котором выполнена работа, город, страну. Фамилии 

иностранных авторов следует писать в оригинальной транскрипции.  
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Кроме того, согласно новым требованиям ВАК, просьба представлять на отдельном листе 

сведения о каждом авторе: 1) фамилию, имя и отчество; 2) должность, ученую степень, ученое 

звание; 3) полный почтовый служебный адрес (с шестизначным почтовым индексом) и e-mail; 4) 

номер служебного телефона и факса. Также следует отметить автора (-ов), ответственного за 

переписку с редакцией. 

Название статьи должно быть сформулировано по возможности информативно, но кратко 

и без сокращений. 

Необходимо придерживаться следующего плана написания статьи с выделением каждого 

пункта в раздел (за исключением обзоров, лекций, кратких сообщений): 

- краткое введение с указанием цели данного исследования; 

- pаздел «Матеpиалы и методы» должен содержать сведения о методах исследования, 

достаточные для их воспроизведения, однако не следует подpобно описывать известные 

методы, опубликованные pанее. В этом случае достаточно дать ссылку на соответствующий 

источник литеpатуpы. Однако модификации известных методик, разработанные автором (-ами), 

нужно описать подробно; 

- pаздел «Pезультаты и обсуждение» должен быть написан логично с представлением 

статистической обработки результатов данного исследования; 

- выводы и/или заключение, резюмирующие результаты исследования; 

- список литературы в алфавитном порядке; 

- резюме на русском и английском языках (до 0,5 стр.) с указанием названия статьи, 

фамилий всех автоpов, ключевые слова (не более 10) на русском и английском языках. 

Таблицы помещаются в тексте. Каждая таблица должна иметь название и 

соответствующую ссылку на нее в тексте. В гpафах таблиц не должно быть пустот или не 

поясненных прочерков. Таблицы должны быть компактными, их шапка должна соответствовать 

содержанию граф. Все цифры в таблицах должны соответствовать цифрам в тексте, обязательна 

их статистическая обработка и объяснение в тексте с указанием принадлежности информации к 

конкретной таблице. При использовании в таблице сокращений, не упомянутых в статье, или 

символов (*, ** и т.п.) смысл их объясняется в примечании под таблицей. 

Все математические формулы должны быть тщательно выверены.  

Все сокращения, принятые в статье, должны быть расшифрованы при первом их 

упоминании в тексте. 

Оформление списка литературы осуществляется в соответствии с требованиями 

«Ванкуверского стиля». Названия журналов должны быть сокращены в соответствии со стилем, 

принятым в Index Medicus. Библиографические ссылки в тексте статьи должны даваться 

номерами в квадратных скобках в соответствии со списком литературы, который формируется в 

алфавитном порядке: фамилия и инициалы автора (-ов) (сначала отечественные, затем 

зарубежные авторы, в транскрипции оригинала). 

Образцы оформления литературы 

Статья в журнале 

Парфенов Е.В., Дьяконова Е.Г., Масенко В.П. Содержание в крови гормонов, 

нейромедиаторов и гипертрофия левого желудочка у больных гипертонической болезнью // 

Кардиология. 1995. №7. С. 18–23. 

Vega K.Y., Pina I., Krevsky B. Heart transplantation is associated with an increased risk for 

pancreatobiliary disease // Ann. Intern. Med. 1996. Vol. 124, №11. Р. 980–983. 

Книга 

Мухарлямов Н.М., Беленков Ю.Н. Ультразвуковая диагностика в кардиологии. М: 

Медицина, 1981. 320 c. 

Ringsven M.K., Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY): 

Delmar Publishers, 1996. 540 p. 
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Глава в книге, статья в сборнике 

Сидоров М.А., Тезяев В.В. Экстренные полостные эндоскопические исследования и 

операции // В кн.: Хирургия: наука и труд. - Н. Новгород: Изд-во НГМА, 1999. С. 48–50. 

Phillips S.Y., Whisnant Y.P. Hypertension and stroke // In: Laragh Y.H., Brenner B.M. (eds.). 

Hypertension: pathophysiology, diagnosis and management. 2nd ed. New York: Raven Press, 1995. Р. 

465–478. 

Редакторы, составители в качестве авторов 

Эпидемиология и факторы риска ишемической болезни сердца / Под ред. А.Н. Климова. 

Ленинград: Медицина, 1989. 176 с. 

Norman I.Y., Redfern S.Y. (Eds.). Mental health care for elderly people. New York: Churchill 

Livingstone, 1996. 325 p. 

Доклад на конференции 

Гринберг А.А., Нестеренко Ю.Л., Лахтина В.Т. Неотложная хирургия дуоденальной язвы // 

Мат. 8-го Всерос. съезда хирургов. Краснодар. 1995. С. 63–65. 

Bengtsson S., Solheim B.G. Enforcement of data protection, privacy and security in medical 

informatics // In: Lun K.C., Degoulet P., editors. MEDINFO 92. Proc. of the 7th World congress on 

medical informatics; Geneva Switzerland. Amsterdam: North-Holland, 1992. P. 1561–1565. 

Диссертация 

Лопатин Ю.М. Состояние нейрогуморалъной регуляции кровообращения у больных с 

хронической сердечной недостаточностью при лечении различными группами лекарственных 

препаратов. Автореф дис. ... докт. мед. наук. Москва, 1995. 46 с. 

Kaplan S.Y. Post-hospital home health care: the elderly’s acces and utilization [dissertation]. St. 

Louis (MO): Washington Univ., 1995. 

Патент, авторское свидетельство 

Ежов Ю.И., Фирсов АЛ. Способ лечения коксартроза при деформациях суставных 

поверхностей. А.с. 1706591 СССР. 1990. 

 

В оpигинальных статьях цитиpуется не более 30, в пеpедовых статьях и обзоpах 

литеpатуpы — не более 60 источников. В список литеpатуpы не включаются неопубликованные 

pаботы и учебники. Ответственность за правильность данных, приведенных в списке 

литеpатуpы, несет автор. 

К статье может быть приложено минимальное, но достаточное количество рисунков (не 

более 7 для оригинальных статей) с подрисуночными подписями (сюда относятся также 

диаграммы и графики), необходимых для понимания текста. В тексте статьи должна быть 

ссылка на каждый рисунок. Pисунки должны быть четкими. Количество обозначений на pисунке 

должно быть сведено к минимуму, все объяснения следует давать в подpисуночной подписи. 

Рисунки нумеpуются отдельно от таблиц.  

Рисунки (графики, диаграммы), представленные в электронном виде, должны быть в 

файлах с расширением TIFF, BMP, JPEG, РРТ. При этом может использоваться любая 

программа, поддерживающая эти форматы. 

 

Статья должна быть тщательно выверена и отредактирована автором (-ами). 

Направление в редакцию работ, уже опубликованных или отправленных в другие 

журналы, не допускается. 

 

Редакция оставляет за собой право сокращать и редактировать присланные статьи. 

Корректуры автору (-ам) не высылаются, вся работа с ними проводится по авторскому 
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оригиналу. Редакция имеет право направить статью экспертам в области, обсуждаемой в статье 

темы, для независимой (анонимной) научной экспертизы (рецензирования). 

 

Автор (-ы), направляя статью в редакцию, поручает (-ют) редакции обнародовать 

произведение посредством его опубликования в печати и электронном издании. Редакция при 

использовании статьи вправе снабжать ее любым иллюстрированным материалом, рекламой и 

разрешать это делать третьим лицам. 

Автор (-ы), направляя статью в редакцию, соглашается (-ются) с тем, что к редакции и 

издательству журнала переходят исключительные имущественные права на использование 

статьи (переданного в редакцию журнала материала, в т.ч. такие охраняемые объекты 

авторского права, как фотографии автора, рисунки, схемы, таблицы и т.п.), в т.ч. на 

воспроизведение в печати и в сети Интернет; на распространение и тиражирование; на перевод 

на любые языки народов мира; экспорта и импорта экземпляров журнала со статьей автора (-ов) 

в целях распространения, на доведение до всеобщего сведения. Указанные выше права автор (-

ы) передает (-ют) редакции и издательству без ограничения срока их действия, на территории 

всех стран мира без ограничения, в т.ч. на территории Российской Федерации. Права на 

рукопись считаются переданными автором (-ами) редакции и издательству с момента принятия 

в печать. 

За автором (-ами) сохраняется право использования опубликованного материала, его 

фрагментов и частей в научных и преподавательских целях. 

 

Перепечатка материалов, опубликованных в журнале, другими физическими и 

юридическими лицами возможна только с письменного разрешения издательства, с 

обязательным указанием названия журнала, номера и года публикации. 

Статьи, оформленные с нарушением вышеизложенных правил, публиковаться не будут. 
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Guidelines for Authors 

 

Journal «Bioradicals and Antioxidants» is a peer-reviewed, open access journal that publishes 

original research articles as well as review articles in all areas of free radical processes in different 

biological systems. The general purpose of the journal is integration of specialists (doctors, 

biologists, veterinary doctors, scientists in physics and chemistry, engineers etc.), working in area of 

free radical processes in biomedical systems and its practical applications 

 

Editor-in-Chef – Prof. Sergey P. Peretyagin (psp_aro@mail.ru) 

Vice-Editor-in-Chef – M.D. Andrew K. Martusevich (cryst-mart@yandex.ru) 

 

Articles should be sent to Editor-if-Chef or Vice-Editor-in-Chef. 

 

MAIN TOPICS: 

1. Free radical processes in biological systems. Pro- and antioxidant systems. 

2. Reactive oxygen species: generation, physical and chemical aspects, decomposition, 

physiological effects, role in pathogenesis of different human and animals diseases, clinical use 

3. Ozone: generation, physical and chemical properties, biological activity. Experimental and 

clinical aspects of ozone therapy. 

4. Nitric oxide and reactive nitrogen species in biological systems. Generation, biological and 

sanogenic effects of NO. Bound forms of nitric oxide, including dinitrosyl iron complexes. 

5. Natural and synthetic antioxidants: synthesis, investigation of properties, experimental and 

clinical aspects. 

6. High-energy physical exposures and bioradicals. 

7. Devices and equipment for generation of bioradicals and NO. 

8. Functional and laboratory methods for investigation of free radical processes. 

9. Educational aspects in area of bioradicals, nitric oxide and reactive oxygen species. 

 

JOURNAL SECTIONS: 

- Perspectives (up to 15 pages.) 

- Original article (up to 15 pages) 

- Reviews and mini-reviews (up to 20-25 pages) 

- Short communications (up to 7 pages) 

- New devices and equipment (up to 7 pages) 

- Conferences and Congresses (up to 5 pages) 

 

MANUSCRIPT PREPARATION 

Manuscripts should be in Word Document (Microsoft Word 97, 2003, 2007) in English or 

Russian and should follow the style of the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to 

Biomedical Journals, a copy of which can be found at www.icmje.org. 

 

FONTS 

Use the font Times New Roman size 14 for the body, size 14 bold for subheadings and headings 

and size 16 bold for the title, Line spacing=1,5. 
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TITLE PAGE 

The title page should state: 

• Title: title should be without abbreviations. 

• Author(s): full name of all authors should be mentioned. 

• Affiliation: Author’s affiliation containing: Department, University, City, Country. 

• Corresponding author: one of the authors should be chosen. Address, telephone and fax 

number and E-mail should be written. 

 

ABSTRACT AND KEYWORDS 

[required for perspectives, research articles, review articles] 

• Abstract of research articles and brief reports should be structured as below: 

Background, Objectives, Materials/Patients and Methods, Results and Conclusions. A list of 3-10 

keywords must be provided for indexing purposes. All keywords should be provided according to 

MeSH terms at: http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html. 

 

ARTICLE BODY 

Generally includes the: Background, Objectives, Materials/Patients and Methods, Results, 

Discussion and References. 

• Background: This should summarize the rationale for the study. 

• Objectives: State the aims of the study. 

• Materials/Patients and Methods: This should include exact method or observation or 

experiment. If an apparatus is used, its manufacturer’s name and address should be given in 

parentheses. If a drug is used, its generic name, dose and route of administration must be given. 

Statistical method must be mentioned and specify any general computer program used. 

 • Results: Must be presented in the form of text, tables and illustrations. 

The contents of the tables should not be all repeated in the text. Instead, a reference to the table 

number may be given. Long articles may need sub-headings within some sections (especially the 

Results and Discussion). 

• Discussion: This should emphasize the present findings and their differences or similarities 

with other work done in the field by other workers. Emphasize the new and important aspects of the 

study and the conclusions. 

• Acknowledgments: All contributors who do not meet the criteria for authorship should be 

covered in the acknowledgment section. Persons who provided technical help, writing assistance and 

should also be acknowledged. 

• Tables: All tables must be included at the end of the manuscript. 

 Tables in the word file should be separated by page break (each table on a separate page). 

 The style of table should be simple. 

 Each cell contains only one paragraph or one line. 

• Figures: Figures must be included in article body. Resolution should be 300 dpi for a 3*2 inch 

figure. 

• Units, symbols, and abbreviations: Internationally accepted units (International System of 

Units), symbols, and abbreviations must be used. Abbreviations should be used sparingly and must be 

introduced in parentheses upon the first mention. 

• Drug names: Generic drug names must be used. 
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REFERENCES 

This Journal accepts references according to Vancouver style (with some minor changes) rules 

established by the International Committee of Medical Journal Editors. In the Vancouver system, the 

only indication required in the text of a paper is a number, allocated in ascending sequence, and 

presented in the text either in brackets, or in superscript. For example: 

―Recent randomized controlled trials in primary care showed benefits for patients with depression 

from increased telephone support, better cooperation between primary care and mental health 

professionals, and more systematic follow up (7).‖ 

If the same source is cited again later in the text, the same number is used once more. If multiple 

references are cited, use a hyphen to join an inclusive range of numbers thus: (2-5). Use commas 

without spaces to separate non-inclusive numbers in a multiple citation thus: (2-5, 7, 10). 

Optimal number of references for perspectives and reviews is up to 60, and for original articles 

and mini0reviews – up to 30. 

• Books and Other Monographs 

The details needed to construct a book reference are presented below. 

Each author’s surname followed by the initials (in the same order as they appear on the title 

page), a comma should separate each author’s name. Title of the book. Edition of the book if there has 

been more than one. Place of publication or town of origin followed by a colon, Publisher’s name, 

followed by a semi-colon, Year of publication. e.g. 

Ringsven M.K., Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY): 

Delmar Publishers, 1996. 540 p. 

If only a part is cited, add the page numbers, and volume number in the case of multi-volume 

works, at the end of the reference. 

Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M. Chromosome alterations in human solid tumors // The 

genetic basis of human cancer. Vogelstein B., Kinzler K.W. (Eds.). New York: McGraw-Hill, 2002. P. 

93-113. 

• Standard journal article 

List the first three authors followed by et al., paper title, journal title abbreviation, year of 

publishing, volume number, issue number in parentheses, page range. e. g. 

Vega K.Y., Pina I., Krevsky B. Heart transplantation is associated with an increased risk for 

pancreatobiliary disease // Ann. Intern. Med. 1996. Vol. 124, №11. Р. 980–983. 

• Dissertations (not recomended) 

Kaplan S.Y. Post-hospital home health care: the elderly’s acces and utilization [dissertation]. St. 

Louis (MO): Washington Univ., 1995. 

 

REVIEW PROCESS 

All submitted manuscripts are subject to peer review and editorial approval. Articles will be sent 

to at least 2 reviewers. Authors are usually notified within 1-2 months about the acceptability of their 

manuscript.  
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