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Streszczenie
Wstęp: Wolne rodniki (WR) są to atomy, cząsteczki lub ich fragmenty, których nadmiar prowadzi do rozwoju stresu oksydacyjnego. 
Jest on przyczyną wielu chorób, m.in. nowotworowych, neurodegeneracyjnych i zapalnych oraz starzenia się organizmu. Głównymi 
egzogennymi źródłami wolnych rodników są m.in. zanieczyszczenia przemysłowe, dym tytoniowy, promieniowanie jonizujące, ul-
tradźwięki i pole magnetyczne. Pole magnetyczne niskiej częstotliwości stosowane jest powszechnie w terapii fizykalnej. Celem pracy 
była ocena wpływu pola magnetycznego niskiej częstotliwości, stosowanego w magnetoterapii, na zawartość białka całkowitego 
i grup sulfhydrylowych (sulfhydryl group – –SH) w komórkach wątroby zwierząt doświadczalnych w zależności od czasu narażenia 
na pole. Materiał i metody: Materiał badawczy stanowiło 21 dorosłych, 3–4-miesięcznych samców szczurów rasy Sprague-Dawley. 
Zwierzęta losowo podzielono na 3 grupy badawcze: I – grupę kontrolną, II – grupę poddaną działaniu pola magnetycznego o para-
metrach: 40 Hz, 7 mT, 30 min/dzień przez 2 tygodnie, III – grupę poddaną działaniu pola magnetycznego o parametrach: 40 Hz, 
7 mT, 60 min/dzień przez 2 tygodnie. U zwierząt oznaczono białko całkowite i grupy –SH w homogenatach tkanki wątroby po zakoń-
czeniu ekspozycji na działanie pola magnetycznego. Wyniki: Ekspozycja szczurów na pole magnetyczne o parametrach 40 Hz, 7 mT 
przez 30 min/dzień i 60 min/dzień przez 2 tygodnie spowodowało istotny wzrost stężenia białka całkowitego i wolnych grup –SH 
w homogenatach tkanki wątroby. Wnioski: Wyniki sugerują, że ekspozycja na pole magnetyczne stosowane w magnetoterapii pro-
wadzi do rozwoju mechanizmów adaptacyjnych w celu utrzymania równowagi oksydacyjno-redukcyjnej organizmu i w przypadku 
badanych parametrów nie zależy od czasu ekspozycji. Med. Pr. 2014;65(5):639–644
Słowa kluczowe: ELF-MF, białko całkowite, grupa –SH, wolne rodniki

Abstract
Background: Free radicals are atoms, molecules or their fragments, whose excess leads to the development of oxidative stress, the 
cause of many neoplastic, neurodegenerative and inflammatory diseases, as well as aging of organisms. Industrial pollution, tobacco 
smoke, ionizing radiation, ultrasound and magnetic fields are the major exogenous sources of free radicals. The low frequency mag-
netic field is commonly applied in physiotherapy. The aim of the present study was to evaluate the effect of extremely low frequency 
magnetic field (ELF-MF) on the concentration of sulfhydryl groups (–SH) and proteins in liver tissues of experimental animals de-
pending on the time of exposure to the field. Material and Methods: Twenty one Sprague-Dawley male rats, aged 3–4 months were 
randomly divided into 3 experimental groups (each containing 7 animals): controls (group I), the rats exposed to ELF-MF of 40 Hz, 
7 mT (this kind of the ELF-MF is mostly used in magnetotherapy), 30 min/day for 2 weeks (group II) and the rats exposed to 40 Hz, 
7 mT for 60 min/day for 2 weeks (group III). The concentrations of proteins and sulfhydryl groups in the liver tissues were determined 
after exposure to magnetic fields. Results: Exposure to low magnetic field: 40 Hz, 7 mT for 30 min/day and 60 min/day for 2 weeks 
caused a significant increase in the concentration of –SH groups and total protein levels in the liver tissues. Conclusions: The study 
results suggest that exposure to magnetic fields leads to the development of adaptive mechanisms to maintain the balance in the body 
oxidation-reduction and in the case of the studied parameters does not depend on the time of exposure. Med Pr 2014;65(5):639–644
Key words: ELF-MF, total proteins, –SH group, free radicals 
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komórki z wolną grupą sulfhydrylową. Rodnik ten po-
woduje zahamowanie aktywności białek, takich jak 
fibrynogen i czynnik tkankowy, oraz ma zdolność two-
rzenia nitrotyrozyn (6,7).

Uszkodzenia grup –SH w efekcie końcowym mogą 
prowadzić do zmiany aktywności enzymów, białek 
regulatorowych lub transporterów oraz naruszenia 
homeostazy wapniowej  (8,9). Zmodyfikowane oksy-
dacyjnie białka wykryto w licznych tkankach, dlatego 
uważa się, że  oksydatywna modyfikacja białek przy-
czynia się do patogenezy wielu schorzeń, np. cukrzycy, 
choroby nowotworowej i  chorób układu pokarmowe-
go, m.in. uszkodzenia wątroby. Reaktywne formy tle-
nu mogą powodować rozległą martwicę i stłuszczenie 
zrazików wątroby  (10). Wolne rodniki tlenowe mogą 
powstać w  organizmach żywych również w  wyniku 
oddziaływania na nie czynników zewnętrznych, takich 
jak dym tytoniowy, promieniowanie jonizujące, ultra-
dźwięki i pole magnetyczne.

Pole magnetyczne jest nierozerwalnie związane 
z  otaczającym człowieka środowiskiem, zarówno na-
turalnym, jak i wynikającym z postępu technicznego. 
Pole magnetyczne powstaje nie tylko jako efekt ubocz-
ny działania wielu urządzeń, ale wykorzystywane jest 
również w  medycynie w  celach diagnostycznych i  te-
rapeutycznych. Jedną z metod powszechnie stosowaną 
obecnie w medycynie fizykalnej jako forma terapii jest 
magnetoterapia i magnetostymulacja.

Pole magnetyczne niskiej częstotliwości stosowane 
jest w terapii wielu schorzeń narządu ruchu, zespołów 
bólowych, a także w chorobach układu pokarmowego 
(np. zaburzeniach wydzielania żółci) (11). Badania do-
tyczące oddziaływania pól magnetycznych na zmiany 
stężenia wolnych rodników pozostają nadal w  sferze 
rozważań teoretycznych i  doświadczeń, jednak wska-
zują, że pole magnetyczne niskiej częstotliwości (exter-
mely low freqency magnetic field  –  ELF-MF) może 
powodować wzrost wytwarzania  RFT i  rozwój stresu 
oksydacyjnego w różnych narządach (12–14). Dotych-
czasowe badania potwierdzają również mechanizm 
rodnikowy wpływu pól magnetycznych stałych i  sie-
ciowych na organizmy żywe (15).

Organizmy żywe mające kontakt z  tlenem wytwo-
rzyły wiele mechanizmów obronnych chroniących je 
przed działaniem wolnych rodników, np. utrzymywa-
nie na stałym poziomie antyoksydantów, m.in.  glu-
tationu. Jedną z  funkcji glutationu jest utrzymywanie 
grup tiolowych białek w  stanie zredukowanym  (7). 
Opublikowane wyniki badań pokazują, że  ocena za-
wartości grup tiolowych jest lepszym wskaźnikiem 

WSTĘP

Wolne rodniki  (WR) określa się jako jony lub grupy 
atomów związanych chemicznie (z  nieskompensowa-
nymi spinami), które wykazują właściwości magne-
tyczne (1). Są one obecne w każdej żywej komórce. Ich 
stężenie w tkance zwierzęcej (ok. 1015/g) może się zmie-
niać w  wyniku promieniowania, działania związków 
chemicznych, chorób, stresu (zwiększają one zużycie 
tlenu) czy starzenia się organizmów.

W  żywym organizmie WR są wytwarzane za-
równo w  warunkach fizjologicznych, jak i  w  stanach 
patologicznych. Wolne rodniki powstają w  wyniku 
działania czynników endogennych, takich jak aktywa-
cja neutrofilów i  metabolizm kwasu arachidonowego 
lub katecholamin. Głównym źródłem wolnych rod-
ników tlenowych jest łańcuch oddechowy, który ge-
neruje około 90% wolnych rodników, a 10% powstaje 
w czasie reakcji fizjologicznych w różnych strukturach  
komórki.

W  mitochondriach w  wyniku metabolizmu tleno-
wego dochodzi do redukcji tlenu do nadtlenku wodoru 
(hydrogen peroxide – H2O2), a produktami ubocznymi 
tej reakcji są m.in.  rodnik nadtlenkowy i  rodnik hy-
droksylowy. W warunkach fizjologicznych nie groma-
dzą się one w tkankach, ponieważ są stale unieczynnia-
ne poprzez antyoksydacyjne mechanizmy enzymatycz-
ne (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza 
glutationowa) i  nieenzymatyczne (glutation). Z  kolei 
w stanach patologicznych WR mogą prowadzić do de-
generacji i obumierania komórek w wyniku apoptozy 
lub nekrozy (2–5).

Wolne rodniki reagują ze wszystkimi składnikami 
komórek. Największe uszkodzenia powodują w  lipi-
dach, białkach i w DNA. Zmiany oksydacyjne w biał-
kach są efektem tlenowego metabolizmu komórkowe-
go. Mediatorem oksydacyjnego uszkadzania białek jest 
najczęściej rodnik hydroksylowy, natomiast aniono-
rodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru mogą wy-
woływać modyfikacje, takie jak utlenianie grup sulfhy-
drylowych (sulfhydryl groups – –SH).

Najbardziej podatne na działanie reaktywnych 
form tlenu (reactive oxygen species  –  RFT) są reszty 
aminokwasów aromatycznych i  siarkowych. Najwięk-
szą wrażliwość na działanie  RFT wykazują tyrozyna, 
tryptofan, cysteina i metionina. W wyniku reakcji tlen-
ku azotu (nitric oxide – NO) z jonem ponadtlenkowym 
powstaje nadtlenoazotyn, który jest odpowiedzialny 
za oksydacyjne uszkodzenie aminokwasów. Nadtle-
noazotyn jest bardzo reaktywny i  reaguje wewnątrz  
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stresu oksydacyjnego niż pomiar całkowitego statusu 
oksydacyjnego (16).

Celem niniejszej pracy jest ocena wpływu pola ma-
gnetycznego niskiej częstotliwości (ELF-MF), o najczę-
ściej stosowanych parametrach w  magnetoterapii, na 
zawartość białka całkowitego i grup –SH w komórkach 
wątroby zwierząt doświadczalnych w  zależności od 
czasu narażenia na to pole.

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na 3–4-miesięcz-
nych szczurach rasy Spraque-Dawely, wyhodowanych 
w  zwierzętarni Wydziału Lekarskiego Uniwersytetu 
Medycznego w Łodzi. Zwierzęta przebywały w warun-
kach standardowych, tj. przez 14 godzin w oświetleniu 
sztucznym i  10  godzin w  ciemności, w  temperaturze 
pokojowej. Szczury znajdowały się w  typowych klat-
kach po 5 sztuk, karmione były paszą granulowaną dla 
gryzoni Murigran i wodą ad  libitum. Przed doświad-
czeniem zwierzęta były aklimatyzowane w wyżej opi-
sanych warunkach przez 1 tydzień.

Zwierzęta losowo podzielono na 3 grupy badawcze: 
n I  grupa (N  =  7)  – kontrolna, zwierzęta niepodda-

ne działaniu pola magnetycznego niskiej częstotli-
wości, przebywające w tych samych warunkach jak 
grupy zwierząt badanych, 

n II grupa (N = 7) – zwierzęta poddawane działaniu pola 
magnetycznego o częstotliwości wynoszącej 40 Hz, 
indukcji – 7 mT i czasie ekspozycji – 30 min/dzień  
przez 2 tygodnie, 

n III grupa (N = 7) – zwierzęta poddawane działaniu 
pola magnetycznego o  częstotliwości 40  Hz, in- 
dukcji  – 7  mT i  czasie ekspozycji  – 60  min/dzień 
przez 2 tygodnie. 
Zwierzęta narażone były na działanie pola magne-

tycznego zawsze o tej samej porze dnia, tj. w godzinach 
7:00–9:00, z zachowaniem stałej kolejności ekspozycji. 
Podczas badania zwierzęta umieszczano w  plastiko-
wych pojemnikach, które nie ograniczały poruszania 
się, we wnętrzu typowego aplikatora będącego częścią 
zestawu stosowanego do magnetoterapii. Pole ma-
gnetyczne jednorodne generowane było przez aparat 
typu Magnetronic  MF-10 (prod.  Elektronika i  Elek-
tromedycyna, Otwock), umożliwiający ustawienie 
parametrów pola magnetycznego. Zastosowane para-
metry są najczęściej wykorzystywanymi w  magneto- 
terapii (11).

Po ostatniej ekspozycji zwierzęta usypiano dawką 
letalną pentobarbitalanu  (100  mg/kg  m.c.). Fragment 

tkanki wątroby pobierano natychmiast po eutanazji, 
przepłukiwano oziębionym roztworem soli fizjologicz-
nej w celu usunięcia nadmiaru krwi, a następnie szyb-
ko suszono na bibule i  zamrażano  w  –80°C do czasu 
oznaczania stężenia białka całkowitego i  grup  –SH. 
Badania przeprowadzono za zgodą Lokalnej Komisji 
Etycznej do Spraw Doświadczeń na Zwierzętach w Ło-
dzi (decyzja nr 40/LB368/2007).

Analiza statystyczna, którą wykonano z  wykorzy-
staniem programu ANOVA, obejmowała analizę pod-
stawowych statystyk opisowych, testy jednorodności 
wariancji i test t-Studenta dla prób niezależnych.

Oznaczenie stężenia białka
Białko w  homogenatach narządów oznaczono metodą 
Lowry’ego (17) z wykorzystaniem aparatu Ultraspec III 
(prod. Pharmacia LKB, Wielka Brytania). Próbkę 50 mg 
homogenizowano w 2 ml 1,15% chlorku potasu (potas-
sium chloride  –  KCl). Przed przystąpieniem do badań 
przygotowano odczynniki niezbędne do oznaczenia: 
n odczynnik A – 2% węglanu sodu (sodium carbona-

te – Na2CO3) w 0,1 M wodorotlenku sodowym (so-
dium hydroxide – NaOH),

n odczynnik  B  – 0,5%  siarczanu miedzi (Copper(II) 
sulfate – Cu2SO4) × 5H2O w 1% cytrytnianie sodu,

n odczynnik C: 50 ml odczynnika A i 1 ml odczyn-
nika B,

n odczynnik  D: 1  część odczynnika Fohlina-Ciocal-
lteu i 2 części wody dejonizowanej.
Do 2 ml odczynnika C dodawano 0,4 ml homoge-

natu, mieszano i inkubowano 10 min w temperaturze 
pokojowej. Do badanych próbek dodawano 0,2 ml od-
czynnika D, następnie mieszano i inkubowano w tem-
peraturze pokojowej. Próbę ślepą wykonano tak jak 
próby badane, ale zamiast roztworu zawierającego biał-
ko dodawano 0,4 ml 0,9% chlorku sodu (sodium chlo-
ride – NaCl). Absorbancję próby ślepej odczytano przy 
długości fali 750 nm. Stężenia białka obliczono według 
równania regresji: 

 y = 275,23x+7,1388 μg/ml [1]

gdzie:
y – stężenie białka w µg/ml, 
x – natężenie emisji przy λ = 750 nm w jednostkach arbitralnych. 

Właściwe stężenie białka odczytywano z  krzywej 
wzorcowej dla albuminy wołowej, z  której wykonane 
były roztwory o  stężeniu: 250, 200, 150, 100, 50, 25, 
12,5, 10,5 µg/ml. 



642 Ciejka E. i wsp. Nr 5

Grupa badana / Study group
St

ęż
en

ie
 –

SH
 / 

–S
H 

co
nc

en
tra

tio
n 

[µ
m

]

30

25

20

15

10

5

0
I

kontrolna
control 
(N = 7)

III
60 min/dzień
60 min/day

(N = 7)

II 
30 min/dzień
30 min/day

(N = 7)

Grupa badana / Study group

Bi
ał

ko
 c

ał
ko

wi
te

 / 
To

ta
l p

ro
te

in
 [p

g/
m

l] 350

300

250

200

150

100

50

0
I

kontrolna
control 
(N = 7)

III
60 min/dzień
60 min/day

(N = 7)

II 
30 min/dzień
30 min/day

(N = 7)

Grupa badana / Study group

St
ęż

en
ie

 –
SH

 / 
–S

H 
co

nc
en

tra
tio

n 
[µ

m
]

30

25

20

15

10

5

0
I

kontrolna
control 
(N = 7)

III
60 min/dzień
60 min/day

(N = 7)

II 
30 min/dzień
30 min/day

(N = 7)

Grupa badana / Study group

Bi
ał

ko
 c

ał
ko

wi
te

 / 
To

ta
l p

ro
te

in
 [p

g/
m

l] 350

300

250

200

150

100

50

0
I

kontrolna
control 
(N = 7)

III
60 min/dzień
60 min/day

(N = 7)

II 
30 min/dzień
30 min/day

(N = 7)

Oznaczenie stężenia wolnych grup –SH
Do oznaczenia stężenia wolnych grup –SH w  tkan-
kach wykorzystano kolorymetryczną metodę Ellma-
na  (18). Polega ona na pomiarze absorpcji zreduko-
wanych grup tiolowych (–SH) połączonych z  DTNB  
(5,5-dithio-bis-nitrobenzoic acid – kwas 5,5’-ditio-bis- 
-2-nitrobenzoesowy). Skrawki wątroby (50 mg) homo-
genizowano w 20 objętościach 6-procentowego kwasu 
trójchloroctowego (trichloroacetic acid – TCA) w tem-
peraturze 0°C, a następnie homogenat odwirowywano 
przez 20 min w temperaturze 4°C.

Stężenie wolnych grup –SH mierzono spektrofo-
tometrycznie aparatem Ultraspec  III (prod.  Pharma-
cia LKB, Wielka Brytania). W tym celu do 0,5 ml su-
pernatantu dodano  0,5  ml  0,3-molowego wodorofos-
foranu sodu (sodium hydrogen phosphate – Na2HPO4) 
oraz  0,5  ml 0,04%  DTNB, rozpuszczonego w  10-pro-
centowym roztworze cytrynianu sodu. Dodawane 
odczynniki były zimne, przechowywane w temperatu-
rze  0°C. Absorbancję powstałego roztworu mierzono 
przy fali o długości 420 nm. Stężenie grup –SH oblicza-
no na podstawie równania regresji 2. Wszystkie próbki 
analizowano podwójnie:

 Y = 241,945(x–xo)–0,2998 [2]

gdzie:
Y – stężenie wolnych grup –SH wyrażone w µmol/l, 
x – natężenie emisji przy λ = 412 nm w jednostkach arbitralnych,
xo – natężenie emisji próbki kontrolnej przy λ = 412 nm wyrażo-
ne w jednostkach arbitralnych.

WYNIKI

Wyniki przedstawiono na rycinach  1  i  2. Narażenie 
szczurów na pole magnetyczne o parametrach 40 Hz, 
7  mT przez 30  min/dzień i  60  min/dzień przez  2  ty-
godnie powodowało istotny wzrost stężenia wolnych 
grup  –SH w  porównaniu z  wynikami grupy kontrol-
nej (p  <  0,001). Również stężenie białka w  homoge-
nacie wątroby uległo podwyższeniu w odniesieniu do 
grupy kontrolnej i ta zmiana była istotna statystycznie 
(p  <  0,001). Nie wykazano istotnej zależności między 
grupą II a grupą III.

OMÓWIENIE

Efektem tlenowego metabolizmu komórkowego są re-
akcje oksydacyjne w białkach, które mogą być nasila-
ne w  wyniku oddziaływania czynników szkodliwych 

(np.  zewnętrznego pola magnetycznego). Gromadze-
nie się produktów białkowych może powodować upo-
śledzenie funkcji komórki. Uszkodzenia oksydacyjne 
grup  –SH prowadzą do wielu zaburzeń transmiterów 
i enzymów oraz zmiany przepuszczalności błon komór-
kowych. Grupy tiolowe białek pozostają w równowadze 

* p < 0,001 vs kontrola / * p < 0.001 vs. control.

Ryc. 2. Stężenie białka całkowitego w grupie kontrolnej 
i po ekspozycji na pole magnetyczne 40 Hz, 7 mT, 30 min/dzień 
i 60 min/dzień przez 2 tygodnie
Fig. 2. The concentration of total protein in the control group 
and after exposure to a magnetic field of 40 Hz, 7 mT, 30 min/day, 
and 60 min/day for 2 weeks

* p < 0,001 vs kontrola / * p < 0.001 vs. control.

Ryc. 1. Stężenie grup –SH w grupie kontrolnej i po ekspozycji 
na pole magnetyczne 40 Hz, 7 mT, 30 min/dzień i 60 min/dzień 
przez 2 tygodnie 
Fig. 1. The concentration of –SH groups in the control group 
and after exposure to magnetic field of 40 Hz, 7 mT, 30 min/day, 
and 60 min/day for 2 weeks
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utrzymanie równowagi oksydacyjno-redukcyjnej or-
ganizmu. Zmiana stężenia badanych parametrów nie 
zależy od czasu ekspozycji na pole magnetyczne niskiej 
częstotliwości.
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