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Введение

Среди	 веществ,	 присутствующих	 в	 лю-
бом	 организме,	 включая	 человека,	 вода	
составляет	 наибольшую	 часть.	 Причем	

необходимым	 является	 ее	 постоянное	 по-
ступление	 и	 обновление	 в	 организме.	 Под	
воздействием	 различных	 физических	 фак-
торов	 среды	 в	 воде	 образуются	 активные	
формы	 кислорода	 (АФК),	 которые	 играют	
в	организме	млекопитающих	двоякую	роль.	
С	 одной	 стороны,	 они	 при	 концентрациях,	
превышающих	 уровень	 антиоксидантной	
защиты	 клеток,	 вызывают	 окислительный	
стресс	и	приводят	к	окислительным	повреж-
дениям	 биомолекул,	 с	 другой	 стороны,	 они	
являются	биологически	значимыми	продук-
тами	 нормального	 метаболизма	 и	 важными	
сигнально-регуляторными	 молекулами	 [1,	
2].	Ранее	в	нашей	лаборатории	показано,	что	
такие	 постоянно	 действующие	 на	 организм	
человека	физические	факторы,	как	тепло,	ви-
димый	свет	и	инфракрасное	излучение	так-
же	 приводят	 к	 образованию	 АФК.	 Физико-
химический	механизм	образования	АФК	под	
действием	 данных	 факторов	 включает	 сле-
дующую	совокупность	реакций:	О2	→	1О2	→	
О2

·-	→	HО2
·	→	Н2О2	→	ОH·	[3-8].	Ключевым	

этапом	в	этом	процессе	является	образование	
синглетного	 кислорода	 и	 его	 восстановле-

ние	до	супероксид-анион	радикала.	Принято	
считать,	что	донорами	электронов	в	биологи-
ческих	системах	являются	преимущественно	
катионы	металлов	переменной	валентности,	
такие	как	железо	и	медь.	В	данной	работе	по-
казано,	что	в	водных	растворах	в	качестве	до-
нора	электронов	могут	выступать	некоторые	
биологически	значимые	анионы.

Материалы и методы исследования

В экспериментах	 использовали	 сук-
цинат	 натрия,	 ацетат	 натрия,	 ци-
трат	 натрия,	 NaCl,	 NaHCO3,	 Na2HPO4,	

NaH2PO4,	NaNO2	и	NaNO3	(«Sigma»,	США).	
Использовали	 бидистиллированную	 воду	
рН	 5,6	 с	 удельной	 электрической	 проводи-
мостью	120	мкСм/м,	насыщенной	воздухом	
в	 течение	 суток.	 При	 этом	 концентрация	
молекулярного	 кислорода	 в	 воде	 составля-
ла	 около	 270	 мкМ.	 Образцы	 объёмом	 до	 20	
мл	 в	 герметично	 закрывающихся	 стеклян-
ных	 флаконах	 («Beckman»,	 США)	 прогре-
вали	при	температурах	от	40	до	80	 oC	(±0,1	
°C)	 в	 термостате	 U10	 («Prufgerate-Werk	
Medingen»,	 Германия)	 в	 течение	 различных	
промежутков	времени.

Для	 определения	 содержания	 Н2О2	 в	
водных	 растворах	 использовали	 высоко-
чувствительный	 метод	 усиленной	 хемилю-
минесценции	 в	 системе	 люминол	 —	 4-йо-
дофенол	 —	 пероксидаза	 хрена.	 Измерение	
хемилюминесценции	 осуществляли	 жид-
костным	 сцинтилляционным	 счетчиком	
Бета-1	 при	 работе	 в	 режиме	 счета	 оди-
ночных	 фотонов	 (без	 схемы	 совпадений).	
Метод	детально	описан	в	работах	[9,	10].

В	 качестве	 детектора	 образования	 в	
среде	 доноров	 электронов	 был	 использо-
ван	 реактив	 Эллмана	 —	 5,5-дитиобис(2-
нитробензойная	кислота	(ДТНБ)	(«Sigma»,	
США),	 восстановленная	 форма	 которо-
го	 —	 5-тио-2-нитробензойная	 кислота	
(ТНБ)	 имеет	 характерный	 спектр	 погоще-
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такие	 органические	 анионы	 как	 сукцинат-,	
ацетат-,	цитрат-	приводят	к	уменьшению	об-
разования	 перекиси	 водорода	 под	 действи-
ем	 тепла	 (40	 °С,	 4	 ч)	 примерно	 в	 2-3	 раза.	
Гидроортофосфат-,	 дигидроортофосфат-	 и	
нитрат-анион	 также	 снижают	 образование	
перекиси	 водорода	 при	 воздействии	 тепла.	
Хлорид-анион	 незначительно	 усиливает	 об-
разование	перекиси	водорода.	Бикарбонат-	и	
нитрит-анионы	увеличивают	продукцию	пе-
рекиси	 водорода	 под	 действием	 тепла	 при-
мерно	на	30	%.	Известно,	что	бикарбонат-ани-
он	способен	к	одноэлектронному	окислению,	
проявляя	 свойства	 восстановителя	 с	 обра-
зованием	 бикарбонат-анион	 радикала	 [13].	
Нитрит-анион	 также	 способен	 окисляться	 с	
образованием	нитрит	радикала,	в	отличие	от	
нитрата	[14].	Данные	свойства,	вероятно,	по-
зволяют	 этим	 соединениям	 быть	 эффектив-
ными	донорами	электронов	в	водных	раство-
рах.

На	 рис. 2	 представлена	 зависимость	
влияния	 исследованных	 анионов	 на	 про-
цесс	 образования	 гидроксильных	 радика-
лов	в	воде	под	действием	тепла	(80	°С,	2	ч).	
Установлено,	 что	 сукцинат-,	 ацетат-анио-
ны	 приводят	 к	 уменьшению	 генерации	 ги-
дроксильных	радикалов	под	действием	теп-
ла	примерно	на	30-50%.	Цитрат-,	хлорид-	и	
нитрат-анионы	 существенно	 не	 влияют	

ния.	 Оптическую	 плотность	 определяли	
при	 412	 нм	 на	 спектрофотометре	 Uvikon	
923	 B	 («Kontron	 Instruments»,	 Италия).	
Концентрацию	ТНБ	рассчитывали,	исполь-
зуя	 молярный	 коэффициент	 поглощения	
12000	 М-1×см-1	 при	 412	 нм.	 Условия	 экспе-
римента	детально	описаны	в	работе	[4,	5].

Определение	 гидроксильных	 радика-
лов	 осуществляли	 с	 помощью	 реакции	 с	
кумарин-3-карбоновой	кислотой	(«Aldrich»,	
США),	 продукт	 гидроксилирования	 кото-
рой	 —	 7-гидрокси-кумарин-3-карбоновая	
кислота	—	является	чувствительным	флуо-
ресцентным	 зондом	 для	 определения	 обра-
зования	 этих	 радикалов	 [11].	 Условия	 про-
ведения	 эксперимента	 детально	 описаны	
ранее	[12].

Окислительно-восстановительный	 по-
тенциал	(ОВП)	измеряли	с	помощью	ОВП	
электрода	 ЭРП-105,	 подключенного	 к	 при-
бору	 Эксперт-001	 («Эконикс	 Эксперт»,	
Россия).

Результаты и их обсуждение

На	 рис. 1	 представлена	 зависимость	 вли-
яния	 биологически	 значимых	 анионов	
на	процесс	образования	перекиси	водо-

рода	 под	 действием	 тепла.	 Установлено,	 что	
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Рис. 1.		Влияние	биологически	значимых	анионов	в	концентрации	1	мМ	на	процесс	образования	перекиси	
водорода	в	воде	под	действием	тепла	(4	ч	при	40	°С).	Приведены	усредненные	данные	3	независимых	
опытов	и	стандартные	ошибки.	*	—	отличается	от	контроля	(Р	<	0,05).



90

радикалов	под	действием	тепла.	Следует	от-
метить,	что	это	те	анионы,	которые	приводят	
к	изменению	ОВП	растворов.	В	качестве	сен-
сора	образования	в	среде	донора	электронов	
был	использован	реактив	Эллмана	(ДТНБ),	
представляющий	 собой	 димер,	 при	 восста-
новлении	 которого	 образуются	 два	 оптиче-
ски	активных	мономера	(ТНБ).	При	прогре-
вании	образцов	воды,	содержащих	ДТНБ,	в	
течении	20	мин	при	температуре	50	 °С	про-
исходит	увеличение	поглощения	растворов	в	
области	412	нм,	обусловленное	восстановле-
нием	ДТНБ	в	ТНБ.	Установлено	(рис. 3),	что	
из	всех	исследованных	анионов	в	концентра-
ции	1	мМ	существенную	восстановительную	
активность	проявлял	бикарбонат-анион,	уве-
личивая	восстановление	ДТНБ	более	чем	в	2	
раза,	и	несколько	меньшую	активность	про-
являл	 сукцинат.	 Влияние	 остальных	 анио-
нов	носило	разоннаправленный	характер,	не	
отличаясь	статистически	достоверно	от	кон-
троля.

Известно,	что	под	действием	квантов	све-
та	 ряд	 анионов	 в	 воде	 переходят	 в	 возбуж-
денное	 состояние	 и	 затем	 диссоциируют	 с	
образованием	 сольватированного	 электрона	
и	 анион-радикала	 (Aaq

-	+	 hn	→(Aaq
-)*→eaq

-	 +	
Aaq

·)	[15].	Показано,	что	целый	ряд	анионов,	

на	 генерацию	 гидроксильных	 радикалов.	
Гидроортофосфат-,	 дигидроортофосфат-,	
бикарбонат-	и	нитрит-анионы	увеличивают	
продукцию	 гидроксильных	 радикалов	 при-
мерно	в	1,3–2,5	раза.

Показано,	что	после	воздействия	тепла	из-
меняется	ОВП	солевых	растворов.	Исходно	
все	 исследуемые	 растворы,	 кроме	 бикарбо-
ната,	 имели	 ОВП	 в	 пределах	 250–310	 мВ.	
Растворы	бикарбоната	имели	ОВП	220	±	10	
мВ.	 После	 прогрева	 (40	 °С,	 200	 мин)	 ОВП	
воды	 уменьшается	 на	 10	%.	 Сходным	 обра-
зом	 изменяется	 ОВП	 при	 воздействии	 теп-
ла	на	растворы,	содержащие	1	мМ	сукцинат-,	
ацетат-,	 цитрат-,	 хлорид-	 и	 нитрат-анионов.	
ОВП	 растворов,	 содержащих	 нитрит-анио-
ны,	 после	 прогрева	 уменьшается	 примерно	
на	 15	%.	 ОВП	 растворов,	 содержащих	1	 мМ	
гидроортофосфат-,	дигидроортофосфат-,	би-
карбонат-анионов	 не	 изменялся	 существен-
ным	 образом.	 Данные	 по	 изменению	 ОВП	
после	 воздействия	 тепла	 частично	 коррели-
руют	с	данными	по	влиянию	анионов	на	про-
цесс	 генерации	 гидроксильных	 радикалов	 в	
воде.	А	именно,	гидроортофосфат-,	дигидро-
ортофосфат-,	 бикарбонат-	 и	 нитрит-анионы	
в	отличие	от	остальных	исследованных	анио-
нов	увеличивают	продукцию	гидроксильных	
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Рис. 2.		Влияние	биологически	значимых	анионов	в	концентрации	1	мМ	на	процесс	генерации	гидроксильных	радикалов	
в	воде	под	действием	тепла	(2	ч	при	80	°С).	Приведены	усредненные	данные	3	независимых	опытов	и	стандартные	
ошибки.	*	—	отличается	от	контроля	(Р	<	0,05).



91

связанные	 со	 многими	 патофизиологическими	 по-
следствиями	 для	 организма,	 в	 том	 числе	 с	 процес-
сом	старения	[3].	Процесс	тепловой	генерации	АФК	
является	новым	веским	доводом	в	пользу	свободно-
радикальной	 теории	 старения,	 поскольку	 у	 пойки-
лотермных	 организмов	 температура	 окружающей	
среды	 является	 наиболее	 существенным	 фактором,	
определяющим	 продолжительность	 жизни	 [17].	
Биорегуляторная,	биоэнергетическая	и	информаци-
онная	 роль	 АФК	 в	 ряде	 биологических	 процессов,	
возникновении	и	эволюции	жизни	на	Земле	рассмо-
трена	ранее	[1].	В	связи	с	применением	в	современ-
ной	медицине	тепла	при	лечении	ряда	заболеваний	
с	 помощью	 локально	 созданной	 гипертермии	 при	
различных	физиотерапевтических	процедурах	пред-
ставляется	 актуальным	 дальнейшее	 исследование	
влияния	 анионов	 на	 генерацию	 биологически	 зна-
чимых	АФК	при	различных	состояниях	организма.

Заключение

Показано,	 что	 биологически	 значимые	 анионы	
в	концентрации	1	мМ	в	существенной	степени	
влияют	 на	 процесс	 образования	 перекиси	 во-

дорода	и	гидроксильных	радикалов	в	воде	под	дей-
ствием	 тепла.	 При	 этом	 бикарбонат	 и	 нитрит	 ани-
оны	 обладают	 выраженными	 прооксидантными	
свойствами,	 в	 то	 время	 как	 органические	 анионы	
(сукцинат,	ацетат	и,	в	меньшей	степени,	цитрат)	ан-
тиоксидантными	свойствами.

таких	 как	 Cl-,	 Br-,	 I-,	 OH-,	 PO4
2-,	 CO3

2-	продуцируют	
гидратированный	электрон	при	флеш-фотолизе	[16].	
Поскольку	любое	вещество	при	исследуемых	темпе-
ратурах	 обладает	 тепловым	 электромагнитным	 из-
лучением,	 аналогичным	 излучению	 абсолютно	 чер-
ного	тела	во	всем	спектре	электромагнитных	частот,	
можно	 полагать,	 что	 тепловое	 воздействие,	 подобно	
квантам	света,	также	приводит	к	аналогичному	про-
цессу:	 Aaq

-	 +	 kT	→(Aaq
-)*→	 eaq

-	 +	 Aaq
·,	 где	 kT	 означает	

действие	 теплового	 электромагнитного	 излучения.	
Более	того,	ранее	показано,	что	при	тепловом	воздей-
ствии	в	полосе	поглощения	молекулярного	кислоро-
да	ИК-лазером	с	длинной	волны	1264	нм	происходит	
образование	АФК	[6,	7].	Образовавшиеся	радикалы,	в	
свою	очередь,	рекомбинируют	с	образованием	моле-
кулярных	форм:	Aaq

·	+	Aaq
·	=	А2,	или,	если	присутству-

ет	 ряд	 различных	 радикалов,	 то	 с	 дополнительным	
образованием	 их	 перекрестных	 форм.	 Таким	 обра-
зом,	 анионы	 могут	 выступать	 в	 роли	 восстановите-
ля	 за	 счет	 реакции	 образования	 электрон-радикаль-
ных	 пар	 и	 последующей	 рекомбинации	 радикалов.	
Причем	перекрестная	рекомбинация	радикалов	раз-
ных	 анионов	 может	 быть	 причиной	 синергического	
сверхаддитивного	эффекта,	установленного	ранее	[4].

Возможные	 биологические	 последствия	 тепло-
вой	генерации	активных	форм	кислорода	и	влияние	
различных	 анионов	 на	 генерацию	 гидроксильных	
радикалов	 и	 перекиси	 водорода	 могут	 быть	 суще-
ственны	и	многообразны.	Прежде	всего,	это	процес-
сы,	 обусловленные	 внутриклеточным	 окислитель-
ным	 стрессом	 —	 повышенной	 продукцией	 АФК,	

Рис. 3.		Влияние	биологически	значимых	анионов	в	концентрации	1	мМ	на	процесс	восстановление	ДТНБ	в	воде	под	
действием	тепла	(20	мин	при	50	°С).	Приведены	усредненные	данные	3	независимых	опытов	и	стандартные	ошибки.	
*	—	отличается	от	контроля	(Р	<	0,05).
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S.V. Gudkov, A.V. Chernikov, V.I. Bruskov

influEnCE of PhysiologiCally aCtivE anions on 
formation of rEaCtivE oxygEn sPECiEs in watEr undEr 
aCtion of hEat

Influence of physiologically active anions at 1 мМ concentration on formation of hydrogen peroxide and hydroxyl 
radicals in water under action of heat was studied. It was shown that some biologically active anions have 

properties of mild reducing agents. Succinate, acetate, citrate, chloride, bicarbonate, hydroorthophosphate, 
dihydroorthophosphate, nitrite and nitrate ions were investigated.

Key words: water, physiologically active anions, hydrogen peroxide, hydroxyl radical, reactive oxygen species


