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Введение 

 

Актуальность работы. Пионерские работы под руководством академика 

Н. М. Эмануэля [1–6] положили начало исследований свободно-радикальных 

окислительных процессов (окислительный стресс), которые имеют место и играют 

существенную роль в живых организмах. В настоящее время интенсивные медико-

биологические исследования окислительного стресса в многочисленных 

отечественных и зарубежных научных центрах показывают, что окислительный 

стресс сопровождает, а в ряде случаев провоцирует развитие многих заболеваний, 

включая рак, сердечно-сосудистые и нейродегенеративные болезни, синдром 

приобретенного иммунодефицита, старение. Окислительный стресс 

характеризуется повышенным содержанием активных форм кислорода (АФК) и 

отражает дисбаланс между скоростями образования АФК и их утилизации. 

Образование АФК в процессе аэробного метаболизма клеток всех типов и широкий 

спектр физиологических эффектов АФК объясняют неослабевающий интерес и 

актуальность всестороннего изучения их генерирования и детоксикации, 

выявления роли АФК в формировании иммунного ответа живых организмов на 

внешние воздействия, химических механизмов саморегуляции открытой системы, 

сохраняющей относительное постоянство внутреннего динамического равновесия.  

Серосодержащие соединения давно известны как восстановители пероксидов 

и применяются на практике в антиокислительных композициях. Реакции с АФК и 

тиол-дисульфидного обмена с участием тиольных SH-групп, остатков 

аминокислоты цистеина в белках и низкомолекулярных пептидах играют важную 

роль в функционировании живых организмов и формировании иммунной системы. 

Пандемия 2020–2021 гг. в определенной степени подняла уровень актуальности 

исследований биохимических реакций тиолов глутатиона (GSH) и, в особенности, 

N-ацетилцистеина (ASH), который применяют как муколитический препарат в 

лечении начальных стадий COVID-19. Глутатион (GSH) – трипептид γ-глутамил-

цистеинил-глицин, главный эндогенный низкомолекулярный биоантиоксидант, 

синтезируется непосредственно в живых организмах, присутствует во всех клетках 
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и тканях в миллимольной концентрации, что значительно выше концентраций 

других потенциальных биоантиоксидантов, например, витаминов Е, А, С, 

катехоламинов. Для тиолов и многих серосодержащих соединений характерны 

гетеролитические окислительно-восстановительные реакции с переносом 

электрона и нуклеофильного замещения.  В последние годы активно изучаются 

«Тиол-ен реакции» – реакции взаимодействия тиолов с ненасыщенными 

соединениями, в связи с так называемыми клик-реакциями («Thiol–Ene Click 

Chemistry»), которые применяют для синтеза линейных и разветвленных 

гетероцепных соединений, в том числе в медицинской химии для синтеза новых 

препаратов. Недавно было обнаружено, что при взаимодействии тиолов с 

хиноидными соединениями наряду с известным нуклеофильным замещением в 

ароматическом кольце имеет место радикально-цепная тиол-ен реакция, в которой 

расходуются оба компонента [7]. Образование радикалов в реакции тиола с 

гидропероксидами, приводящее к ускорению процесса было установлено при 

окислении ряда углеводородов и липидов с добавками меркаптоэтанола. 

Природные тиолы являются сугубо гидрофильными соединениями и 

функционируют в полярной водной среде. Тиолы, особенно GSH, известны как 

полифункциональные биоантиоксиданты, которые взаимодействуют с 

гидроксильными и пероксильными радикалами, восстанавливают гидропероксиды, 

дисульфидные связи в белках. В живых организмах восстановление 

гидропероксидов и регенерация GSH из дисульфида происходят ферментативным 

путем с участием, соответственно, глутатионпероксидаз и глутатионредуктаз. С 

Н2О2 тиолы взаимодействуют напрямую, и эту реакцию активно изучают, 

поскольку редокс пара GSH / GSSG и H2O2 занимает центральное место в 

определении окислительно-восстановительного гомеостаза и внутриклеточной 

передачи информации – клеточного сигналинга. Однако в настоящее время в 

литературе не представлены систематические исследования кинетических 

закономерностей и обоснованного механизма реакций тиолов с активными 

формами кислорода, влияния среды на эти реакции, а также взаимодействия 

тиолов, главным образом, глутатиона, с другими эндогенными и экзогенными 
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антиоксидантами. Большинство исследований в этой области проводится в 

органических и различных водных буферных средах при физиологических рН 7,2–

7,4, в гомогенатах биологических тканей и модельных средах. В результате имеет 

место большой разброс в значениях количественных кинетических характеристик 

реакций тиолов с АФК и предлагаемых механизмах. 

Степень разработанности темы исследования. Со времени открытия 

цистеина и глутатиона [8] опубликованы миллионы исследований посвященных 

эндогенным тиолам, их метаболизму, роли в развитии многих заболеваний, 

эффективности и механизму антиокислительного действия. Поскольку тиоловые 

редокс системы функционируют в буферной среде при рН 7,2–7,4, долгое время 

предполагалось, что реакции тиолов с АФК протекают гетеролитически или по 

механизму нуклеофильного замещения [9–19]. С другой стороны, многие авторы 

утверждают, что тиолы активно реагируют с радикалами с образованием в 

обменных реакциях тиильных радикалов [20], которые исследовали методом 

спиновых ловушек, например, [21]. В работах разных авторов отмечается, что 

значения константы скорости реакции тиолов с супероксид анионом О2
•− 

варьируются на четыре порядка величины  10–105 (М × с)−1. 

В живых организмах восстановление гидропероксидов осуществляется 

глутатиoнпероксидазами, ферментами, специфичными для органов и тканей, 

которые, используют GSH в качестве субстрата и эффективно восстанавливают не 

только H2O2, но и органические гидропероксиды, включая гидропероксиды 

мембранных полиненасыщенных жирных кислот. Серия фундаментальных работ 

по механизму реакций природных тиолов с пероксидом водорода в водной среде 

была начата более 30 лет назад коллективом авторов [22–25]. Авторы представили 

достаточно убедительные результаты спектроскопических (УФ и ИК) 

исследований и теоретического анализа образования промежуточных комплексов 

[GSH – Н2О2] не только в буферных растворах с нейтральным и физиологическим 

рН, но и в чистой воде, когда образуется кислая реакционная смесь с рН 2. Так же, 

как в работах [9–20], они установили, что в целом реакция тиолов (глутатиона, 

цистеина, ацетилцистеина) с Н2О2 следует стехиометрическому уравнению: 
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2ТSH + Н2О2 → ТSSТ + 2Н2О,  однако кинетика и механизм взаимодействия 

тиолов с Н2О2 и вопрос об основных факторах, влияющих на биологически 

значимую редокс сигнальную систему GSH / GSSG – H2O2, остается открытым.   

Реакции тиолов с олефинами (тиол-ен реакции, гидротиолирование алкенов) 

с образованием тиоэфиров известны давно с 1905 г. В последние десятилетия им 

уделяется большое внимание в связи с возможностью селективного и 

стереоселективного синтеза разнообразных соединений в полимерной и 

медицинской химии. Эти реакции могут протекать по радикальному механизму 

при окислении липидов, когда в обменных реакциях образуются тиильные 

радикалы и присоединяются по двойной связи олефинов [26]. Но эти реакции 

изучены в органической среде, в которой гидрофильные тиолы практически не 

растворяются, и данных о тиол-ен реакциях с участием GSH и других эндогенных 

тиолов с ненасыщенными соединениями практически нет. В целом, до начала 

наших работ механизм реакций водорастворимых тиолов с пероксильными 

радикалами и Н2О2 в водных растворах был изучен поверхностно и слабо 

подкреплялся кинетическими данными, а образование радикалов в реакции тиолов 

с Н2О2 и инициирование образовавшимися тиильными радикалами тиол-ен 

реакций с фенолами, содержащими ненасыщенную связь в боковой цепи, и влияние 

рН среды на кинетику и механизм этих реакций исследовано впервые. 

Цель работы: выявить кинетические закономерности и механизм 

радикальных реакций гидрофильных тиолов с активными формами кислорода в 

водных растворах, выяснить роль среды. 

Основные задачи: 

1. Найти оптимальный водорастворимый акцептор пероксильных и тиильных 

радикалов, инертный по отношению к тиолам и пероксидам. 

2. Определить кинетические характеристики реакций тиолов с 

пероксильными радикалами, образующимися при распаде водорастворимого 

инициатора ААРН. 
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3. Выявить кинетические закономерности взаимодействия тиолов с Н2О2 в 

деионизированной воде. Определить скорости образования радикалов в реакциях 

тиолов с Н2О2 методом ингибиторов. 

4. Определить природу радикалов, образующихся при взаимодействии 

тиолов с Н2О2 в воде методом ЭПР с использованием спиновой ловушки. 

5.  Изучить кинетические закономерности и механизм тиол-ен реакции 

тиолов с фенолом, содержащим ненасыщенную связь в боковой цепи, 

ресвератролом, провести анализ образующихся продуктов. 

6. Выяснить влияние рН и биологически значимых катионов ацетилхолина 

(ACh+), Na+ и K+ на скорости расходования глутатиона и инициирование радикалов 

при взаимодействии глутатиона с Н2О2. 

7. Предложить кинетически обоснованный механизм реакций глутатиона с 

Н2О2 и инициированной тиильными радикалами тиол-ен реакции глутатиона с 

ресвератролом; разработать кинетическую модель для компьютерного 

симулирования. 

Научная новизна: 

1. Детально изучена кинетика и механизм радикальных реакций природных 

тиолов с пероксильными радикалами и Н2О2 в деионизированной воде, определены 

константы скорости реакций с радикалами и предложена кинетическая модель 

сложного механизма взаимодействия глутатиона с Н2О2. 

2. Обнаружено, что в деионизированной воде взаимодействие тиолов 

(глутатиона, цистеина, гомоцистеина, ацетилцистеина) с Н2О2 сопровождается 

образованием тиильных радикалов, природа которых установлена методом ЭПР с 

использованием спиновой ловушки. Показано, что при рН > 7 радикалы не 

образуются. 

3. Выявлены кинетические закономерности и установлен механизм тиол-ен 

реакции глутатиона с ресвератролом – фенолом, содержащим ненасыщенную связь 

в боковой цепи, в деионизированной воде в присутствии Н2О2; предложена 

кинетическая модель радикально-цепной тиол-ен реакции. 
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4. Установлено существенное влияние рН на скорости реакций глутатиона 

при взаимодействии с пероксильными радикалами и Н2О2: в фосфатных буферных 

растворах при рН  7 увеличивается активность GSH в реакциях с пероксильными 

радикалами и Н2О2,  изменяется механизм взаимодействия глутатиона с Н2О2, а в 

диапазоне физиологических рН 6,8–7,4 скорость реакции GSH с Н2О2 описывается 

экспоненциальной зависимостью lg WТSH = const + pH. 

5. Обнаружено влияние катионов ацетилхолина (ACh+) и К+ на 

взаимодействие GSH и H2O2. Нейромедиатор ацетилхолин более чем в два раза 

увеличивает, а катионы К+, напротив, почти в полтора раза уменьшают скорость 

образования радикалов при взаимодействии GSH и Н2О2. 

Теоретическая и практическая значимость. Полученные в работе 

результаты по кинетике и механизму радикальных реакций глутатиона и других 

тиолов в деионизированной воде расширяют и значительно дополняют 

фундаментальные знания о механизме реакций природных тиолов с АФК и 

другими биоантиоксидантами. Совокупность полученной кинетической 

информации (константы скорости реакций с радикалами и кинетические модели 

взаимодействия GSH и H2O2) могут служить реперным кинетическим пакетом при 

изучении влияния компонентов водной среды на поведение тиолов в реакциях с 

активными формами кислорода. 

Предложенные в данной работе экспериментально обоснованные 

кинетические модели реакции глутатиона с пероксидом водорода и тиол-ен 

реакции глутатиона с ресвератролом могут быть использованы для 

прогнозирования и оценки воздействия на живые организмы совместного действия 

тиолов с биоантиоксидантами в условиях окислительного стресса. 

Системы на основе тиолов оказывают многофакторное влияние на клеточный 

окислительно-восстановительный метаболизм, антиоксидантную защиту и 

передачу сигналов. Поэтому полученные количественные данные могут быть 

использованы при конструировании биоподобных объектов в синтетической 

биологии. 
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Использованный в работе водорастворимый анионный полиметиновый 

краситель А, акцептор пероксильных и тиильных радикалов, инертный по 

отношению к тиолам и пероксидам, можно рекомендовать для оценки 

антирадикальной активности методом конкурирующих реакций и определения 

скоростей инициирования радикалов методом ингибиторов в водных средах.   

Положения, выносимые на защиту: 

1. Выявление природы радикалов и условий их образования в реакции тиолов 

с Н2О2. 

2. Кинетика и механизм тиол-ен реакции GSH с фенолами, содержащими 

двойную связь в боковой цепи, на примере ресвератрола в присутствии Н2О2. 

3. Влияние рН и ионного состава среды на реакцию глутатиона с Н2О2. 

4. Оценка активности природных тиолов в реакциях с пероксильными 

радикалами в водных растворах с различными рН. 

Методология и методы исследования. В работе использованы 

апробированные экспериментальные методы, обеспечивающие достоверность 

экспериментальных данных: метод кинетической УФ-спектрофотометрии, методы 

ЭПР и масс-спектроскопии, метод изотермической калориметрии. Основная часть 

работы посвящена изучению кинетики расходования глутатиона и акцепторов 

радикалов при взаимодействии тиола с пероксидом водорода при разных 

концентрациях реагентов в воде и буферных средах для чего использовался метод 

кинетической УФ-спектрофотометрии. Скорости образования радикалов в реакции 

тиолов с пероксидом водорода регистрировали методом ингибиторов с 

применением оригинального акцептора радикалов – полиметинового красителя с 

уточненными спектрально-кинетическими характеристиками. Природу радикалов 

подтвердили методом ЭПР с использованием известной спиновой ловушки. 

Продукты, образующиеся в реакции глутатиона с Н2О2 и в тиол-ен реакции 

глутатиона с ресвератролом в присутствии Н2О2, исследовали методом масс-

спектрометрии. 

Объекты исследования: водорастворимые тиолы глутатион, гомоцистеин 

фирмы «Sigma-Aldrich», а также цистеин и синтетический тиол N-ацетилцистеин 



11 

 

фирмы «AcrosОrganics»; фенол, с ненасыщенной связью в боковом заместителе 

ароматического кольца, транс-ресвератрол фирмы «abcrGmbH», водорастворимый 

азоинициатор (ААРН) – фирмы «Fluka»; пероксид водорода фирмы 

«PanReacAppliChem» – все реактивы марки ОЧ. В качестве растворителя 

использовали деионизированную воду. 

Экспериментальная работа выполнена на базе Федерального 

государственного бюджетного учреждения науки Федерального 

исследовательского центра химической физики им. Н. Н. Семенова Российской 

академии наук и Федерального государственного бюджетного учреждения науки 

Института биохимической физики им. Н. М. Эмануэля Российской академии наук. 

Личный вклад соискателя. Представленные в работе результаты получены 

лично автором или при его непосредственном участии. Вклад автора 

диссертационной работы во все публикации является основным и состоит в 

подготовке и проведении спектроскопических исследований, компьютерного 

моделирования, обработке полученных экспериментальных данных и их 

интерпретации, формулировании выводов, участии в обсуждении результатов и 

подготовке их к публикации. Материалы диссертации доложены автором в виде 

устных и стендовых докладов на российских и международных научных 

конференциях. 

Природу радикалов, образующихся при взаимодействии тиолов с Н2О2, 

определяли методом ЭПР совместно с д.ф.-м.н. М. В. Мотякиным, константу 

скорости рекомбинации фенилтиильных радикалов определяли методом флеш-

фотолиза совместно с д.х.н. В. А. Кузьминым и к.х.н. А. А. Костюковым, масс-

спектры тиолов и продуктов окисления регистрировала М. И. Индейкина, кинетику 

тепловыделения методом изотермической калориметрии измерил 

к.х.н. М. П. Березин, поглощение О2 при окислении тиолов измерил 

к.х.н. Д. В. Лошадкин, константы скорости реакции методом хемилюминисценции 

измерила к.х.н. И.Ф. Русина. 

Степень достоверности полученных результатов. Достоверность 

результатов научных исследований, полученных в работе, подтверждается 
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корректным использованием современных методов исследования, применяемых в 

физической химии, планированием проведения экспериментальных исследований 

и привлечением профессионалов к обсуждению полученных результатов, 

тщательностью и повторностью проведения экспериментов, а также не 

превышением погрешности определения более чем на 10% при определении 

кинетических характеристик исследуемых реакций.  

Апробация работы. Результаты работы докладывались и обсуждались на 

следующих конференциях: 1st International Symposium on Lipid Oxidation and 

Antioxidants, Porto, Portugal, 2016; I and II International Conferences on 

Bioantioxidants, 2017, Sofia, and 2018 Varna, Bulgaria; МОБИ-ХимФарма 2017, 

Крым, Севастополь; 15th Euro Fed Lipid Congress, 2017, Uppsala, Sweden; 

XXXV Всероссийский симпозиум молодых ученых по химической кинетике, 

Пансионат "Берёзки" (Московская область), 2018 г.; 2nd International Symposium on 

Lipid Oxidation and Antioxidants 2018, Graz, Austria; 1st International Conference on 

Reaction Kinetics, Mechanisms and Catalysis (RKMC 2018) 2018,  Budapest, Hungary; 

XVI International Conference on Surface Forces, 2018, Kazan, Russia; 

IV Междисциплинарный симпозиум по медицинской, органической, 

биологической химии и фармацевтике МОБИ-ХимФарма 2018, Новый Свет, Крым; 

“World Summit on Catalysis Engineering and Technology”, 2019, Valencia, Spain; 

X Международная конференция «БИОАНТИОКСИДАНТ», Москва, 2020 г.; 

Окисление, окислительный стресс, антиоксиданты:  международная конференция 

молодых ученых и школа им. Академика Н. М. Эмануэля 2015 и 2019 гг.; 

Ежегодная международная молодежная конференция ИБХФ РАН-ВУЗы 

«Биохимическая физика» 2015–2017 и 2019 гг.; ежегодная научная конференция 

ФИЦ ХФ РАН, секция «Динамика химических и биологических процессов» 2016–

2021 гг. 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 10 статей в 

рецензируемых журналах, 12 статей в сборниках научных статей и 14 тезисов в 

сборниках конференций.  
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Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ № 17–03–00364, № 18–33–

00742, № 20–03–00753, РНФ № 14–23–0018 государственного задания РФ 

(проект № 0082–2018–0006). 

Структура и объем работы. Диссертационная работа состоит из введения, 

5 глав, заключения, основных результатов и выводов, списка сокращений и списка 

литературы. Диссертация изложена на 140 страницах машинописного текста, 

включая 45 рисунков, 19 таблиц и 3 схемы. Список цитируемой литературы 

содержит 309 ссылок. 
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Глава 1. Обзор литературы 

 

1.1. Феноменология действия антиоксидантов в процессах окисления 

 

Парадокс аэробной жизни заключается в том, что живые организмы не могут 

существовать без кислорода, однако кислород, по своей сути, опасен для их 

существования. Окисление органических веществ кислородом – это источник 

энергии. Но атмосферный кислород в основном состоянии является бирадикалом, 

и окисление органических субстратов (LH) часто происходит по свободно-

радикальному механизму [27] с образованием активных форм кислорода (АФК) 

таких как •OH, O2
•−, LO2

•, HOOH, LOOH, которые ответственны за токсичность 

кислорода. Фундаментальный вклад в изучение механизмов свободно-

радикального окисления, разработку теории жидкофазного окисления 

углеводородов и липидов, выяснение возможностей применения и путей 

регулирования окислительных процессов внесли российские ученые под 

руководством акад. Н. М. Эмануэля [28–30]. Новые результаты исследований в 

области окисления и механизмов действия антиоксидантов обобщены в 

монографиях проф. Е. Т. Денисова [31–33] и других российских [34; 35] и в 

большом количестве во многом повторяющихся монографий и обзоров 

зарубежных ученых [36–41]. 

Пионерские работы под руководством академика Н. М. Эмануэля положили 

начало исследований свободно-радикальных окислительных процессов 

(окислительный стресс), которые имеют место и играют существенную роль в 

живых организмах [1–6]. В настоящее время интенсивные медико-биологические 

исследования окислительного стресса в многочисленных отечественных и 

зарубежных научных центрах показывают, что окислительный стресс 

сопровождает, а в ряде случаев провоцирует развитие многих заболеваний, 

включая рак, сердечно-сосудистые и нейродегенеративные болезни, синдром 

приобретенного иммунодефицита, старение [42–48]. 

Чтобы выжить в неблагоприятной кислородной среде, живые организмы 

синтезируют (эндогенные) или получают из пищи (экзогенные) различные 
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водорастворимые и маслорастворимые антиоксидантные соединения. 

Антиокислительный эффект зависит от комплекса факторов, включая природу 

антиоксидантов, состояние окисления, свойства окисляемого субстрата и стадию 

окисления. Наиболее подвержены окислению липиды, в особенности 

полиненасыщенные липиды. Феноменология действия антиоксидантов 

непосредственно связана с кинетическими особенностями процесса окисления.   

Принципиальная Схема 1.1 радикально-цепного окисления липидов (RH) и 

многих других органических соединений включает элементарные стадии 

зарождения цепей, продолжения, разветвления (распад пероксидов на радикалы) и 

обрыва цепей, протекающего по реакциям рекомбинации или 

диспропорционирования свободных, в основном, пероксильных (RO2
•) радикалов 

[2–14; 28; 29]:  

Схема 1.1: 

Инициирование радикалов (k0): 

                                               (ki): 

RH + O2 → R• + HO2
• 

I → 2r• 
[+RH]
→    2R• 

+𝑂2
→   2RO2

• 

Продолжение цепей (kp): R• + O2 → RO2
• 

RO2
• + RH 

(𝑘p)
→   ROOH + R• 

Разветвление цепей (kd): 
ROOH 

+ RH,   ROOH
→          R•, RO2

•, RO•, Н2О 

Обрыв цепей (kt): RO2
• + RO2

•
 
(𝑘t)
→   продукты 

Здесь I – инициатор, ROOH – гидропероксид, первичный продукт окисления, 

распад которого на свободные радикалы (разветвление цепей) является причиной 

автоускоренного развития окислительного процесса. Скорость цепной реакции 

пропорциональна скорости инициирования (Wi) и длине цепи ():       

W = Wi × .                                      (1.1) 

Согласно Cхеме 1.1, скорость инициирования и длина цепи равны соответственно: 

Wi = 2k0 [RH] [O2] + 2 ki [I] + kd [ROOH],                (1.2)  

    = (kp [RH] [RO2
•]) / 2kt [RO2

•]2,                                          
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где kd – эффективная константа скорости образования радикалов при участии 

ROOH. В большинстве случаев скорость зарождения цепей (2ko [RH] [O2]) намного 

меньше скорости их разветвления (kd [ROOH]), а в инициированном окислении 

обычно применяют такие концентрации инициатора, при которых   Wi  2ki [I]. 

Реакции рекомбинации-диспропорционирования R• и RO2
•, а также 

присоединение О2 к алкильному радикалу R• протекают с высокими значениями 

констант скорости:  105–109 (М × с)−1 практически без энергии активации. 

Поэтому в процессе окисления очень быстро устанавливается стационарная, 

кинетически равновесная концентрация этих радикалов, при которой скорости 

образования (Wi) и гибели радикалов практически равны. В присутствии О2 имеет 

место неравенство: [RO2
•] >> [R•], и обрыв цепей происходит только при участии 

RO2
•: 

                       Wi = 2kt [RO2
•]2, откуда [RO2

•] = (Wi / 2kt)
0,5.                          (1.3) 

Скорость окисления описывается уравнением (1.4): 

           −d[RH] / dt  d[O2] / dt = Wi + kp [RH] [RO2
•] = Wi + kp [RH] (Wi / 2kt)

0,5.  (1.4) 

Отношение констант скоростей продолжения и обрыва цепи a = kp / (2kt)
0,5 может 

служить характеристикой окисляемости соединения. Окисляемость сильно зависит 

от строения молекулы окисляемого субстрата. 

Скорость цепной реакции, как следует из уравнений (1.1) и (1.4) можно 

снизить, уменьшая скорость инициирования радикалов или снижая концентрацию 

RO2
• и длину цепи. В настоящее время известно огромное количество различных 

соединений антиоксидантов (АО), которые уменьшают скорости окисления и 

увеличивают срок службы материалов, подверженных окислению и старению, 

оказывают стабилизирующее действие на живые организмы. В [48] рассмотрены 

различные классификации антиоксидантов. 

По растворимости, определяющей области функционирования и 

применения, выделяют масло- и водорастворимые АО. По происхождению, тоже 

влияющему на области применения, разделяют синтетические и природные АО. 

Природные АО обычно мало- или нетоксичны (за некоторыми исключениями), 

тогда как синтетические АО применяются преимущественно для стабилизации 
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материалов, а для применения в пищевых продуктах, косметике и медицине 

должны проходить жесткую проверку на токсичность, безопасность и 

совместимость. По химической структуре: среди АО выделяют соединения разных 

классов – фенолы, ароматические амины, полиненасыщенные каротиноиды, 

стабильные радикалы, серо- и фосфорсодержащие соединения; в живых 

организмах такие белки, как каталаза, супероксиддисмутаза и различные 

пероксидазы функционируют как антиоксидантные ферменты [32; 35; 37; 41; 45; 

50–53]. По механизму действия различают следующие группы ингибиторов [28–

40; 48]: 

1. Обрывающие цепи по реакции с пероксирадикалами (фенолы, 

нафтолы, ароматические амины). 

2. Ингибирующие процессы радикальной полимеризации и окисления 

при небольших давлениях кислорода по реакции с алкильными радикалами 

(хиноны, нитроксильные радикалы, нитросоединения). 

3. Разрушающие гидропероксиды без образования свободных радикалов 

(соединения, содержащие атомы серы, фосфора, азота и др.). 

4. Пассиваторы, дезактиваторы металлов. 

5. Ингибиторы смешанного типа, обрывающие цепи по реакции с 

пероксильными или алкильными радикалами и разрушающие гидропероксиды. В 

большинстве своем, это полифункциональные соединения. 

Ингибиторы цепной реакции (InH) увеличивают скорость обрыва цепи по 

реакции с радикалами, заменяя активные, ведущие цепи радикалы RO2
• и R• из 

окисляемого субстрата на менее активные радикалы ингибитора, которые далее 

реагируют только с радикалами и в некоторых случаях с субстратом или 

гидропероксидом в реакциях передачи цепи:  

                                    RO2
• + InH → ROOH + In•,        (kinh)               (1.5)                             

                                         R• + InH → RH + In•,   

                                 In• 
+ In•,R•,RO2

• ,RH,ROOH
→                 продукты.                            (1.6) 
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Скорость ингибированного окисления в простейшем случае, не осложненном 

побочными реакциями с участием ингибитора, равна: 

                        W = (kp [RH] Wi) / (f × kinh [InH]),              (1.7) 

где f – стехиометрический коэффициент ингибирования, показывающий, сколько 

обрывов цепей приходится на одну молекулу ингибитора. Если величина kinh имеет 

вполне конкретный физический смысл и в, определенной мере, является 

молекулярной кинетической характеристикой реакционной способности 

ингибитора в реакции с RO2
•, то стехиометрический коэффициент f представляет 

собой эффективную величину, которая зависит от концентраций реагентов и 

является совокупным результатом протекания всех реакций с участием ингибитора 

и продуктов его превращения. 

Следует различать антирадикальную и антиокислительную активность 

ингибиторов. Величины kinh и f  характеризуют антирадикальную активность (АРА) 

ингибитора, т.е. его активность в реакциях с радикалами. Антиокислительная 

активность (АОА) – есть свойство соединения или смеси соединений замедлять 

окислительную деструкцию субстрата, например, уменьшать поглощение О2 или 

образование пероксидов. Так, целый ряд серосодержащих соединений 

(тиокарбаматы, тиофосфаты), восстанавливающие пероксиды без образования 

радикалов, демонстрируют антиокислительное действие, но не обрывают цепи по 

реакции с радикалами (1.5) [54; 55], т.е. не обладают антирадикальной 

активностью. Вещества, ускоряющие распад гидропероксидов на свободные 

радикалы, и тем самым увеличивающие скорость инициирования радикалов 

(уравнение (1.2)), например, многие соединения переходных металлов 

увеличивают скорость окисления (уравнение (1.4)) [28–40] и являются 

прооксидантами.  

Из уравнения (1.7) следует, что чем больше концентрация ингибитора и чем 

выше его антирадикальная активность (kinh и f), тем в большей степени уменьшается 

скорость окисления. Кинетические характеристики антирадикального действия и 

их связь с особенностями строения для многих синтетических [31; 34; 36] и 
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природных [32; 48; 56] ингибиторов, а также способы их определения [57–59] 

представлены в ряде монографий и обзоров. 

 

1.2. Серосодержащие соединения. Природные тиолы 

 

Общие сведения 

Тиолы (цистеин (СSH), гомоцистеин (HSH), глутатион (GSH)) (Таблица 1.1) 

относятся к водорастворимым, природным, эндогенным, т.е. синтезируемым в 

живых клетках, серосодержащим ингибиторам [50; 52; 60–63]. Тиол-содержащие 

соединения играют важную роль в защите биологических систем от окислительных 

повреждений и известны как разрушители пероксидов [10; 63; 64]. 

Серосодержащие (тио-) соединения традиционно используют в 

антиокислительных композициях для стабилизации масел [64] и в качестве 

синергических добавок антипероксидного типа [65–67]. В живых организмах 

тиолы также действуют как антиоксиданты: взаимодействуют с гидроксильными и 

пероксильными радикалами, восстанавливают пероксид водорода, 

гидропероксиды, дисульфидные связи -S-S-, предотвращают окисление протеинов, 

регулируют функции белков и экспрессию генов [11; 12; 20; 68–71]. В живых 

организмах гидропероксиды восстанавливаются ферментами 

глутатиoнпероксидазами, которые используют GSH в качестве субстрата и 

эффективно восстанавливают не только H2O2, но и органические гидропероксиды, 

включая гидропероксиды мембранных полиненасыщенных жирных кислот [72; 

73].  

Глутатион (GSH), трипептид, состоящий из аминокислот L-глутамата, L-

цистеина и глицина в конфигурации -Glu-Cys-Gly - самый распространенный 

цитозольный тиол, присутствующий в большинстве клеток в миллимолярной 

концентрации (0,1–10 мМ) [74–76]. Концентрация GSH в альвеолярной слизистой 

оболочке ~ 0,8 мМ [77], эндоплазмотическом ретикулуме ~ 2 мМ [78], эритроцитах 

– 2–3 мМ [74; 79], нервной ткани – 0,1–3,4 мМ [74; 80], яйцеклетках – 6–10 мМ [74], 
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в мозге – 1–2 мМ [81], что на порядки превосходит концентрации других 

компонентов защитной антиоксидантной системы [12; 68; 69; 70; 71; 82]. Большая 

часть клеточного глутатиона (85–90 %) синтезируется в цитозоле (1–11 мМ [77]), а 

также в митохондриях (5–11 мМ [77]), пероксисомах и ядерных матриксах (3–

15 мМ [77]). GSH синтезируется [77; 83] в печени (4,5–8,2 мМ [74; 79; 84]) откуда 

поступает в плазму крови, кишечник, легкие (1,4–2,3 мМ [79; 84]) и почки (0,1–

2,5 мМ [74; 79; 84]). 

 

Таблица 1.1 – Структурные формулы природных тиолов 

 

Глутатион (GSH) L-цистеин (CSH) 

  
N-ацетилцистеин (ASH) Гомоцистеин (HSH) 

  

 

Внутри клеток глутатион умеренно стабилен, поскольку внутриклеточные 

пептидазы расщепляют, как правило, пептидные связи, образованные α-

карбоксильными группами аминокислот, но, не γ-карбоксильными группами [85; 

86]. При взаимодействии с активными формами кислорода (АФК) и другими 

окислителями GSH окисляется в дисульфид (GSSG). Соотношение 

восстановленной и окисленной форм глутатиона ([GSH] / [GSSG]) в клетке 

является одним из важнейших параметров, который показывает уровень 

окислительного стресса [87–91]. При нормальных условиях в клетке преобладает 

восстановленная форма GSH в соотношении 100 : 1 [74; 92]. Клеточный механизм 

млекопитающих поддерживает гомеостатические пулы GSH тремя различными 

путями, а именно: биосинтез de novo, усвоение GSH, полученного из экзогенных 

источников, через плазматическую мембрану и НАДФН-зависимое 

восстановление окисленного глутатиона (GSSG) через GSSG-редуктазу. Синтез 

GSH катализируется ферментами глутаматцистеинлигазой (GCL) и синтетазой 
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GSH в АТФ-зависимом биосинтетическом пути, при этом цистеин является 

субстратом, лимитирующим скорость синтеза GSH [74; 89]. В частности, было 

обнаружено, что апоптоз регулируется постоянным дисбалансом GSH / GSSG, в 

результате чего повышение GSSG приводит к кинетически ускоренной потере 

целостности митохондрий, транслокации цитокина из митохондрий в цитозоль с 

последующей активацией каспазы-3 [93–96]. В организме GSH участвует в 

процессах детоксикации электрофильных соединений (ксенобиотиков), а также в 

метаболизме простагландинов и лейкотриенов, регулирует функции белков и их 

конформации, экспрессию генов с помощью реакций тиол-дисульфидного обмена, 

функции лимфоцитов и иммунные реакции [96–98]. Он также участвует в 

транспорте аминокислот и во всасывании микроэлементов из кишечника, главным 

образом железа и селена [99; 100]. 

Несмотря на достаточно высокое содержание глутатиона в биологических 

жидкостях, в ряде случаев повышенное содержание природных тиолов 

рассматривают как биомаркер некоторых клинических ситуаций и заболеваний 

[100–102]: болезни Альцгеймера, Паркинсона, ревматоидного артрита и сердечно-

сосудистых заболеваний. Более того, повышенный уровень GSH и CSH был 

отмечен в случае СПИД-деменции. У людей с аутизмом часто наблюдается 

множество нарушений в окислительно-восстановительной сигнализации, а 

повышение уровня GSSG связано со значительным снижением внутриклеточных 

уровней CSH, GSH и снижение в соотношении показателя GSH / GSSG. Это 

объясняется врожденной ошибкой в синтезе GSH и сопровождается тяжелой 

умственной отсталостью в младенчестве, а затем задержкой движений, атаксией и 

постепенным развитием прогрессирующего тремора. Нарушения в соотношении 

окислительно-восстановительной пары GSH / GSSG связывается с 

нейровоспалением [103].    

В последние десятилетия обращено внимание на влияние GSH на 

онкологические заболевания и биохимию раковых клеток. Предполагается, что 

GSH является ключевым элементом в их защите от свободных радикалов и 

электрофилов и определяет чувствительность клеток к радиации и 
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медикаментозной цитотоксичности. Множественную лекарственную и лучевую 

резистентность опухолевых клеток по сравнению с нормальными связывают с 

повышенным в них уровнем GSH [95; 104–111], который раковые клетки 

поддерживают посредством сверхэкспрессии GSH и ферментов, ответственных за 

гомеостаз GSH, таких как пероксидаза GSH, редуктаза GSH, глутаредоксины и 

трансферазы GSH. Например, концентрация GSH в опухолях молочной железы 

колеблется в диапазоне 10–40 нмоль / мг белка, в то время как для здоровой ткани 

молочной железы это значение находится в диапазоне 1–10 нмоль / мг белка. 

Однако, при заболеваниях печени, диабете, лейкемии, и ряде других расстройств 

отмечается снижение содержания внутриклеточных тиолов [112; 113]. 

Цистеин (CSH), α-амино-β-тиопропионовая кислота – алифатическая 

серосодержащая аминокислота. L-цистеин входит в состав белков и пептидов, 

играет важную роль в процессах формирования тканей кожи. Цистеин участвует в 

образовании коллагена и глутатиона [114–117]. Цистеин окисляется значительно 

легче и быстрее глутатиона. Вероятно, поэтому в тканях и биологических 

жидкостях [CSH] << [GSH] (М и мМ соответственно) [74; 118]. Наиболее 

известным белком, включающим CSH, является альбумин – основной белок 

плазмы [119].  Молекулярная масса альбумина около 66 кДа, концентрация в крови 

около 600 М (35–50 мг / мл), что составляет большую часть всех плазменных 

белков (примерно 60 %) [119; 120]. Благодаря наличию единственной свободной 

SH-группы в положении Cys34, альбумин формирует наибольший тиоловый пул в 

крови [121], который относят к антиоксидантам. В плазме здоровых взрослых 70–

80% альбумина содержат свободную сульфгидрильную группу, 25 % остатков 

цистеина Cys34 формируют дисульфиды с другими цистеинами, глутатионом или 

гомоцистеином. Соотношение свободных и связанных в дисульфиды 

сульфгидрильных групп Cys34 в [122] предлагается рассматривать как показатель 

окислительного стресса наряду с соотношением [GSH] / [GSSG]. 

Гомоцистеин (HSH) – непротеиногенная аминокислота, гомолог 

аминокислоты цистеина, от которого отличается одной метиленовой группой             

-CH2- (Таблица 1.1.). Гомоцистеин – эндогенный тиол, он не поступает с пищей, а 
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синтезируется из метионина удалением терминальной метильной группы. 

Повышенный уровень в крови гомоцистеина (гипергомоцистеинемия) указывает 

на нехватку фолиевой кислоты и витамина В12 в организме и может привести к 

ишемической болезни сердца, тромбозу и психоневрологическим заболеваниям 

[123–129]. В течение жизни уровень гомоцистеина в крови постепенно повышается 

от 5 М у детей до 10–11 М у взрослых. У людей с повышенным уровнем 

гомоцистеина повышается риск возникновения болезни Альцгеймера и 

старческого слабоумия [130]. Авторы [131] отмечают, что фенольный 

антиоксидант кверцетин смягчает отрицательный эффект гомоцистеина, 

индуцирующего окислительный стресс [129]. 

N-ацетилцистеин (ASH), в англоязычной литературе – NAC) – 

синтетический тиол, ацетилированный вариант L-цистеина, является источником 

сульфгидрильных групп и промежуточным звеном в синтезе глутатиона из 

цистеина. С 1970-х его применяют для лечения отравлений парацетамолом [132; 

133]. Токсичность парацетамола, в основном, связана с истощением в организме 

запасов глутатиона и накоплением промежуточных продуктов метаболизма 

парацетамола, обладающих гепатотоксическим действием, а именно образованием 

из парацетамола в системе микросомальных ферментов цитохрома Р450 N-ацетил-

p-бензохинонимина (NAPQI). Исторически ASH приобрел известность как 

муколитическое и противовоспалительное средство, c конца 1980-х гг. ASH 

использовали в качестве лечебного препарата, который подобно GSH способен 

восстанавливать дисульфидные связи в белках и оказывать как прямое 

антиоксидантное действие, обусловленное наличием свободной группы -SH, так и 

непрямое – за счёт стимуляции биосинтеза глутатиона [134; 135]. Пандемия 2020 и 

2021 гг. в определенной степени подняла уровень актуальности исследований 

биохимических реакций эндогенного тиола глутатиона (GSH) и, в особенности, 

синтетического N-ацетилцистеина, который использовали в лечении начальных 

стадий COVID-19 [136–139]. Имеются отрывочные данные о заметных 

терапевтических эффектах ASH в условиях, характеризующихся снижением GSH 
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или окислительным стрессом, таких как ВИЧ-инфекция, рак, болезни сердца и 

курение сигарет [107; 134; 135; 139–143]. 

ASH является более эффективным восстановителем дисульфидов белка в 

реакциях тиол-дисульфидного обмена [144] по сравнению с CSH и GSH, т.к. 

скорость этой реакции напрямую связана с нуклеофильностью тиолата, которая 

уменьшается в ряду: AS− > GS− > CS− [145]. В случае ASH N-ацетильный остаток и 

карбоксильная группа делокализуют высокую электронную плотность тиолата, тем 

самым увеличивая нуклеофильный характер ASH. В [146] показано, что 

нуклеофильная часть тиолата ASH разрывает дисульфидные связи и остается 

связанной с более основным атомом серы, тем самым вытесняя более кислую 

тиольную группу. В этом заключается определенный защитный механизм, 

поскольку кислые тиолы, которые легко окисляются до дисульфидов, также легко 

восстанавливаются нуклеофильными молекулами.  

Высокая реакционная способность ASH в реакциях тиол-дисульфидного 

обмена обусловливает его применение как муколитического препарата, 

разрушающего дисульфидные мостики в муцине, основном белке, образующим 

гель (слизь) в условиях окислительного стресса при воспалительных заболевании 

легких [147; 148]. Непрямой муколитический эффект ASH состоит в стимуляции 

биосинтеза GSH из эндогенного цистеина [149].  

Необходимо отметить, что низкомолекулярные природные тиолы глутатион 

и цистеин [150; 151] применяются в дерматологии и косметологии как 

осветляющие и омолаживающие средства благодаря влиянию на уровень 

меланина. GSH является коммерчески доступным и входит в состав отбеливающих 

средств для умывания и кремов для лица [152–155], успешно используется в 

качестве лекарственных средств, БАДов и в виноделии [156–158], а также в 

таргетной терапии в составе систем доставки лекарств при онкологических 

заболеваниях [159–163].  
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Физико-химические свойства глутатиона и природных тиолов 

Методами рентгеноструктурного анализа, ИК- и КР-спектроскопии, и 

компьютерным моделированием показано, что GSH кристаллизуется в 

орторомбической системе, в элементарной ячейке которой содержится четыре 

молекулы GSH S-образной формы. Они связаны между собой сложной трехмерной 

межмолекулярной сетью водородных связей (Рисунок 1.1) [164–167].  

Больший радиус и, как следствие, более низкая электроотрицательность 

атома серы в значительной степени определяют реакционную способность тиолов 

и дисульфидов по сравнению с их кислородными аналогами. Связь S-H 

значительно менее полярна, чем связь О-Н, и тиолы связаны между собой более 

слабой межмолекулярной водородной связью по сравнению со спиртами. Длина 

связи S-H, составляющая около 1,33 Å (для О-H – 0,96 Å) обусловливает 

повышенную кислотность тиолов и легкость их окисления до дисульфидов [167]. 

Методами ИК-, КР- и ЯМР-спектроскопии, а также молекулярным 

моделированием исследованы конформационные свойства и водородные связи в 

молекуле глутатиона в водном растворе. Моделирование показало, что GSH 

обладает высокой гибкостью в водном растворе с переходами в расширенное, 

«полусвернутое» и «свернутое» состояния при любом рН. Причем молекулы воды 

могут легко разрушать «свернутую» конформацию глутатиона [168–171].  

Тиолы (TSH) могут диссоциировать с образованием тиолат-анионов: 

                        TSH    T-S− + H+.  

И TSH, и T-S− являются нуклеофилами, но отличаются по свойствам и реакционной 

способности. Термодинамический параметр тиоловой группы – рKa = −lg Ka, где 

Ka – константа равновесия, определяет относительное содержание тиолат-анионов 

в различных буферных системах при разных рН. рKa изменяется в зависимости от 

рН среды и от расположения тиоловых групп в определенной белковой среде [172]. 

Молекула GSH включает две карбоксильных, сульфгидрильную и аминную 

группы. CSH, HSH и ASH в отличие от GSH в своем составе содержат лишь одну 

карбоксильную группу (Таблица 1.1). рКа для этих тиолов представлены в 

Таблице 1.2. Согласно [173] при рН 7,4 из каждых 100 молекул тиола в тиолатной 
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форме находится 12, 3,7 и 0,7 для CSH, GSH и ASH, соответственно. Следует 

отметить, что некоторые химические и биохимические различия между CSH и 

ASH, и, в частности, антиоксидантные и восстановительные свойства, хорошо 

объясняются отличиями в значениях pKa (Таблица 1.2). В частности, пониженная 

кислотность SH-группы ASH, с одной стороны, делает его более устойчивым к 

окислению воздухом и в реакциях с другими окислителями, а с другой стороны, 

объясняет его более высокую восстанавливающую способность в реакциях тиол-

дисульфидного обмена по сравнению с CSH [173]. 

 

 

Рисунок 1.1 – Две возможных конформации глутатиона: а – расширенная, б – свернутая 

[171] 

 

Примечательно, что в отличие от других тиолов для глутатиона имеет место 

большой разброс в значениях рKа1, характеризующих диссоциацию по связи S-H 

[174–179]. В обзоре [180] отмечается, что тиольные группы, связанные с углеродом 

(RSH), являются ключевыми реакционноспособными функциональными группами 

в биологических системах. Мягкий анион тиолата (RS−) является мощным 

нуклеофилом, который образует комплексы с катионами мягких металлов, такими 

как Hg (II), Cu (I), Ag (I) и Au (I). В клетке белковые и небелковые тиолы проявляют 

широкий диапазон реакционной способности с кажущимися значениями pKa, как 

правило, от 7,5 до 9,5, иногда около 5 [181] и, в исключительных случаях, 3,5 для 

тиолрегулирующей тиолтрансферазы [182]. RSH-группа цистеина имеет pKa ~ 8,2 

[178]. Низкие значения pKa возникают, когда анион тиолата стабилизируется путем 

образования водородной связи с гидроксильной или аминогруппой [181; 183]. 
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Некоторые оболочки бактериальных клеток также содержат кислые 

сульфгидрильные протоны со значениями pKa 3,6–4,1 [184]. 

В работе [185] проведено теоретическое исследование реакционной 

способности и селективности различных свободных радикалов при 

взаимодействии  с  остатками  цистеина,  встроенными  в пептидную цепь, участок 

 
Таблица 1.2 – Значения pKa низкомолекулярных тиолов 

 

Тиол рKа (СО2Н) рKа1 (SH) рKа2 (NH3
+) Ссылки 

GSH 2,5; 3,7 

9,2 

8,83 

9,42 ± 0,17 

9,5 

[74; 175; 177] 

[173] 

[178] 

CSH 1,92 

8,22 ± 0,16 

8,3 ± 0,2 

8,35 

 

10,46 

[177; 178] 

[74; 173; 179] 

[176] 

HSH 2,22 8,87 10,86 [176] 

ASH 

(NAC) 
3,14 ± 0,05 

9,52 

9,43 ± 0,07 
– [173] 

 

  

Рисунок 1.2 – Структура глутатиона и N-формилцистеинамида 

 

которой моделировали N-формилцистеинамидом (Рисунок 1.2). Авторы обратили 

внимание на обрамление цистеиновой сульфгидрильной группы в глутатионе 

пептидными карбонильными группами и предположили, что в радикальных 

реакциях отрыва (переноса) атома Н (НТ) от исходного цистеинового остатка и в 

реакциях переноса единичного электрона (SET) с тиолат-аниона с последующим 

переносом протона это обстоятельство может иметь значение для термодинамики 

и кинетики процесса.  
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Радикалы могут оторвать атом Н от молекулы N-формилцистеинамида в 

положении  – от группы SH, в положении β – от метиленовой группы и в 

положении  – от третичной связи -СН (Рисунок 1.2). В Таблице 1.3 сопоставлены 

Энергии Гиббса (ΔG°, ккал × моль−1, как в [185]) в водной и липидной средах для 

реакций отрыва атома водорода (HT) кислородными радикалами от N-

формилцистеинамида в положениях , β и . Реакции алкоксильных радикалов •ОН 

и •ОСН3 экзергонические (exergonic), с близкими величинами ΔG° для  и  реакций 

в обеих средах, т.е. активные алкоксирадикалы могут реагировать с цистеиновым 

фрагментов в белках и в глутатионе и отрывать водород по нескольким 

реакционным центрам.  

 
Таблица 1.3 – Энергии Гиббса (ΔG°, ккал × моль−1) в водной и липидной средах для 

реакций отрыва атома водорода (HT) радикалами от N-формилцистеинамида при 298,15 

К [185] 

 

Радикал  (вода) β (вода)  (вода)  (липид) β (липид)  (липид) 

•ДФПГ 9,46 17,91 8,68 6,12 15,30 5,73 

•ОН −33,13 −24,68 −33,92 −33,71 −24,53 −34,10 

•ОСН3 −18,15 −9,70 −18,93 −18,48 −9,30 −18,87 

•ООН −0,57 7,87 −1,36 −0,69 8,49 −1,08 

•ООСН3 0,76 9,21 −0,02 −0,46 8,72 −0,85 

 

 Кинетика и механизм взаимодействия тиолов с активными формами 

кислорода 

Образование свободных радикалов и активных форм кислорода (АФК) таких 

как гидропероксиды (ROOH) и (Н2О2), пероксильные радикалы разных типов (RO2
•, 

О2
•−, HO2

•) в результате биохимических окислительно-восстановительных реакций 

является частью нормального клеточного метаболизма. Стационарные уровни 

АФК необходимы для ряда физиологических процессов, включая 

фосфорилирование белка, активацию транскрипционного фактора, 

дифференцировку клеток, регуляции фагоцитоза и апоптоза, клеточного 

иммунитета, а также в качестве вторичных мессенджеров в регуляции 



29 

 

функционирования клеток сердца и сосудов [186–189]. Повышенное содержание 

АФК свидетельствует об окислительном стрессе [190–193] и отражает дисбаланс 

между скоростями образования АФК и их утилизацией антиоксидантной системой 

защиты (антиокислительными ферментами и низкомолекулярными 

антиоксидантами) организма путем восстановления пероксидов и образования с 

радикалами неактивных в процессе окисления продуктов [194–196]. В норме 

баланс образования и нейтрализации АФК поддерживается системой ферментов 

антиоксидантного действия и низкомолекулярных биоантиоксидантов, таких как 

токоферолы, полифенолы, аскорбиновая кислота, глутатион. Развитие 

представлений об окислительном стрессе (ОС), проявления ОС и взаимосвязь с 

различными заболеваниями наглядно представлены в работах профессора Сиеса 

(H. Sies [42–44; 197]).     

АФК могут повреждать различные биологические молекулы: липиды 

(стимулируя пероксидное окисление липидов и повреждение мембран), ДНК 

(приводя к разрывам ДНК) и белки (окисляя различные аминокислоты и 

инактивируя ферменты). В настоящее время считается, что окислительный стресс 

сопровождает патогенез ряда заболеваний и состояний, от старения до воспаления 

и канцерогенеза, если не в качестве основной причины заболевания, то, по крайней 

мере, в качестве отягчающего фактора. Недавно было высказано предположение, 

что окислительный стресс может играть важную роль в определении сердечных 

осложнений при COVID-19 [198]. 

Наиболее повреждающими и опасными свободными радикалами во многих 

патологических состояниях являются активные кислородные радикалы 

супероксид-анион О2
•− и гидроксильный радикал [185]. 

В аэробных организмах в процессе дыхания молекулярный кислород (О2) 

может быть восстановлен до пероксида водорода и воды [197]: 

                   О2 + 2е− + 2Н+ → Н2О2, 

                  О2 + 4е− + 4Н+ → 2Н2О.              

Основным источником клеточного гидроксильного радикала являются 

реакции Фентона ионов Fe2+ c Н2О2 или при взаимодействии соединений 
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переходных металлов с Н2О2 или гидропероксидами [199–201]. О2
•− образуется 

через окисление арахидоновой кислоты липоксигеназами и циклооксигеназами 

[29; 32; 40]. В эукариотических клетках внутриклеточный уровень О2
•− 

регулируется активностью двух основных ферментов супероксиддисмутаз – Cu/Zn-

SOD и Mn-SOD. Эти ферменты катализируют дисмутацию О2
•− до Н2О2 и О2 [186]. 

В дополнение к этой основной реакции Cu/Zn-SOD, как известно, катализирует с 

разной степенью эффективности несколько окислительно-восстановительных 

побочных реакций с использованием альтернативных субстратов, включая 

биологические тиолы, все с участием ионов меди в активном центре фермента. 

Известно, что доступность и реакционная способность каталитического сайта 

повышаются при неправильном сворачивании фермента, структурных изменениях, 

вызванных мутацией или стрессами окружающей среды, что вызывает окисление 

различных тиоловых соединений, включая CSH, которое сопровождается 

образованием H2O2 [202; 203]. Отмечают, что GSH устойчив к окислению, 

катализируемому Cu/Zn-SOD. Показано, что в присутствии небольших количеств 

CSH или цистина, глутатион становится мощным прооксидантом, который 

ускоряет CSH-зависимое образование H2O2, восстанавливая цистин обратно в CSH. 

Такая активность GSH может истощать его запасы, тем самым уменьшая 

клеточный антиоксидантный потенциал [80; 200; 204]. 

Исторически со времени открытия природного тиола в 1921 г., названного 

глутатионом [8], основной функцией этого тиола считали ферментативное 

восстановление пероксида водорода и гидропероксидов липидов клеточных 

мембран. К исследованию реакций глутатиона, цистеина и цистеинсодержащих 

белков и других серосодержащих эндогенных соединений с радикалами 

приступили позже. Теория жидкофазного свободно-радикального окисления 

углеводородов и липидов, кинетика и механизм действия катализаторов и 

ингибиторов, теория ингибированного окисления, связывающая строение 

ингибиторов с их реакционной способностью в реакциях с радикалами, была 

развита для реакций в органической среде [28–41]. Только в 1960-е годы научная 

общественность с трудом приняла возможность существования радикалов в живых 
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клетках. Работы Н. М. Эмануэля [1–6] и D. Harman [205; 206] были одними из 

первых работ в области исследования радикальных реакций в живых системах и 

поиска путей и способов влияния на эти реакции.  

Эндогенные тиолы – гидрофильные соединения и функционируют только в 

водной среде. По этой причине глутатион практически не влияет на окисление 

масел.  В работе [20] проведено сравнительное исследование реакционной 

способности тиолов цистеина (CSH), глутатиона (GSH) и гомоцистеина (HSH) в 

реакциях с разными радикалами гальвиноксилом (GO), 1,1-дифенил-2-

пикрилгидразилом (DPPH), и с пероксильными радикалами (rO2
•), образующимися 

при распаде водорастворимого азоинициатора в атмосфере воздуха. В реакциях с 

GO и DPPH активность тиолов, которую оценивали по скорости расходования 

стабильных радикалов при одинаковых концентрациях реагентов, увеличивается в 

ряду: 

                                 GSH < HSH < CSH.     (1.8) 

Относительную активность тиолов в реакции с пероксильными радикалами 

оценивали методом конкурирующих реакций с использованием двух красителей 

флуоресцеина и пирогаллола красного (PGR) в качестве конкурирующего 

акцептора радикалов. В этих экспериментах тиолы продемонстрировали 

активность, превышающую антирадикальную активность красителей: добавки 

тиолов приводили к четким периодам индукции в расходовании красителей, на 

основании которых авторы смогли оценить только стехиометрический 

коэффициент ингибирования для тиолов, который оказался меньше 1. При 

использовании липофильных красителя и инициатора в мицеллярной среде 

додецилсульфата натрия, тиолы практически не оказывали влияния на скорость 

расходования липофильного красителя. Это позволило заключить, что тиолы, 

присутствующие в водной фазе, не могут эффективно перехватывать радикалы, 

присутствующие в липофильном домене. 

Реакции тиолов с супероксид анион-радикалом О2
•− исследовали в серии 

работ [10; 12–16]. Первоначально предполагалось, что тиолы не реагируют с О2
•−, 

а эффективное ингибирование имеет место в сочетаниях тиолов с 
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супероксиддисмутазой [14]. Но затем, отметив и проведя анализ большого разброса 

данных о реакциях О2
•− с глутатионом (опубликованные константы скорости 

отличались на порядки от 10 до 105 (М × с)−1), авторы пересмотрели своё 

отношение к активности  О2
•− [11; 16] и оценили величину константы скорости 

реакции О2
•− с GSH: k  102 (М × с)−1. В работах [44; 51] было обращено внимание 

на то, что реакции глутатиона и других тиолов серного пула in vitro обычно 

проводят в буферных растворах при рН 7,0–7,4. Близкие результаты по активности 

радикалов в реакциях с разными тиолами указывают на то, что реакция тиолов с 

радикалами происходит по механизму переноса единичного электрона (SET) с 

последующем присоединением протона. С другой стороны, расчеты показывают, 

что доля тиолат-аниона ( = [TS−] / [TSH]0), который образуется в результате 

кислотной диссоциации связи S-H при рН 7,4 невелика:           

                       TSH  TS− + H+;     Ka = ([TS−] [H+]) / [TSH]; 

        [TSH] = [TSH]0 − [TS−];   

             = [TS−] / [TSH]0 = Ka / ([H
+] + Ka).                     (1.9)  

При рН 7,4 [H+] = 3,98 × 10−8 M. И, если принять для цистеина рKa = 8,3 (см. 

Таблицу 1.2), получаем:  = 0,11. 

В работе [185] наряду с теоретическими расчетами термодинамических 

параметров реакций отрыва атома водорода из разных положений молекулы 

цистеина, в составе пептида (см. Таблицу 1.2) проведено теоретическое 

исследование реакционной способности и селективности различных свободных 

радикалов, в том числе ДФПГ и кислородных радикалов, при взаимодействии с 

остатками цистеина, в различных средах по механизмам НТ и SET. 

В Таблице 1.4 представлены результаты расчетов, согласно теории 

активированного комплекса энергии Гиббса и энтальпии активации, а также 

термические и диффузионные константы скорости реакций отрыва атома водорода 

в липидной среде от связи -SH () и от третичной связи С-Н () (См. Рисунок 1.2). 

Видно, что для всех радикалов отрыв атома Н от связи -SH является 

предпочтительным. 
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В Таблице 1.5 сопоставлены энергии активации Гиббса в липидной и водной 

среде, а также расчетные термические и диффузионные константы скорости для 

реакций с переносом электрона в водной среде. Из сравнения данных Таблиц 1.4 и 

1.5 следует, что в водной среде реакции тиолов с радикалами будут происходить 

преимущественно по механизму SET – переноса электрона. При этом наблюдаемая 

активность тиолов в реакциях с радикалами возрастает с ростом рН среды. 

 
Таблица 1.4 – Энергии Гиббса (ΔоG‡, ккал × моль−1)  и энтальпии активации (ΔоН‡, 

ккал × моль−1), термические константы скорости (k, М−1 × с−1) и диффузионные 

константы скорости  (kD, М−1 × с−1) для реакций отрыва атома водорода (HT) в липидной 

среде радикалами от N-формилцистеинамида в  и  положении при 298,15 К [185]  

 

Радикал ΔоGНТ
‡ 

 

ΔоННТ
‡ 

 

k, М−1 × с−1 kD, М−1 × с−1 

•ОН          

                  

4,65 

4,29 

0,13 

−0,57 

3,18 × 109 

4,45 × 109 

1,71 × 109 

1,65 × 109 

•ОСН3      

                 

9,86 

8,19 

2,94 

0,73 

1,34 × 106 

1,24 × 107 

– 

•ООН       

                 

22,87 

16,06 

14,63 

9,02 

3,98 × 10−2 

5,55 × 102 

– 

•ООСН3   

                  

21,91 

14,21 

12,66 

6,40 

0,834 

6,57 × 103 

– 

 

Тиильные радикалы, образующиеся в реакции тиолов со свободными 

радикалами, обладают рядом особенностей: 1. Тиильные радикалы могут обратимо 

присоединяться к ненасыщенным связям, катализируя тем самым цис-транс 

изомеризацию ненасыщенных кислот [207–209]. Появление информации о 

вредном воздействии транс-липидов на здоровье человека [210; 211] привлекло 

дополнительное внимание к тиильным радикалам [212; 213]. Образование S-

центрированного радикала тиильного радикала глутатиона в реакциях с трет- 

бутоксильным радикалом или токофероксильным радикалом было подтверждено 

методом ЭПР с использованием спиновой ловушки 4-пиридил-1-оксид трет-

бутилнитрона (POBN) [21; 214]. 2. Тиильные радикалы быстро, с почти 

диффузионной константой скорости, рекомбинируют с образованием дисульфида:  
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                 TS• + TS• → TSST.                          (1.10) 

3. Тиильные радикалы могут инициировать тиол-ен реакции с ненасыщенными 

соединениями. Реакции тиолов с олефинами (тиол-ен реакции, гидротиолирование 

алкенов) с образованием тиоэфиров известны давно с 1905 г. [215].  Но в последние 

десятилетия им уделяется большое внимание в связи с возможностью селективного 

и стереоселективного синтеза разнообразных соединений в полимерной и 

медицинской химии [26; 216–221]. 

    
Таблица 1.5 – Энергии активации Гиббса (ΔоGSET

‡, ккал × моль−1)   в липидной и 

водной среде, термические константы скорости (k, М−1 × с−1) и диффузионные константы 

скорости (kD, М−1 × с−1) для SET реакций в водной среде при 298,15 К [185] 

 

Радикал ΔоGSET
‡ 

(липид) 

ΔоGSET
‡ 

(вода) 

k, М−1 × с−1 kD, М−1 × с−1 

•ДФПГ 59,66 1,97 2,23 × 1011 7,65 × 109 

•ОН             92,76 0,78 1,67 × 1012 8,03 × 109 

•ОСН3  105,65 0,00 6,21 × 1013 7,71 × 109 

•ООН             110,29 5,73 3,92 × 108 7,83 × 109 

•ООСН3                111,67 3,77 1,07 × 1010 7,59 × 109 

 

Кинетика и механизм реакции тиолов с пероксидом водорода 

Пероксид водорода (Н2О2) впервые был получен из пероксида бария 

Л. Ж. Тенаром в 1818 г. [222; 223]. В большом обзоре L. Flohé [223] Н2О2 и 

функционально связанный с ним блок ферментов пероксидаз, глутатионпероксидаз 

и редуктаз рассматриваются как основной химический скелет редокс процессов в 

живых организмах («Life science means redox science») и биокатализе. 

К. Ф. Шенбейн в 1863 г. опубликовал статью о том, что различные ткани растений 

и животных превращают бесцветные настойки фенола гваякола в синие с помощью 

Н2О2 [224] и классифицировал это явление как каталитическое окисление, поэтому 

в настоящее время его считают первооткрывателем пероксидаз (EC 1.11.1. ...).   

Пероксид водорода используется в синтезе новых лекарственных средств и 

является основным биологически активным видом кислорода, образующимся в 

качестве побочного продукта в дыхательной цепи и конечного продукта 
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многочисленных метаболических реакций [17; 189; 197; 223–226]. Н2О2 относится 

к активным формам кислорода (ROS, АФК), но в отличие от кислородных 

радикалов в условиях in vitro растворы Н2О2 достаточно стабильны. Тем не менее, 

в живых системах локальные концентрации Н2О2 невелики: концентрация Н2О2 в 

крови и плазме примерно 1–5 м [227–229], внутриклеточная концентрация Н2О2 в 

печени составляет около 0,01 М [18].  

В обзорах [16; 17; 197; 223; 226] рассмотрены пути образования и утилизации 

Н2О2 в биологических объектах. Основным источником Н2О2 является дисмутация 

анион-радикалов супероксида, образующегося в результате 1-электронного 

восстановления кислорода [17; 199; 226]: 

                                   2O2
•− + 2H+ → O2 + H2O2.                        (1.11) 

Эту реакцию катализируют супероксиддисмутазы. Среди источников супероксида 

выделяются NAD(P)H-оксидазы, действующие под контролем факторов роста и 

цитокинов [230]. Источником H2O2 в клетках могут быть ферментативные реакции 

пероксисомных ферментов, такие как ацил-СоА-оксидаза, полиаминоксидаза и 

оксидаза D-аминокислот [231–233], которые восстанавливают кислород до H2O2 

при окислении их субстратов. 

 Метаболическая утилизация H2O2 согласно [226] происходит в 

каталитических ферментативных реакциях, осуществляемых каталазой и 

многочисленными пероксидазами. Кроме того, возможна диффузия H2O2 от 

источника, даже через мембраны, во внеклеточное пространство или в другие 

клетки. Каталитическая ферментативная реакция, т.е. расщепление H2O2 на Н2О и 

О2, может рассматриваться как предохранительный клапан, возникающий в 

токсичных условиях при более высоких концентрациях H2O2. 

Однако, кинетический анализ, представленный в обзоре [19], показал, что 

пероксиредоксины и глутатионпероксидазы в подавляющем большинстве 

являются предпочтительными мишенями для H2O2 в клетках. Исследования с 

локализованными зондами показывают, что H2O2 может вырабатываться в 

клеточных микродоменах и потребляться перечисленными высокореактивными 

мишенями прежде, чем он сможет распространиться в другие части клетки. 
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Кинетические данные указывают на то, что окисление регуляторных тиоловых 

белков непосредственно пероксидом водорода требует облегченного механизма 

или опосредования через высокореакционные сенсоры. Тот же вывод относится к 

низкомолекулярным тиолам. Глутатион, несмотря на высокую концентрацию в 

клетках, восстанавливает гидропероксиды и H2O2 только вместе с 

глутатионпероксидазами как субстрат этих ферментов.  

H2O2 является слабым одноэлектронным окислителем, (E’0 = 0,32 В). Однако 

одноэлектронный продукт восстановления, гидроксильный радикал (HO•), 

является одним из самых сильных известных окислителей (E’0 = 2,31 В). Его 

реакции имеют очень низкий энергетический барьер активации и протекают со 

скоростью близкой к диффузионной. Одноэлектронное восстановление H2O2 

происходит при взаимодействии с соединениями переходных металлов: 

                                  Мn+ + H2O2  → M(n+1)+ + HO• + HO−. 

H2O2 – довольно сильный двухэлектронный окислитель (E’0 = 1,32 В), однако 

в отличие от других АФК H2O2 непосредственно не реагирует с большинством 

биомолекул, включая такие низкомолекулярные антиоксиданты, как фенолы, в том 

числе известные биоантиоксиданты токоферолы и флавоноиды. Это связано с 

высоким энергетическим барьером активации. Однако H2O2 может напрямую 

взаимодействовать и окислять тиолы. Известно, что в отсутствие ферментов 

реакция восстановления H2O2 природными тиолами (TSH) сопровождается 

образованием дисульфида и воды согласно брутто-уравнению [10; 12; 112; 234; 

235]:  

                                             2TSH + H2O2 → TSST + 2H2O.                        (1.12) 

Однако в ряде работ отмечается, что несмотря на общую простую стехиометрию 

согласно уравнению (1.12), скорость имеет первый порядок по концентрациям 

реагентов [10; 12; 16; 22; 112] и зависит от состава среды, рН и соотношения 

концентраций GSH и H2O2 [22]. Детальные исследования механизма этой реакции 

свидетельствуют о сложности процесса, который протекает через образование 

промежуточного комплекса [ТSH – H2O2] [22; 236] и ряда последовательных и 

параллельных стадий [22]. 
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В [237] прямым ЭПР исследованием было показано, что в диапазоне рН 6–12 

в реакции цистеина и глутатиона с H2O2 радикалы не образуются. Исследование 

кинетики реакции тиолов с H2O2 в атмосфере азота в диапазоне рН 6–12 при 0–35 оС 

дало следующие физико-химические показатели для глутатиона и цистеина: 

энергия активации (Ea) – 46,9 и 51,0 кДж / моль; ΔHa – 44,4 и 48,5 кДж / моль; ΔSa  

– −75,3 и −58,6 Дж / (моль × К), соответственно [237]. В [25] Ea для реакции 

цистеина с H2O2 при рН 6 и диапазоне температур 0−50 оС получена равной 70,96 

кДж / моль и по уравнению Эйринга рассчитаны ΔHa = 68,7 кДж / моль и ΔSa = 7,1 

Дж / (моль × К). Считается, что эта реакция протекает по механизму кислотно-

катализируемой нуклеофильной атаки (SN2) и реакция не радикальная, т.к. реакции 

пероксидов, протекающие радикальным путем, часто имеют иные параметры 

активации. Поскольку механизм кислотно-катализируемой нуклеофильной атаки 

состоит в гетеролитическом расщеплении кислородно-кислородной связи 

пероксида водорода с выделением либо гидроксидного иона, либо воды в качестве 

выходящей группы, большинство исследовательских групп [10; 237; 238] пришли 

к выводу, что механизм реакции тиолов с H2O2 представляет собой 

двухступенчатое нуклеофильное замещение с промежуточным образованием 

лабильной сульфеновой кислоты (TSOH) [25]: 

                     TS− + H2O2 
𝑘1
→ TSOH + OH−,                                   (1.13) 

                     TSOH + TS−  
𝑘2
→  TSST + OH−,                                    (1.14) 

                             TSH + HO− → TS− + H2O. 

Лимитирующей стадией является реакция (1.13) тиолат-аниона с H2O2, 

концентрация которого определяется величиной Ka – константы кислотной 

диссоциации связи -SH: TSH  TS− + H+ [239]. H2O2 является очень слабой 

кислотой с pKa 11,6. Поэтому при физиологическом рН H2O2 остается в 

недиссоциированном состоянии. Анион (НОО−) является сильным нуклеофилом, 

но его реакции ограничены высоким pKa. Продукты реакции – дисульфид (TSSH) 

и вода согласно стехиометрическому уравнению (1.12). 
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Поскольку скорость реакции определяется концентрацией тиолат-аниона, 

сравнительная реакционная способность тиолов обусловлена величиной pKa 

сульфгидрильной (-SH) группы. При физиологических условиях при рН 7,4  в 

тиолах цистеине (CSH), гомоцистеине (HSH), глутатионе (GSH) и N-

ацетилцистеине (АSH) в соответствии с их pKa ионизируется только 10, 3, 1,6, 

0,8 % от свободных форм и их активность в реакции с H2O2 уменьшается в ряду: 

CSH > HSH > GSH > ASH [173].  

Для реакции цистеина с пероксидом водорода в диапазоне концентраций 

0,01–2,3 мМ в 0,05 М водном фосфатном буфере, в диапазоне рН 4–13 при 25 oC в 

отсутствие ионов металлов в кислородной и безкислородной среде были 

определены k1 и k2 равные 14,7 ± 0,35 и 570 ± 170 (M × с)−1, соответственно; при 

37 оС k1 = 42,6 (M × с)−1 [25]. Близкие значения для k1 для цистеина получены в [238] 

– 12,4 (M × с)−1 в диапазоне рН 6–12 при 25 oC, а также в [231] – 17,1 ± 0,5  (M × с)−1 

при 37 оС. В [10] 26 (M × с)−1 для цистеина, 22 (M × с)−1 – для глутатиона и 19 

(M × с)−1 – для N-ацетилцистеина при 37 оС и рН 7,4.  

На скорость реакции тиолов с пероксидом водорода не влияет ионная сила 

раствора (I) в диапазоне 0,05 M < I < 0,4 М  [25; 241]. Авторы [25] отмечают, что 

кислород воздуха не влияет на скорость реакции H2O2 с цистеином при 25 oC и рН 

6,0, а в случае глутатиона в [242] установлено, что скорость образования 

дисульфида увеличивается в присутствии кислорода. 

   Анализ литературы о продуктах реакции тиолов с H2O2 показывает, что в 

подавляющем большинстве работ получают дисульфид и воду. В [243] методом 

масс-спектрометрии найдено, что после 90 минут реакции при рН 3,9 в 200-

кратном избытке H2O2 глутатион окисляется до сульфоновой кислоты GSO3H, но 

при pH 7,2 – мгновенно окисляется до дисульфида GSSG. В серии работ [23; 24; 

166; 234; 241] приводятся достаточно убедительные результаты 

спектроскопических (УФ и ИК) исследований и теоретического анализа [23] 

промежуточного образования комплексов [GSH – Н2О2] и [ASH – Н2О2] не только 

в буферных растворах с физиологическим рН, но и в чистой воде [245], когда 

образуется кислая реакционная смесь с рН 2. В [24; 244] рамановским и временным 
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рамановским рассеянием наблюдали GSH в виде относительно протяженной 

структуры с полярными участками в водном растворе, сольватированными 

молекулами воды. Добавление Н2О2 к раствору GSH или ASH изменяет 

сольватационное состояние карбоксилатов и аммониевых групп. Эти 

функциональные группы могут быть специфическими участками для стабилизации 

Н2О2 в комплексе [TSH – Н2О2]. Гораздо более слабая константа скорости, 

полученная для накопления GSSG при рН 2 (2 × 10−3 (М × с)−1), по сравнению с 

рН 7 (0,2 (М × с)−1 [24; 166]), когда все карбоксилатные группы депротонированы, 

также подтверждает эту гипотезу. Показано также сродство TSST к Н2О2. Н2О и 

Н2О2 конкурируют друг с другом, чтобы сольватировать карбоксильные, аминную, 

а также и амидную группы. TSST способен предотвращать токсичное действие 

Н2О2 благодаря способности этого димера к установлению специфических Н-

связей с этим окислителем. Константа равновесия образования комплексов [GSH – 

Н2О2] и [ASH – Н2О2] при рН 7,0 – K = 2000 ± 700 (М × с)−1 и [166] и K = 900 ± 100 

(М × с)−1 [231], соответственно. 

В [245] исследовали влияние состава минеральных электролитов водных 

растворов на кинетику окисления глутатиона (GSH) и цистеина (CSH) в 

соответствующие им дисульфиды. Авторы показали, что в обычной водопроводной 

воде скорости окисления значительно выше, чем в сверхчистой воде. 

Систематическое изучение различных компонентов электролита показало, что 

особенно CaCl2 увеличивает скорость окисления GSH. Однако этот эффект не 

наблюдается для СSH, что указывает на особую чувствительность глутатиона к 

ионному составу среды в реакциях с АФК. 

 

Заключение 

Тиолы оказывают многофакторное влияние на клеточный окислительно-

восстановительный метаболизм, антиоксидантную защиту и передачу сигналов. 

Эндогенные тиолы, в особенности глутатион, синтезируются в больших 

количествах и выполняют разнообразные функции в животных и растениях, 

применяются в косметике, медицине, производстве пищевых продуктов, 
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функционируют в водно-солевых средах при разных рН. В обзоре [246], 

рассмотрен вопрос могут ли окислительно-восстановительные системы на основе 

тиола использоваться в качестве компонентов для приложений синтетической 

биологии. Синтетическая биология возникла в последние десятилетие на основе 

подходов молекулярной биологии и инженерии и направлена на разработку новых, 

биологически вдохновленных систем для промышленных и фундаментальных 

применений, начиная от биокомпьютеров и заканчивая производством лекарств. 

Авторы отмечают, что включение тиолов в биологические системы дает 

возможность разнообразить функциональные свойства создаваемых объектов. Но 

для конструирования необходима количественная информация о реакционной 

способности и деталях механизмов реакций тиолов с активными формами 

кислорода с учетом состава среды.  

В настоящее время такой системной информации нет. Поэтому поставленная 

цель выявить кинетические закономерности и механизм реакций гидрофильных 

тиолов (эндогенных глутатиона, гомоцистеина, цистеина и синтетического 

ацетилцистеина) с пероксильными радикалами и пероксидом водорода в 

деионизированной воде, исследовать процесс генерирования радикалов при 

взаимодействии тиолов с Н2О2 и инициирование цепных тиол-ен реакций тиолов с 

фенолами, содержащими ненасыщенную связь в боковой цепи; выяснить влияние 

рН среды на скорости этих реакций и предложить следующий из 

экспериментальных данных кинетически обоснованный механизм реакций тиолов 

с активными формами кислорода является актуальной и перспективной. 
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Глава 2. Экспериментальная часть 

 

2.1. Реактивы 

 

Тиолы: глутатион (GSH, «Fluka», «Sigma-Aldrich», «Acrosorganics»), 

гомоцистеин (HSH, «Sigma-Aldrich»), цистеин (CSH, «Acrosorganics»), L-

ацетилцистеин (ASH, «Acrosorganics»). 

Фенолы: транс-ресвератрол (RVT, «abcrGmbH»), кофейная кислота (СА, 

«Sigma-Aldrich») 

Источники радикалов:  

1. ААРН – водорастворимый азоинициатор 2,2’-азобис (2-амидинопро-пан) 

гидрохлорид («Fluka»). В атмосфере воздуха при распаде ААРН в водной среде 

генерируются третичные пероксильные радикалы (Рисунок 2.1): 

 

 

 

 

→ [r• N2 r•]  
+O2
→   rO2

• 

            ↓ 

            N2,  

продукты 

рекомбинации/диспропорционирования r•. 

 

Рисунок 2.1 – Образование пероксильных радикалов из ААРН в атмосфере воздуха в 

водной среде 

 

Период полураспада AAPH при 37 °С и нейтральных рН составляет около 175 

часов. Скорость инициирования радикалов (Wi) при распаде ААРН равна:  

                                                Wi = ki [AAPH],                                                        (2.1) 

где ki – константа скорости инициирования радикалов с учетом клеточного 

эффекта, которая при 37 оС равна ki = 1 × 10−6 с−1 [6; 245]. 
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2. В органической среде использовали инициатор азо-бис-изобутиронитрил 

(AIBN). Скорость инициирования при распаде инициатора равна 

Wi = 2е × k0 [AIBN], где 2е × k0 = 1,2 × 1,58 × 1015 exp(−129000 / RT) с−1 [31; 248]. 

3. SOTS-1 (ди-(4-карбоксибензил) гипонитрит; 4,4’- 

[азобис(оксиметилен]бис-бензоевая кислота, «Cayman chemical company» – 

азосоединение, которое согласно [249], можно использовать как источник 

супероксид анион-радикалов (Рисунок 2.2):  

 

 

Рисунок 2.2 – Структурная формула SOTS-1 [249; 250] 

 

Период полураспада SOTS-1 в водных растворах при 37 °С и рН  7 составляет 

4900 секунд.  Cупероксид анион-радикалы образуются в результате диффузионно 

контролируемых реакций первичных анион–радикалов с кислородом при рН  7: 

[250]: 

 

 

Рисунок 2.3 – Образование супероксид анион-радикалов из SOTS-1 при рН  7 [249] 

 

4. Пероксид водорода, Н2О2 («PanReacAppliChem»). Н2О2 устойчив и не 

образует радикалов в деионизированной воде, однако при комнатной и 

физиологической температуре генерирует радикалы при взаимодействии с 

переходными металлами [28; 32], катионными поверхностно-активными 

веществами и ацетилхолином [243; 251]. В данной работе установлено и 

исследовано образование радикалов при взаимодействии Н2О2 с тиолами. 
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Реактив для определения концентрации тиолов 

Реактив Эллмана (5,5'-дитиобис-(2-нитробензойная кислота), DTNB, «Sigma-

Aldrich»). 

Акцепторы радикалов 

Для изучения скоростей образования радикалов в реакциях тиолов с 

пероксидами необходим водорастворимый акцептор радикалов, который в 

многокомпонентной системе должен перехватывать все генерируемые радикалы и 

быть инертным по отношению к остальным компонентам системы. В органических 

средах удобным универсальным акцептором является полиеновый углеводород β-

каротин [252; 253]. Поэтому поиск удобного акцептора радикалов был проведен 

среди анионных А и С и катионных В и D полиметиновых красителей с 

относительно короткой полиметиновой цепочкой и высокими коэффициентами 

экстинкции (), которые были взяты из коллекции цианиновых красителей 

Госниихимфотопроект (Таблица 2.1). Все красители реагируют с радикалами со 

скоростью инициирования. Но в присутствии Н2О2 устойчив только краситель А, 

который не расходуется и не изменяет спектр поглощения в течение, по крайней 

мере, нескольких часов. Было также показано, что спектр поглощения А не 

изменяется в присутствии тиолов. 

Таким образом, в качестве акцептора радикалов был использован краситель 

А (пиридиновая соль 3,3’-ди-ϒ-сульфопропил-9-метилтиакарбо-цианин бетаина); 

его спектральные характеристики:   = 0,77 × 105 (М × см)−1 при max = 546 нм. 

Кинетические характеристики А, как акцептора радикалов, (константа 

скорости взаимодействия с пероксильными радикалами kA = 5,4 × 104 (М × с)−1 и 

стехиометрический коэффициент f = 1) были определены в экспериментах, 

представленных на Рисунках 2.4 а, б, в. 

Кинетическая Схема 2.1 взаимодействия красителя А с радикалами rO2
•, 

образующимися при распаде инициатора (I) в атмосфере кислорода, включает 

следующие реакции [31; 32; 34]: 

 

 



44 

 

Схема 2.1: 

I → r•  
+O2
→   rO2

•   Инициирование Wi = ki [I]   (2.2)                                                                                                      

rO2
• + rO2

• → продукты Рекомбинация/диспропорционирование 

rO2
•; 

(kt)            (2.3) 

rO2
• + A → A• Взаимодействие с красителем;                       (kA)           (2.4) 

A• + rO2
• → продукты Рекомбинация/диспропорционирование         (kt1)           (2.5) 

A• + A• → продукты           Рекомбинация/диспропорционирование (kt2)           (2.6) 

В отсутствие акцептора устанавливается стационарная концентрация 

радикалов, равная [rO2
•] = (Wi / 2kt)

0,5.  В присутствии акцептора утилизация 

радикалов rO2
• происходит в реакциях (2.3)–(2.5) и 

Wi = 2kt [rO2
•]2 + kA [rO2

•] [A] + kt1 [rO2
•] [A•]. При достаточно высокой 

концентрации акцептора, практически все образующиеся радикалы rO2
• реагируют 

с акцептором, и скорость его расходования пропорциональна скорости 

инициирования радикалов: 

                                            −d[A] / dt = Wi / f,     (2.7) 

где f – стехиометрический коэффициент, показывающий сколько rO2
• в сумме, 

реагирует с одной молекулой A. Величина f в значительной степени зависит от 

соотношения kt1 и kt2. Если доминирует перекрестная реакция (kt1), то f = 2; если 

преобладает (kt2) – диспропорционирование радикалов A•, образующихся из 

акцептора, то f = 1. Из неравенства kА [rO2
•] [A] >> 2kt [rO2

•]2 можно оценить 

концентрацию акцептора, необходимую для подавления квадратичной гибели 

радикалов rO2
•,  [A] >> 2kt [rO2

•] / kA или [A] >> (2kt Wi)
0,5 / kA. На Рисунке 2.4а 

представлен этот режим расходования А. Скорость расходования красителя 

пропорциональна скорости уменьшения оптической плотности (D) в максимуме 

поглощения: 

                                                  −d[А] / dt = (−dD / dt) / .                (2.8) 

Из Рисунка 2.4а видно, что концентрации акцептора [A]  2 × 10−6 M достаточно 

для подавления квадратичной гибели радикалов rO2
•, инициируемых со скоростью  
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 2 × 10−8 М × с−1, а из равенства (−dD / dt) /  = ki [I], т.е. −d[A] / dt = Wi следует, 

что f = 1. 

 

Таблица 2.1 – Изменение спектров поглощения полиметиновых красителей при 

взаимодействии с радикалами, образующимися при распаде 18 мМ ААРН и с 20 мМ Н2О2 

в водной среде, при 37 оС; [краситель] = 0,006 мМ; спектры записаны с интервалом 1 мин 

[254]    

 

 Формулы красителей Водный раствор, ААРН Водный раствор, Н2О2 
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Рисунок 2.4а – Расходование 

А при взаимодействии с 

радикалами, инициируемыми 

18 мМ ААРН в воде, 37 оС; 

[А] × 10
5 

M: 

1 – 0,21; 2 – 0,53; 

3 – 0,8; 4 – 1,01 

Рисунок 2.4б – 

Расходование А при 

взаимодействии с 

радикалами, 

инициируемыми 55 мМ 

ААРН в воде, 37 оС;  

[А] × 10
5
M: 1 – 0,2; 2 – 0,1;  

3 – 0,03 

Рисунок 2.4в – 

Зависимость начального 

наклона 

полулогарифмических 

анаморфоз кинетических 

кривых Рисунка 2б (tg) 

от [A0] 

 

Константа взаимодействия А с пероксильными радикалами (kА) была 

определена из кинетических кривых расходования А при больших скоростях 

инициирования радикалов и при малых концентрациях акцептора, когда [А] → 0 

(Рисунки 2.4б и в). В этом случае гибель радикалов rO2
• происходит, в основном 

при их диспропорционировании |d[A] / dt| << Wi и концентрация радикалов 

стремится к [rO2
•] → (Wi / 2kt)

0,5, а  |−d[А] / dt| → kА(Wi / 2kt)
0,5 [A] при [A] → 0.  

Кривые 1–3 линеаризуются в полулогарифмических координатах, а тангенс угла 

наклона ананаморфоз увеличивается с уменьшением [А0] (Рисунок 2.4б), достигая 

предельного значения kA(Wi / 2kt)
0,5 = 5,65 × 10−2 с−1 при [A] = 0. При распаде ААРН 

в атмосфере кислорода образуются третичные пероксильные радикалы. В работе 

[255] определено значение константы скорости рекомбинации для третичных 1,1-

диметилпропил-пероксильных радикалов в воде, равное 5,2 × 104 (М × с)−1. Приняв 

по аналогии, что 2kt = 5 × 104 (М × с)−1, оценили значение 

kA = 5,65 × 10−2 / (Wi / 2kt)
0,5 = 5,4 × 104 (М × с)−1. 

 

Другие вещества, использованные в работе 

Ацетилхолин хлорид (AChCl) «Sigma-Aldrich». 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 1 2 3 4 5 6 7

D

t, мин

1

2

3

4

0

0.04

0.08

0.12

0.16

0 10 20

D

t, мин

1

2

3 2.5

3.5

4.5

5.5

0 0.5 1 1.5 2

D

t, мин



47 

 

Нитроксильный радикал TEMPO (2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-ил) оксил) 

«Sigma-Aldrich». 

Спиновая ловушка 5,5-Диметилпирролин-N-оксид (DMPO, «Abcam», UK). 
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Рисунок 2.5 – Структура спин-ловушки DMPO и химические реакции, в которых 

участвует спин-ловушка и ее аддукты 

 

Соли для приготовления буферов и растворов электролитов: 

NaH2PO4∙2H2O («Labkem»), Na2HPO4∙12H2O, KH2PO4, K2HPO4∙3H2O – все 

«PCGroup», NaCl и KCl («Компонент-реактив»). 

Растворители 

Бидистиллированная (поверхностное натяжение σ = (72,6 ± 0,5) мДж / м2, 

удельная электропроводность χ = 5,5 × 10−5 Ом−1 × см−1) и деионизированная вода 

(Direct-Q UV Millipore, 18 Мом × см, поверхностное натяжение σ = (72,6 ± 0,5) 

мДж / м2, удельная электропроводность χ = 5,5 × 10−5 Ом−1 × см−1). Для 

приготовления базовых растворов фенолов использовали этанол («Медхимпром») 

и диметилсульфоксид («ACS, PanReac»). 

 

2.2. Методика проведения эксперимента и методы анализа 

 

Спектрофотометрический метод (Кинетическая спектрофотометрия) 

Электронные спектры поглощения исследуемых соединений регистрировали 

на спектрофотометрах Ultraspec1100Pro («Amersham plc», США) и «СФ-2000» 

(ООО «ОКБ Спектр», Россия) в области 200–700 нм с использованием кварцевых 

кювет толщиной 1 см. Кинетические кривые расходования малых концентраций 

полиметинового красителя А регистрировали на спектрофотометре Shimadzu UV-

3101PC ЦКП «Новые материалы и технологии» Института биохимической физики 

имени Н. М. Эмануэля РАН. Реакции проводили непосредственно в 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%82%D1%83%D1%82_%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B9_%D1%84%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BA%D0%B8_%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8_%D0%9D._%D0%9C._%D0%AD%D0%BC%D0%B0%D0%BD%D1%83%D1%8D%D0%BB%D1%8F_%D0%A0%D0%90%D0%9D
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%82%D1%83%D1%82_%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B9_%D1%84%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BA%D0%B8_%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8_%D0%9D._%D0%9C._%D0%AD%D0%BC%D0%B0%D0%BD%D1%83%D1%8D%D0%BB%D1%8F_%D0%A0%D0%90%D0%9D
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термостатируемых кюветах или в стеклянной термостатируемой ячейке, 

снабженной устройствами для отбора проб и барботажа воздухом при 

физиологической температуре (37 ± 0,5 оС). Из ячейки отбирали пробы (5–90 мкл) 

по ходу реакции для анализа содержания компонентов. Аликвоты добавляли 

соответственно к 3 мл деионизированной воды (для анализа фенолов) и натрий-

фосфатного буферного раствора PBS, рН 7,4, содержащего 0,3 мМ DTNB (для 

анализа тиолов), и записывали УФ-спектры. 

Спектральные характеристики анализируемых соединений: 

Тиолы быстро реагируют с дисульфидом DTNB и высвобождают 2-нитро-5-

тиобензойную кислоту, ионная форма которой при рН > 7 окрашена в желтый цвет:  

 

 

Рисунок 2.6 – Образование 2-нитро-5-тиобензойной кислоты в реакции тиолов с 

DTNB [117; 256–259] 

 

Реакция протекает стехиометрически, что позволяет спектрофотометрически 

определять концентрацию тиола: при  max 412 нм   = 0,14 × 105 (М × см)−1 [117; 

256–259]. 

Ресвератрол: при  max = 304–308 нм;   = 0,3 × 105 (М × см)−1. 

Кофейная кислота: max = 325 нм;  = 0,14 × 105 (М × см)−1. 

 

Йодометрический метод 

Наиболее распространенный йодометрический метод определения перекисей 

основан на восстановлении перекисного кислорода йодистым калием в кислой 

среде:  

                                                 H2O2 + 2HJ → J2 + 2H2O.                                          (2.9) 

И последующем титровании выделившегося йода тиосульфатом натрия: 

                                               J2 + 2S2O3
2− → 2J− + S4O6

2−.                                                            (2.10) 
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рН-метрия 

Поскольку исследуемые в работе тиолы содержат карбоксильные группы, 

которые могут оказывать влияние на рН реакционной смеси, измерение рН 

растворов исследуемых систем измеряли до и после введения тиолов в 

реакционную смесь на рН-метре-милливольтметре рН-410 «Аквилон» с 

использованием стеклянного лабораторного комбинированного электрода ЭСЛК-

01.7. Ошибка в измерении рН составляла ± 0,02. 

 

Масс-спектрометрия 

Исследования молекулярных продуктов реакции проводили методом масс-

спектрометрии в Центре коллективного пользования «Новые материалы и 

технологии» Института биохимической физики имени Н. М. Эмануэля РАН на 

тандемном масс-спектрометре LTQ FT Ultra (ThermoFinnigan, Бремен, Германия) 

методом электроспрейной ионизации в режиме измерения положительных ионов. 

Непосредственно перед вводом в масс-спектрометр образец разбавляли в 20 раз 

50 % раствором ацетонитрила с добавлением 0,1 % муравьиной кислоты. 

 

ЭПР-спектрометрия 

ЭПР спектры Х-диапазона для исследования взаимодействия ТЕМРО с GSH 

и Н2О2 регистрировали на спектрометре «Радиопан» (Польша). 

Спектры ЭПР Х-диапазона для исследования спин-аддукта, образующегося 

при взаимодействии DMPO с радикалами, образующимися в реакции GSH с Н2О2, 

были записаны на спектрометре Bruker EMX (Германия) в Центре коллективного 

пользования «Новые материалы и технологии» Института биохимической физики 

имени Н. М. Эмануэля РАН. Микроволновая мощность во избежание эффектов 

насыщения была не более 2 мВт. При записи спектров амплитуда модуляции 100 

кГц всегда была существенно меньше наименьшей ширины резонансной линии. 

Для определения магнитно-резонансных параметров ЭПР линий и моделирования 

спектров использовали программы WINEPR и SIMFONIA. 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%82%D1%83%D1%82_%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B9_%D1%84%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BA%D0%B8_%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8_%D0%9D._%D0%9C._%D0%AD%D0%BC%D0%B0%D0%BD%D1%83%D1%8D%D0%BB%D1%8F_%D0%A0%D0%90%D0%9D
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%82%D1%83%D1%82_%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B9_%D1%84%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BA%D0%B8_%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8_%D0%9D._%D0%9C._%D0%AD%D0%BC%D0%B0%D0%BD%D1%83%D1%8D%D0%BB%D1%8F_%D0%A0%D0%90%D0%9D
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%82%D1%83%D1%82_%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B9_%D1%84%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BA%D0%B8_%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8_%D0%9D._%D0%9C._%D0%AD%D0%BC%D0%B0%D0%BD%D1%83%D1%8D%D0%BB%D1%8F_%D0%A0%D0%90%D0%9D
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Микрокалориметрия 

Кинетику тепловыделения в реакции тиолов с пероксидом водорода 

измеряли методом изотермической калориметрии на приборе ДАК-1-1 (ООО ТД 

“Аналитические приборы”, Россия) при 37,7 °С (Институт проблем химической 

физики РАН, Черноголовка). 

 

Хемилюминесценция 

Антирадикальную активность маслорастворимых антиоксидантов 

определяли хемилюминесцентным методом в модельной реакции окисления 

этилбензола, инициированного АИБН (азо-бис-изобутиронитрил), при 50 оС 

аналогично [58; 59]. АИБН очищали двукратной перекристаллизацией из этанола.  

Константу скорости реакции ASH и RVT с пероксильным радикалом этилбензола 

определяли по тангенсу угла наклона касательной (tg) к кинетической кривой ХЛ 

на подъеме свечения после израсходования ингибитора в точке перегиба [58; 59]: 

               kinh  = 
√2𝑘t × 𝑡𝑔𝜑

√𝑊i × 0,273
 ,                                 (2.11) 

где Wi – скорость инициирования за счет распада АИБН; 2kt = 1,6 × 107 М−1 × с−1 – 

константа скорости диспропорционирования пероксильных радикалов 

этилбензола. 

 

Статистическая обработка данных и компьютерное моделирование 

Для обработки экспериментальных результатов использовали пакет 

программ MSOffice 2010. Кинетическое компьютерное моделирование проводили 

по программе для ЭВМ «Кинетика 2012 – программа для расчета кинетических 

параметров химических и биохимических процессов», разработанная 

А. В.Соколовым, С. В.Поповым, Е. М.Плиссом и Д. В. Лошадкиным: 

Официальный бюллетень Федеральной службы по интеллектуальной 

собственности «Программы для ЭВМ. Базы данных. Топологии интегральных 

микросхем», № 3, опубл. 20.03.2013 и по программе для численного моделирования 

кинетики сложных химических реакций Kinet для Windows версия 0.8 © 2009–2019 

А.В. Абраменков.  
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Результаты представлены в виде среднего арифметического значения ± 

стандартное отклонение (X ± S.D.), по крайней мере, десяти независимых 

экспериментов, которые в тексте указывали для эмпирических усредненных по 

многим опытам параметров. На рисунках и в таблицах приведены значения 

скоростей, ошибка в измерении которых была, как правило, составляла 10% и не 

превышала 15%. 
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Глава 3. Кинетические характеристики взаимодействия природных тиолов и 

фенолов с пероксильными радикалами 

 

Антиоксидантные свойства соединений в значительной степени зависят и 

определяются их реакционной способностью при взаимодействии с 

пероксильными и иными радикалами. В данной главе представлены результаты 

определения кинетических характеристик реакций водорастворимых тиолов 

глутатиона, цистеина, гомоцистеина и N-ацетилцистеина, а также ресвератрола – 

растительного фенола, содержащего ненасыщенную связь в боковой цепи, с 

пероксильными радикалами. 

 

3.1. Кинетические характеристики взаимодействия тиолов с пероксильными 

радикалами 

 

Тиолы практически не растворяются в органических растворителях, поэтому 

исследование их антирадикальной активности проводили в реакциях с 

пероксильными радикалами, образующимися при распаде водорастворимого 

инициатора ААРН в водном растворе в аэробной среде.  Оценку величины 

константы скорости реакции тиолов с пероксильными радикалами проводили 

методом конкурирующих реакций с акцептором А.  

Из Рисунка 3.1 следует, что при постоянной скорости инициирования 

радикалов скорость расходования акцептора уменьшается при добавках тиолов 

глутатиона (GSH), гомоцистеина (НSH), цистеина (СSH) и N-ацетилцистеина 

(АSH), т.е. тиолы действуют как конкурирующие акцепторы радикалов. 

 Кинетическая Схема 3.1 расходования двух конкурентных акцепторов 

радикалов А и Х (тиолы) включает в себя инициирование радикалов (i) со 

скоростью инициирования Wi = ki [AAPH], их взаимодействие с двумя акцепторами 

А и Х и квадратичную гибель в реакциях рекомбинации и/или 

диспропорционирования радикалов, образующихся из акцептора А•, и 

конкурирующего акцептора Х•. 
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Схема 3.1: 

AAPH → r• 
𝑂2
→ rO

2

•               Wi = ki [AAPH] – скорость инициирования (i) 

rO
2

• + А → продукты     (kA)      WА – скорость расходования А           

rO
2

• + X → продукты     (kХ)     WХ – скорость расходования X           

А• + А• → продукты      (ktA)                                                                      

Х• + Х• → продукты      (ktХ)                                                                                                     

          А• + Х• → продукты     (ktAХ)         

    Реакции рекомбинации/диспропорционирования радикалов А• и Х•, 

протекают с высокими скоростями [31; 260] и обеспечивают для акцептора А и 

тиолов стехиометрические коэффициенты f = 1 в реакциях с пероксильными 

радикалами. В стационарных условиях при достаточных концентрациях акцептора 

имеет место равенство Wi = WА + WХ, из которого следует, что 

                                     [rO2
•] = Wi (kА [А] + kХ [X]).                                       (3.1) 

Скорость расходования A при добавке Х равна:  

                   WA = kA [A] [rO2
•] = (kA [A] Wi) / (kА [А] + kХ [X]).                   (3.2) 

Для анализа экспериментальных данных удобно трансформировать уравнение (3.2) 

в вид (3.3): 

                                     1 / WA = {1 + (kX / kA) ([X] / [A])} / Wi.                                (3.3) 

В Таблице 3.1 представлены экспериментально полученные значения 

начальных скоростей расходования красителя А при добавках тиолов GSH, HSH, 

CSH и АSH при различных соотношениях концентраций тиола и акцептора. Эти 

данные линеаризуются в координатах уравнения (3.3) 1 / WA – [X] / [A] (Рисунок 

3.2). Наклон полученных зависимостей равен tg = (kX / kA) / Wi, следовательно, 

kX = tg × kA × Wi.   

Таким образом, для тиолов в водном растворе при 37 оС величины константы 

скорости реакции с пероксильными радикалами, образующимися при распаде 

ААРН в аэробных условиях, увеличиваются в ряду: 

GSH < ASH < HSH < CSH, 
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a) [AAPH] = 15 мМ; [A] = 10 М; 

 [GSH] в М: 1 – 0; 2 – 4; 3 – 10; 4 – 40  

б) [AAPH] = 18 мМ; [A] = 6,5 М;  

[НSH] в М: 1 – 0; 2 – 2,5; 3 – 4; 4 – 13 

 

Цистеин 
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N-ацетилцистеин 

 

в) [AAPH] = 18 мМ; [A] = 5,6 М;  

[CSH] в М: 1 – 0; 2 – 2; 3 – 3; 4 – 4  

г) [AAPH] = 18 мМ; [A] = 10 М;  

[АSH] в М: 1 – 0; 2 – 4; 3 – 7; 4 – 10; 

5 – 25 

Рисунок 3.1 – Влияние добавок тиолов на скорость расходования акцептора A при 

взаимодействии с радикалами, образующимися при распаде ААРН в водной среде, 37 оС 

                                                            

и равны соответственно в 105 (М × с)−1: глутатион – 0,84; N-ацетилцистеин – 1,6; 

гомоцистеин – 2,2; цистеин – 4,4. По величине kX тиолы можно отнести к 

ингибиторам средней силы [29; 31; 40; 41]. Наиболее высокую активность в ряду 

тиолов проявляет цистеин [261]. 
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Таблица 3.1 – Влияние тиолов на скорость расходования красителя А в реакции с 

радикалами, образующимися при распаде ААРН 

 

Глутатион, [AAPH] = 15 мМ; 

[A] = 10 М 

 Гомоцистеин, [AAPH] = 18 мМ; 

[A] = 6,5 М 

[Тиол], 

M 

[A], M WA, 108 

M × c−1 
[Тиол], M [A], M WA, 108 

M × c−1 

0 10 1,5 0 6,5 1,8 

4 10,1 1,4 2,5 6,8 0,7 

10 9,9 0,97 4 6,5 0,55 

40 10 0,33 13 6,6 0,22 

Цистеин, [AAPH] = 18 мМ; 

[A] = 5,6 М 

N-ацетилцистеин,  

[AAPH] = 18 мМ; [A] = 10 М 

0 5,4 1,8 0 10 1,8 

2 5,8 0,27 4 10 1,3 

3 5,4 0,18 7 10 1,0 

4 5,7 0,12 10 8 0,54 

11,2 5,6 0,055 25 9 0,3 
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Рисунок 3.2 – Зависимости скорости расходования красителя А (WА) от концентраций 

GSH (1), ASH (2), HSH (3) и CSH (4) в координатах уравнения (3.3). Условия такие же, 

как на Рисунке 3.1 
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3.2. Кинетические характеристики взаимодействия ресвератрола с 

пероксильными радикалами 

 

Транс-ресвератрол, RVT, (3,5,4’-тригидроксистильбен) известен как 

фитоалексин, который в относительно больших количествах присутствует в 

винограде и красных винах (Рисунок 3.3). В последние годы RVT широко 

применяется в косметологии, фармацевтике и пищевых добавках [262–268]. RVT 

хорошо растворяется в органических растворителях, но из спиртовых растворов 

может быть растворен в воде вплоть до милимольных концентраций. На Рисунке 

3.4 приведены изменения в спектрах поглощения ресвератрола отдельно (Рисунок 

3.4а) и вместе с акцептором А (Рисунок 3.4б) в водном растворе ААРН.  Из 

рисунков видно, что можно контролировать как расходование RVT в ходе реакции 

с радикалами, так и влияние RVT на скорость расходования А [269].  

На Рисунке 3.5 представлены практически параллельные кинетические 

кривые расходования RVT, взятого при разных начальных концентрациях. 

Согласно теории [31; 32; 34] независимость скорости расходования фенола 

(акцептора свободных радикалов) от начальной концентрации свидетельствует о 

том, что в этой области концентраций все радикалы, генерируемые инициатором, 

акцептируются фенолом. При этом скорость расходования фенола (PhOH) равна: 

                                                  −d[PhOH] / dt = Wi / f,                                              (3.4) 

где f – стехиометрический коэффициент, показывающий, сколько rO2
• в сумме 

реагирует с одной молекулой PhOH. 

Согласно данным Рисунка 3.5 скорость расходования RVT WRVT = 9,1 × 10−9 

М × с−1 равна половине скорости инициирования Wi = 18 × 10−9 М × с−1. Это 

означает 

 
 

Рисунок 3.3 – Структурная формула ресвератрола 
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а  

б 
Рисунок 3.4 – Изменение спектров поглощения водных растворов во времени при 37 оС, 

содержащих 18 × 10−3 ААРН и а) 3,66 × 10−5 М ресвератрола, б) 1,1 × 10−5 М акцептора 

А и 1,1 × 10−5 М RVT; спектры записаны через 1 мин  

 

 

Рисунок 3.5 – Кинетические кривые расходования RVT в реакции с радикалами; 

[ААРН] = 18 мМ; [RVT] × 105 М: 0,7 (1), 0,99 (2), 2,72 (3), 3,66 (4) и 4,82 (5) 

 

  

Рисунок 3.6 – а) Зависимость скорости расходования акцептора А (WA) от соотношения 

концентраций [RVT] / [А] в координатах уравнения (3.3); б) Зависимость соотношения 

скоростей расходования ресвератрола и акцептора (WPhOH / WA) от соотношения их 

концентраций [RVT] / [А] в координатах уравнения (3.8) 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

245 270 295 320 345 370

D

λ, нм

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

250 350 450 550

D

λ, нм

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5 6 7

[R
S

V
] 

×
1
0

5
, 
М

t, мин

5

4

3

2

1

0

2

4

6

8

0 2 4

1
0

8
/ 

W
A

[RVT] / [A]

0

3

6

9

12

0 1 2 3 4 5

W
P

h
O

H
/ 

W
A

[PhOH] / [A]



58 

 

означает, что для ресвератрола в условиях данных экспериментов имеет 

стехиометрический коэффициент f = 2. 

При близких концентрациях ресвератрола и красителя А в присутствии 

ААРН наблюдается расходование обоих компонентов (Рисунок 3.4). При 

постоянной скорости инициирования радикалов скорость расходования красителя 

уменьшается при добавках RVT, т.е. последний действует как конкурирующий 

акцептор радикалов так же, как и в случае тиолов. 

 
Таблица 3.2 – Скорости расходования А и ресвератрола в реакции с радикалами, 

образующимися при распаде 18 мМ ААРН при 37 оС  

 

[PhOH] × 105, 

М 

WPhOH × 108, 

М × с−1 

[A] × 105, 

М 

WA × 108, 

М × с−1 
[PhOH] / [A] 

0 0 1,07 1,5 - 

0,6 0,77 0,94 1,06 0,64 

0,65 1,06 0,63 0,54 1,04 

0,9 1,37 0,44 0,33 2,04 

0,91 0,91 1,03 0,59 0,89 

1,15 1,3 0,3 0,14 4,43 

1,9 1,32 0,82 0,22 2,33 

2,34 1,44 0,34 0,08 6,52 

 

При значениях скорости инициирования радикалов Wi ≤ 3 × 10−8 М × с−1 и 

концентрациях [A], [PhOH] > 5 × 10−6 M перехватываются все радикалы. В отличие 

от акцептора А и тиолов ресвератрол подобно многим фенолам [34] в реакциях с 

пероксильным радикалами демонстрирует стехиометрический коэффициент f = 2.  

Поэтому кинетическую Схему 3.1, рассмотренную выше применительно к 

сочетаниям А с тиолами, следует дополнить реакцией феноксильного с 

пероксильным радикалом: 

PhO• + rO2
• → продукты. 
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Однако феноксильный радикал может с достаточно высокой константой скорости 

реагировать с радикалом А• (ktAX в Схеме 3.1), что приведет к уменьшению 

стехиометрического коэффициента ресвератрола до величины f*. Если принять, 

что Wi = f* WPhOH + WA, концентрация пероксильных радикалов равна: 

                                  [rO2
•] = Wi / kА [А] + kэф [PhOH]},                                 (3.5) 

где kэф = f* kPhOH. При этом скорость расходования красителя при добавке PhOH 

выражается уравнением: 

                  WA = kA [A] [rO2
•] = (kA [A] Wi) / {kА [А] + kэф [PhOH]}.           (3.6) 

Или в удобном для анализа экспериментальных данных виде: 

                           1 / WA = (1 + (kэф / kA) ([PhOH]) / [A]) / Wi.                                      (3.7) 

В Таблице 3.2 представлены экспериментально измеренные значения 

скоростей расходования красителя А и RVT при различных соотношениях 

концентраций PhOH и A. Из Рисунка 3.6а видно, что зависимость скорости 

расходования красителя А от концентраций обоих реагентов линеаризуется в 

координатах уравнения (3.7). На оси ординат отсекается отрезок, равный 1 / Wi, а 

из наклона прямой   tg = kэф (kA × Wi) можно вычислить значение kэф = 11,7 × 104 

(М × с)−1. 

Поскольку спектры поглощения ресвератрола и красителя практически не 

перекрываются (Рисунок 3.4б), одновременно с измерением скорости 

расходования красителя были измерены скорости расходования ресвератрола. Из 

анализа Схемы 3.1 следует, что отношение скоростей пропорционально 

отношению их концентраций: 

                                         WPhOH / WA = (kPhOH [PhOH]) / (kA [A]).                          (3.8) 

Из Рисунка 3.6б видно, что экспериментальные данные в координатах 

уравнения (3.8) представляют собой прямую с наклоном tg = kPhOH / kA = 1,96. 

Вычисленное значение kPhOH = tg × kA = 10,6 × 104 (М × с)−1 пределах 10%-ной 

ошибки совпадает с kэф. Из этого следует, что пероксильные радикалы расходуются 

главным образом в параллельных реакциях с красителем и ресвератролом. 

Примечательно, что константа скорости реакции ресвератрола с пероксильными 

радикалами в водном растворе, равная (1,1 ± 0,1) × 105 (М × с)−1, близка к 
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значениям, полученным в окисляющемся стироле (kinh = 1,4 × 105 (М × с)−1,  f = 1,9 

при 30 оС [270] и характеризует RVT как ингибитор средней силы.  

Ресвератрол растворяется в органических растворителях, что позволило 

измерить кинетические характеристики его антирадикальной активности 

хемилюминесцентным (ХЛ) методом исседования [58; 59]  по тушению 

хемилюминесценции, возникающей в экзотермической реакции рекомбинации 

пероксильных радикалов при окислении этилбензола, инициированном АИБН [58; 

59]: 

RO2
• + RO2

• ↔ ROOOOR → (1 − η) P + η*P* + M + O2,              (3.9)  

                                                                 

                                                             Р + h  

где M – молекула спирта, P – кетон. В этой реакции обычно выделяется энергия 

420–500 кДж / моль, достаточная для   возбуждения триплетного уровня молекулы 

карбонильного соединения P* с испусканием кванта света ХЛ в видимой области. 

 

 

 

 
Рисунок 3.7 – Тушение хемилюминесценции 

при окислении этилбензола добавками 

ингибиторов: 1 – реперного ингибитора 

хромана, 4 М; 2 – ресвератрола, 18,5 М; 

Wi = 9,2 × 10−9 (М × с−1); T = 50 °C 

Рисунок 3.8 – Тушение ХЛ при 

окислении этилбензола добавкой           

165 М N-ацетилцистеина;  

Wi = 9,2 × 10−9 (М × с−1); T = 50 °C 

 

 

На Рисунке 3.7 представлены кинетические кривые тушения 

хемилюминесценции при окислении этилбензола при добавлении хромана, С1 

(кривая 1), синтетического аналога -токоферола с высокой антирадикальной 

активностью, который часто применяется в качестве реперного ингибитора, у 

которого f = 2 и высокая kinh = 4,5 × 106 (М × с)−1, и RVT (кривая 2). Скорость 

инициирования Wi, заданная нужной концентрацией инициатора АИБН, уточняется 
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непосредственно в реакционной смеси до и после эксперимента по величине 

периода индукции в тушении ХЛ хроманом C1 по формуле: 

                                      Wi = f [InH]0 / t0,5 = 2[C1]0 / t0,5,                               (3.10) 

где f – стехиометрический коэффициент ингибирования, [InH]0 – начальная 

концентрация ингибитора, t0,5 – период торможения в секундах от момента 

введения образца до выхода интенсивности свечения по мере расходования 

ингибитора на уровень I0,5 (Рисунок 3.7). При известных Wi, [InH]0 и измеренных 

периодах торможения t0,5, используя зависимость (3.10) можно оценить величину 

стехиометрического коэффициента f.  

Величину kinh, согласно теории, рассчитывают по тангенсу угла наклона 

касательной (tg) к кинетической кривой ХЛ на подъеме свечения в точке перегиба 

(Рисунок 3.7 и 3.8), когда обрыв цепей на ингибиторе сменяется квадратичной 

гибелью радикалов, по формуле [58; 59]: 

                                kinh  = 
√2𝑘t × 𝑡𝑔𝜑

√𝑊i × 0,273
 ,    (3.11) 

где 2kt = 3,6 × 107 (М × с)−1 [30; 31; 59] – константа скорости квадратичной гибели 

пероксильных радикалов этилбензола. Рассчитанные из кинетических кривых 

тушения ХЛ значения параметров антирадикальной активности ресвератрола kinh и 

f составляют:  

kinh = (2,3  0,4)  105 (M × c)−1; f = (2,1  0,2). 

Тиолы практически не растворяются в органических растворителях, и все 

попытки использовать ХЛ метод для получения кинетических характеристик их 

антирадикальной активности не увенчались успехом. Наиболее удачный из всех 

экспериментов представлен на Рисунке 3.8, когда на  40% удалось потушить 

интенсивность ХЛ значительной добавкой АSH. Из анализа этой кривой 

получается f = 0,3, kinh = 2,8 × 104 (М × с)−1. Вероятно, при повышенной 

температуре АSH реагирует с кислородом и образующимися гидропероксидами, 

что снижает величину f. Кроме того, гидрофильный АSH не растворяется в 

неполярных углеводородах, а в «хемилюминесцентном коктейле» может 
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образовывать кластеры, имитирующие растворение, но затрудняющие реакции с 

пероксильными радикалами. 
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Глава 4. Кинетика и механизм взаимодействия глутатиона и других 

природных тиолов с пероксидом водорода 

 

В живых организмах восстановление гидропероксидов и регенерация 

глутатиона происходят ферментативным путем с участием, соответственно, 

глутатионпероксидаз и глутатионредуктаз. Однако с пероксидом водорода тиолы 

(TSH) реагируют непосредственно. В литературе редокс пара GSH / GSSG и H2O2 

занимают центральное место в определении окислительно-восстановительного 

гомеостаза и редокс-сигнализации [18; 19; 197; 226;]. Известно и подтверждено 

многими авторами, что неферментативная реакция восстановления Н2О2 

происходит в соответствии со стехиометрическим уравнением: 

                             2TSH + H2O2 → TSST + 2H2O.    (4.1) 

Наряду с этим отмечается, что, несмотря на относительно простую стехиометрию, 

реакция протекает по сложному механизму, и скорость реакции зависит от 

соотношения концентраций GSH и H2O2. Кроме того, у разных авторов сильно 

расходятся количественные характеристики скорости процесса и реакционной 

способности глутатиона и других эндогенных тиолов в реакции с H2O2. Считается, 

что окислительно-восстановительные реакции с участием тиолов протекают 

гетеролитически с переносом электронов. Однако недавно было обнаружено, что 

при взаимодействии тиолов с хиноидными соединениями наряду с известным 

нуклеофильным замещением в ароматическом кольце имеет место радикально-

цепная тиол-ен реакция, в которой расходуются оба компонента [7; 271; 272]. 

Образование радикалов в реакции тиола с гидропероксидами, приводящее к 

ускорению процесса, было установлено при окислении ряда углеводородов и 

липидов с добавками меркаптоэтанола [273]. Поэтому особое внимание обращено 

на определение выхода радикалов в реакции тиолов с Н2О2, и реакцию проводили 

в среде тщательно очищенной деионизированной воды или бидистилляте, чтобы 

исключить влияние переходных металлов на распад H2O2.   
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4.1. Кинетические закономерности реакции глутатиона с пероксидом 

водорода 

 

Скорость образования радикалов определяли методом ингибиторов. В 

качестве 

 

 

Рисунок 4.1 – Изменение спектров 

поглощения 7 М А при взаимодействии со 

смесью 5 мМ GSH и 5,3 мМ H2O2; водная 

среда, 37 оС; интервал 1 мин 

  

Рисунок 4.2 – Расходование 7 М А в 

присутствии: 1 – 5 мМ GSH; 2 – 5 мМ 

H2O2; 3 – 5 мМ GSH + 5мМ H2O2 
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Рисунок 4.3 – Кинетические кривые 

расходования глутатиона при взаимодействии 

с 8,6 мМ Н2О2 в водном растворе при 37 оС; 

начальные концентрации GSH в мМ: 1 – 2,6; 2 

– 5,4; 3 – 10,1. 

Рисунок 4.4 – Кинетические кривые 

расходования 7 М красителя А при 

взаимодействии GSH с 8,6 мМ Н2О2 в 

водном растворе при 37 оС; начальные 

концентрации GSH в мМ: 1 – 2,6; 2 – 

5,4; 3 – 10,1   
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Таблица 4.1 – Скорости расходования акцептора А (7,2 М) при разных концентрациях 

Н2О2 в присутствии 5 мМ GSH, а также различных концентрациях GSH в присутствии 8,6 

мМ Н2О2 (водная среда, 37 оС) 

 

[GSH] = 5 мM; [A] = 7,2 М [H2O2] = 8,6 мM; [A] = 7,2 М 

[H2O2], мM 

WA × 109, М × с−1 [GSH], 

мМ 

WA × 109, М × с−1 

Эксперимент 
Расчетные 

данные 
Эксперимент 

Расчетные 

данные 

0,45 1 ± 0,1 0,88 1,0 1,3 ± 0,15 2,4 

0,9 1,7 ± 0,2 1,62 2,5 3,8 ± 0,4 3,5 

1 2,0 ± 0,2 1,8 5,0 6,2 ± 0,6 5,5 

1,75 2,5 ± 0,25 2,52 6,9 7,3 ± 0,7 7,8 

2 2,8 ± 0,3 2,8 8,0 9,85 ± 1,0  9,6 

3,5 4,5 ± 0,45 4,25 10,0 10,0 ± 1,0 10,3 

4,4 4,9 ± 0,5 4,95 – – – 

8,8 5,6 ± 0,6 5,25 – – – 

 

 

  

Рисунок 4.5а – Зависимость скорости 

расходования GSH (WGSH): 1 (■) – от 

концентрации GSH в присутствии 4 мМ 

H2O2; 2 () – от концентрации H2O2 в 

присутствии 5 мМ GSH; водная среда, 37 оС 

Рисунок 4.5б – Зависимость скорости 

расходования GSH от концентраций GSH (♦1) и 

H2O2 (○2) в логарифмических координатах; 

условия как на Рисунке 4.5а 

 

качестве акцептора свободных радикалов использовали полиметиновый краситель 

А (Рисунок 4.1). На Рисунке 4.2 показано, что акцептор А инертен по отношению 
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к тиолу и H2O2, и его расходование наблюдается только при их совместном 

присутствии. Скорости расходования глутатиона и акцептора радикалов 

увеличиваются с ростом концентраций реагентов GSH и H2O2 (Рисунки 4.3, 4.4, 4.5, 

Таблица 4.1) [274]. 

На Рисунке 4.3 представлены кинетические кривые расходования GSH в 

реакции с Н2О2 в водном растворе, а на Рисунке 4.4 – расходование акцептора 

радикалов А, добавленного в реакционные смеси аналогичного состава. Начальные 

скорости расходования GSH (WGSH) и скорости расходования А, которые 

характеризуют скорость инициирования радикалов (−d[A] / dt = Wi), нелинейно 

зависят от концентраций реагентов (Рисунок 4.5 и Таблица 4.1 при разных 

соотношениях их концентраций 0,1 < [GSH]0 / [H2O2]0 < 2,5). Линейные 

анаморфозы этих зависимостей в логарифмических координатах (например, 

Рисунок 4.5б) свидетельствуют о дробных порядках скорости расходования GSH 

по концентрациям реагентов. Эмпирические брутто-зависимости скорости 

расходования GSH и Wi от концентраций реагентов имеют вид:  

                                               WGSH  const [GSH]0
0,3 [H2O2]0

1,2,                       (4.2) 

где сonst = (1,7  0,2) × 10−3 М−0,5 × с−1,          

                                                  Wi  const [GSH]0,75 [H2O2]
0,75,                                 (4.3)  

где const = (1,3  0,2) × 10−5 М−0,5 × с−1.      

 
Таблица 4.2 – Скорости расходования глутатиона, образования радикалов и выход 

радикалов в реакции GSH с 8,6 мМ Н2О2 (водный раствор, 37 оС) 

 

[GSH], мМ WGSH × 106, 

М × с−1 

Wi × 108, 

М × с−1 

e 

10,1 1,9 0,7 0,0035 

5,4 1,3 0,54 0,004 

2,6 0,86 0,29 0,003 

 

В Таблице 4.2 сопоставлены скорости расходования GSH и А, измеренные в 

одинаковых условиях. Это сравнение показывает, что выход радикалов в реакции 

GSH с Н2О2, e = Wi / |d[GSH] / dt|, небольшой, доли процента, что на порядок ниже 
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выхода радикалов в реакции меркаптоэтанола с гидропероксидом третбутила [273] 

(е  0,02). 

На Рисунке 4.6 сопоставлены скорости расходования акцептора А, т.е.               

Wi / , в реакции трех эндогенных тиолов глутатиона, гомоцистеина и цистеина с 

Н2О2 при разных концентрациях пероксида. Видно, что реакционная способность 

тиолов в генерировании радикалов при взаимодействии с H2O2 изменяется в ряду 

[261]:  

CSH > HSH  GSH. 
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Рисунок 4.6 – Зависимость скорости расходования 10 M А от концентрации H2O2 в 

присутствии 5 мM тиолов: 1 – GSH; 2 – HSH; 3 – CSH; водная среда, 37 oC 

 

Дробные порядки по концентрациям основных реагентов, как правило, 

свидетельствуют о сложном многостадийном механизме процесса, который 

включает стадию образования радикалов и реакции, в которых происходит 

основное расходование GSH и H2O2. Примечательно, что измеренная в [166] 

методом время-разрешенной рамановской спектроскопии скорость расходования 

GSH в водном растворе при концентрациях реагентов 1 М, равная 2 × 10−3 М × с−1, 

практически совпадает с величиной скорости WGSH = 1,8 × 10−3 М × с−1, 

рассчитанной по уравнению (4.2). 
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Все представленные выше данные получены с использованием в качестве 

реакционной среды бидистиллированной и деионизированной воды, тогда как 

большинство биохимических исследований проводят в фосфатных буферных 

растворах, поскольку биологические жидкости (кровь, лимфа...) имеют рН 7,2–7,4 

и представляют собой буферные системы.  

На Рисунке 4.7а сопоставлено расходование GSH в реакции с H2O2 в воде и 

двух фосфатных буферных растворах PBS (исходный рН 7,4) и РВ (исходный рН 

7,2, см. Таблица 5.3), а на Рисунке 4.7б представлено сравнение расходования 

акцептора А в аналогичных условиях [275]. Видно, что в фосфатных буферных 

растворах увеличивается скорость расходования GSH (WGSH) и резко снижается 

скорость образования радикалов.   
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Рисунок 4.7а – Кинетические кривые 

расходования 10 мМ глутатиона в реакции 

с 2 мМ H2O2 в воде (1), PBS (2) и 

фосфатном буфере РВ (3) 

Рисунок 4.7б – Кинетические кривые 

расходования 9 М акцептора А в 

реакции 10 мМ GSH c 2 мМ H2O2 в воде 

(1), PBS (2) и фосфатном буфере РВ (3)  

 

Одной из причин увеличения WGSH в PBS и, особенно, в РВ является 

окисления GSH кислородом воздуха. В буферных растворах израсходовалось 

больше GSH  (5 мМ), чем требуется согласно стехиометрии уравнения (4.1), тогда 

как в воде израсходовалось  4 мМ.  Обращает на себя внимание существенное 

влияние NaCl и KCl в составе PBS (Таблица 5.3), в отличие от натрий-калиевой 

фосфатной буферной смеси PB – на скорость расходования GSH и Wi: при прочих 

равных условиях WGSH в PBS в 7 раз меньше, чем в PB, не содержащем хлоридов, а 
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Wi в 3 раза выше. Эти данные частично объясняют, почему в огромном количестве 

публикаций по глутатиону практически никто не упоминает про образование 

радикалов в реакции GSH с Н2О2. Вопрос о большой разнице во влиянии близких 

по ионной силе PBS и РВ на кинетику реакции GSH с Н2О2.будет рассмотрен в 

Главе 5. 

 

4.2. Определение природы радикалов, образующихся в реакции глутатиона с 

пероксидом водорода 

 

Для исследования природы радикалов, образующихся при взаимодействии 

GSH с Н2О2 был применен метод спиновых ловушек с использованием 5,5-

диметил-1-пирролин-N-оксида (DMPO).  

Спиновые ловушки широко используются в химии и биологии для 

идентификации короткоживущих радикалов [276; 277]. Реакция спиновой ловушки 

DMPO с короткоживущим радикалом R• приводит к образованию спинового 

аддукта – стабильного нитроксильного радикала (Рисунок 4.8).  
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Рисунок 4.8 – Структура спин-ловушки DMPO и химические реакции, в которых 

участвует спин-ловушка и ее аддукты 

 

Природа присоединенного короткоживущего радикала определяется по магнитно-

резонансным параметрам образующегося нитроксильного радикала [276]. Чтобы 

обеспечить преимущественное образование нитроксильного радикала используют 

высокие концентрации DMPO. В работах [20; 21; 214] с помощью этой ловушки 

были получены спектры ЭПР аддуктов DMPO с тиильными радикалами глутатиона 

(GS•), которые генерировали путем фотолиза соответствующих дисульфидов [278] 

или в цепи радикальных или ферментативных реакций [20; 21].  

Предварительно был проведен анализ взаимодействия нитроксильного 

радикала ТЕМРО с глутатионом и Н2О2 вместе и по отдельности, что позволило 
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определить оптимальные условия для применения метода спиновых ловушек и 

обнаружения нитроксильных радикалов (спин-аддуктов) в присутствии тиолов 

(Рисунок 4.8).  Глутатион является сильным восстановителем, и благодаря наличию 

в молекуле двух карбоксильных групп, при растворении в воде образует кислые 

растворы (рН  3–4 при милимольных концентрациях GSH). Оба обстоятельства 

способствуют быстрому восстановлению и/или дисмутации нитроксильных 

радикалов.  

 

 

Рисунок 4.9 – Кинетические кривые расходования TEMPO в бидистилляте (1–3, 6) и в 

PBS (4, 5): 1 – 4 мМ GSH и 0,3 мМ TEMPO; 2 – 4 мМ GSH, 2,1 мМ Н2О2 и 0,3 мМ TEMPO; 

3 – 2мМ Н2О2, 0,3 мМ TEMPO; 4 – 3,15 мМ GSH и 0,07 мМ TEMPO; 5 – 3,15 мМ GSH, 

2,3 мМ Н2О2 и 0,07 мМ TEMPO; 6 – 0,3 мМ TEMPO в воде с добавкой HCl (pH 3,2; 6,05) 

 

Из Рисунка 4.9 видно, что при добавлении ТЕМРО в водный раствор GSH 

или в смесь GSH и Н2О2 нитроксил быстро расходуется и уже через 2 мин не 

обнаруживается в спектрах ЭПР (кривые 1, 2). Раствор GSH с концентрацией   3,15 

мM в бидистилляте имеет значение рН, равное 3,2. Известно, что в кислой среде 

ускоряется дисмутация и другие реакции нитроксильных радикалов. При 

исследовании поведения TEMPO в кислой среде, полученной в результате добавки 

в воду HCl при рН 3,2 и 6,05 (кривая 6), и в присутствии только H2O2 (кривая 3) 

установлено, что в отсутствие глутатиона TEMPO не расходуется. Быстрое 
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расходование TEMPO в смеси с GSH в водном растворе указывает, что GSH 

подобно аскорбиновой кислоте [279–281] восстанавливает нитроксильные 

радикалы в соответствующий гидроксиламин. Если к фосфатно-солевому 

буферному раствору PBS с исходным рН 7,4 добавить GSH в концентрации 3,15 

мМ, то величина рН снижается до 6,08. В этих условиях время полупревращения 

TEMPO составляет ~ 1 ч (кривая 4). В смеси GSH и H2O2 в буферном растворе PBS 

(кривая 5) время полупревращения TEMPO уменьшается до 20 мин.  
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Рисунок 4.10 – ЭПР спектры спиновых аддуктов DMPO, полученных в смеси GSH c 

H2O2: (1) сумма аддуктов; (2) с радикалом НО•; (3) с GS•; (4) модельный спектр с 

константами СТВ GS• 

 

Проведенные исследования расходования нитроксильного радикала 

показали, что регистрацию спиновых аддуктов DMPO с радикалами, которые 

образуются при взаимодействии GSH и H2O2, следует проводить в буферных 

растворах при рН около 7. 

На Рисунке 4.10 представлен ЭПР спектр (1) спинового аддукта DMPO, 

полученного в растворе, содержащем 21,13 мМ DMPO, 33 мМ GSH и 71 мМ H2O2; 

рН 6,2. ЭПР спектр спинового аддукта представляет собой суперпозицию сигналов 

двух разных нитроксильных радикалов. Один из них принадлежит спиновому 

аддукту с НО•-радикалом. Спектр этого нитроксильного радикала (2) с 

константами СТВ aN = 14,9 Гс и aH = 15,0 Гс был получен отдельно при УФ-

облучении водного раствора, содержащего 10 мМ H2O2 и 13,3 мМ DMPO. Этот 
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спектр ЭПР был вычтен из суммарного ЭПР спектра (1). Результат вычитания – 

спектр 3, моделирование которого дало константы СТВ нитроксильного радикала: 

aN = 15,20 Гс и aH = 16,35 Гс, совпадающие со значениями констант СТВ спинового 

аддукта DMPO с тиильными радикалами глутатиона GS•, полученными при 

фотолизе дисульфида GSSG [278; 282].  

Тиильные радикалы, образующиеся при взаимодействии GSH с H2O2 

зарегистрированы впервые. Полученные результаты позволяют однозначно 

утверждать, что в системе GSH – H2O2 при рН  7 образуются два типа радикалов: 

тиильные GS• и гидроксильные •ОН [283].  

 

4.3. Тиол-ен реакция глутатиона с ресвератролом в присутствии пероксида 

водорода. Кинетическая модель 

 

Скорость образования радикалов (Wi), при взаимодействии глутатиона с H2O2 

составляет доли процента (< 1%) от скорости расходования GSH (WGSH), но ее 

может быть достаточно для инициирования тиол-ен реакций тиолов с 

ненасыщенными соединениями.  

Тиильные радикалы активно присоединяются к двойным связям [207; 208]. 

Эти реакции лежат в основе реакций тиолов с ненасыщенными соединениями, 

которые получили название тиол-ен click-реакций [26; 216–221], которые 

применяют, в основном, для синтеза линейных и разветвленных гетероцепных 

полимеров. В работах [273; 284] обнаружено взаимодействие меркаптоэтанола и 

глутатиона с -каротином, в молекуле которого содержится 11 сопряженных 

ненасыщенных связей, при этом скорость его расходования с добавкой глутатиона 

без добавок гидропероксида относительно невелика. Все перечисленные выше 

исследования проведены в среде липидов и других органических растворителей. 

В работе исследовано  взаимодействие  гидрофильных  тиолов,  в  основном, 
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Рисунок 4.11 – Изменение УФ спектров 

поглощения 0,05 мМ ресвератрола в 

смеси с 5 мМ глутатиона и 8,6 мМ Н2О2; 

37 оС. Интервалы между записями 

спектров – 1 мин 

Рисунок 4.12 – Изменение УФ спектров 

поглощения 0,05 мМ кофейной кислоты в 

смеси с 5 мМ глутатиона и 8,6 мМ Н2О2; 

37 оС. Интервалы между записями 

спектров – 2 мин 
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Рисунок 4.13 – Кинетические кривые расходования 5,8 мМ СА в присутствии 5 мМ GSH 

(1) и Н2О2 8,6 мМ (2) по отдельности и вместе (3); 37 оС 
 

главного эндогенного тиола глутатиона, с представителями большой группы 

природных фенолов с двойной связью в боковой цепи, а именно с ресвератролом 

(RVT) растительным фитоалексином, и с кофейной кислотой (CA) в водных 

растворах.  Кофейная кислота подобно другим производным коричной кислоты 

является метаболитом биосинтеза лигнина. Эти фенолы имеют характерные УФ 

спектры поглощения, что позволяет регистрировать изменение их концентрации в 
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ходе реакции (Рисунки 4.11 и 4.12). На Рисунке 4.13 показано, что кофейная 

кислота подобно ресвератролу практически не расходуется в присутствии взятых 

по отдельности GSH и Н2О2. Только при совместном присутствии GSH и H2O2 эти 

фенольные антиоксиданты расходуются [285; 286].  

 

 

Рисунок 4.14 – Кинетические кривые расходования 0,03 мМ RVT в реакции с GSH в 

отсутствие (1) и присутствии 4,55 мМ Н2О2 (2–5); концентрация GSH в мМ: 1 – 25 

(концентрация RVT 0,033 мМ); 2 – 0; 3 – 2,5; 4 – 5,0; 5 – 10. Точки – экспериментальные 

данные, сплошные линии – расчетные данные по кинетической модели (Таблица 4.5) 
 

На Рисунке 4.14 представлены кинетические кривые расходования RVT в 

присутствии большой концентрации GSH (25 мМ), но без Н2О2 (кривая 1) и серия 

кривых в присутствии Н2О2, но при разных концентрациях GSH (кривые 2–5). 

Видно, что расходование RVT, который является эффективным акцептором 

радикалов, наблюдается только при совместном присутствии GSH и Н2О2 (кривые 

3–5). Необходимо отметить, что введение GSH в реакционную среду приводит к 

снижению рН (Таблица 4.4). 

Скорости расходования RVT (WRVT), как и WGSH (Рисунок 4.5а), нелинейно зависят 

от концентраций GSH и Н2О2. В Таблице 4.4 представлены значения WRVT, 

экспериментально измеренные при разных концентрациях GSH в присутствии 

4,55 мМ Н2О2, и скорости инициирования радикалов (**Wi), рассчитанные по 

уравнению 4.3, которое получено эмпирически на основе измерения скоростей 

расходования акцептора А в смесях GSH и Н2О2 разного состава. 
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Таблица 4.4 – Скорости расходования 0,03 мМ RVT и глутатиона при разных 

концентрациях GSH в присутствии 4,55 мМ Н2О2, деионизированная вода, 37 оС 

 

[GSH], mM рН* WGSH × 107, 

М × с−1 

WRVT × 109, 

М × с−1 

**Wi × 109, 

М × с−1 

0 6,70 0 0 0 

2,0 3,28 1,62 4,3 2,1 

2,5 3,23 1,72 5,5 2,5 

5,0 3,10 2,14 8,2 4,2 

7,0 3,03 2,37 11,6 5,4 

10,0 3,00 2,63 17,5 7,1 

 

*рН измеряли в реакционном сосуде после добавления всех реагентов; 

** Wi, рассчитано по формуле (4.3)  

 

 

Рисунок 4.15 – Зависимости скоростей расходования RVT (WRVT) от концентрации RVT в 

реакционной смеси 4,55 мМ Н2О2 с разными начальными концентрациями GSH (мМ): 1 – 

10; 2 – 5; 3 – 2,5 

 

Скорости расходования RVT (WRVT) линейно возрастают с ростом [RVT] 

(Рисунок 4.15). Примечательно, что отрезки, отсекаемые линейными 

зависимостями WRVT – [RVT] на оси ординат, практически (в пределах ошибки) 

совпадают с расчетными значениями **Wi для соответствующих концентраций 

GSH. Скорость расходования RVT удовлетворительно описывается уравнением 
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(4.4) для скорости цепного процесса (окисления или полимеризации) с 

квадратичным обрывом цепей на ведущих цепи радикалах:     

                         WRVT = Wi + а [RVT] Wi
0,5.                                 (4.4) 

Здесь параметр а  1,0 (М × с)−0,5 аналогичен отношению констант скорости 

реакций продолжения (kp) и обрыва цепей (kt) а = kp / (2kt)
0,5. Из Таблицы 4.4 можно 

видеть, что длина цепи в расходовании ресвератрола (WRVT / Wi), невелика, порядка 

2-х звеньев, и выход радикалов в реакциях GSH с H2O2 меньше 1% 

(Wi / WGSH < 0,01). 

Исследование продуктов взаимодействия GSH с H2O2 и RVT проводили 

методом масс-спектрометрии (MS электроспрей положительных ионов) в Центре 

коллективного пользования «Новые материалы и технологии» Института 

биохимической физики имени Н. М. Эмануэля РАН. Анализ состава продуктов 

(Рисунок 4.16) показал следующее:  

1. В исходном растворе GSH присутствуют достаточно устойчивые димеры 

GSH – GSH (ионы МН+ 615,17). В работе [234] было отмечено, что при 

исследовании масс-спектров GSH методом электроспрея отрицательных ионов в 

водном растворе наряду с ионами GSH обнаруживаются ионы димера, тогда как в 

фосфатном буферном растворе (0,1 М, рН ∼ 7) димер не регистрируется. Очевидно, 

одноименно отрицательно заряженные вследствие диссоциации карбоксильных 

групп ионы глутатиона не образуют димеров при рН ≥ 7. 

2. Основным продуктом окисления GSH в реакции с Н2О2 в согласии с 

уравнением (4.1) является соответствующий дисульфид GSSG (MН+ 613,16). 

3. В смеси GSH, RVT и Н2О2 в исходно деионизированной воде основные 

продукты – дисульфид GSSG и продукт МН+ 568,16, масса которого соответствует 

гидропероксиду (PO2H), который может получиться в результате 

последовательного присоединения тиильного радикала GS• и кислорода к RVT: 

                           GS• + RVT  P• 
+𝑂2
→   PO2

• 
+𝐺𝑆𝐻
→    PO2H + GS•,                          (4.5) 

 

где Р – продукт присоединения тиильного радикала GS• к двойной связи RVT в 

боковой цепи. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%82%D1%83%D1%82_%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B9_%D1%84%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BA%D0%B8_%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8_%D0%9D._%D0%9C._%D0%AD%D0%BC%D0%B0%D0%BD%D1%83%D1%8D%D0%BB%D1%8F_%D0%A0%D0%90%D0%9D
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%82%D1%83%D1%82_%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B9_%D1%84%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BA%D0%B8_%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8_%D0%9D._%D0%9C._%D0%AD%D0%BC%D0%B0%D0%BD%D1%83%D1%8D%D0%BB%D1%8F_%D0%A0%D0%90%D0%9D
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Рисунок 4.16 – Масс-спектры исходного глутатиона (a), продуктов реакции 10 мМ GSH 

с 2 мМ Н2О2 (б) и продуктов, образующихся в смеси 2,3 мМ GSH, 1,3 мМ RVT и 3,2 мМ 

Н2О2 (в) в деионизированной воде 

 

Анализ кинетики взаимодействия GSH с RVT в присутствии Н2О2 проводили 

методом компьютерного моделирования с использованием программ [287; 288]. 

Кинетическую модель (Таблица 4.5) для описания взаимодействия GSH с Н2О2 

(реакции (I)–(X)) и инициированной образующимися радикалами тиол-ен реакцию 

GSH с RVT (реакции (XI)–(XIX)) разрабатывали с учетом полученных 

экспериментальных и имеющихся в литературе данных.  Реакции (I)–(III) 

образования комплекса [GSH – Н2О2] и окисления его в дисульфид GSSG (хотя в 

масс-спектрах продуктов реакции на Рисунке 4.16б не обнаруживается 

соответствующий комплексу ион MH+ 342) введены в модель, поскольку в 

литературе [22; 166; 236] приводятся достаточно убедительные результаты 

спектроскопических (УФ и ИК) исследований и теоретического анализа [23] 

образования комплексов [GSH – Н2О2] не только в буферных растворах с 

физиологическим рН, но и в чистой воде [166], когда образуется кислая 

реакционная смесь с рН 2. При конструировании модели было принято, что 

образование радикалов происходит, в основном, в реакции (VII) димера [GSH – 

GSH]  с  Н2О2,  поскольку  было  установлено,  что  при  рН  7,  когда  димеры  не  
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Таблица 4.5 – Кинетическая модель взаимодействия GSH с RVT в присутствии Н2О2 в 

водной среде при 37 оС 

 

№№ Реакции Константы 

скорости 

ki, (М × с)−1 

I GSH + H2O2 → [GSH – H2O2] k1 5 

II [GSH – H2O2] → GSH + H2O2 k2 *4 × 10−3 

III [GSH – H2O2] + GSH → GSSG + 2H2O k3 6 × 10−2 

IV GSH + GSH → [GSH – GSH] k4 1,3 

V [GSH – GSH] → GSH + GSH k5 *9 × 10−4 

VI [GSH – GSH] + H2O2 → GSSG + 2H2O k6 1,5 × 10−3 

VII [GSH – GSH] + H2O2 → 2GS• + 2H2O k7 2 × 10−5 

VIII GSH + H2O2 → •OH + GS• + H2O k8 1 × 10−3 

IX •OH + GSH → H2O + GS• k9 1 × 106 

X GS• + GS• → GSSG k10 1 × 109 

XI GS• + RVT → P• k11 2,5 × 105 

XII P• → GS• + RVT k12 *1 × 104 

XIII P• + GSH → GS• + PH k13 5 × 104 

XIV P• + (O2) → PO2
• k14 **1 × 106 

XV PO2
• + GSH → POOH + GS• k15 5 × 103 

XVI GS• + PO2
• → GSH + O2 k16 1 × 109 

XVII GSH + RVT → [GSH – RVT] k17 5 

XVIII [GSH – RVT] → GSH + RVT k18 2 × 10−4 

XIX [GSH – RVT] + GS• → P• + GSH k19 1 × 106 

 

Примечание. P• – алкильный радикал, образующийся в результате присоединения 

тиильного радикала GS• к двойной связи RVT; PO2
• и POOH – соответствующие 

пероксильный радикал и гидропероксид.   

* Константа скорости имеет размерность с−1;  

** k14 = k [O2], имеет размерность с−1; [O2] = 1 × 10−4 M. 

 

образуются, резко уменьшается скорость образования радикалов. Реакции (VII) и 

(VIII), в которых генерируются радикалы, практически не влияют на скорость 
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расходования GSH (WGSH). Тиоловая группа –SH в комплексах с Н2О2 [22; 236] и 

димерах определяется реактивом Эллмана так же, как в свободном GSH. Величина 

k10 = 109 (М × с)−1 известна для быстрой рекомбинации тиильных радикалов. Нами 

константа квадратичной гибели тиильных радикалов была определена методом 

флеш-фотолиза дифенилдисульфида для рекомбинации фенилтиильных 

радикалов.  

Реакции (XI)–(XVI) имеют место при добавках RVT и вместе с остальными 

реакциями описывают кинетические кривые расходования RVT. Известно, что 

тиильные радикалы с высокими константами скорости обратимо ( 105 (М × с)−1) 

присоединяются к двойным –С=С– связям [208], поэтому в модель введены 

реакции (XI) и (XII) [289]. Образующийся в результате присоединения GS• к RVT 

алкильный радикал P• может прореагировать с GSH (k13  105–106 (М × с)−1) или с 

кислородом, поскольку эксперименты проводили в аэробных условиях (k14  109–

1010 (М × с)−1 [31]).  

В Таблице 4.6 приведены рассчитанные по модели значения 

квазистационарных концентраций радикалов, из которых видно, что в присутствии 

О2 доминируют пероксильные радикалы и увеличивается содержание 

молекулярных продуктов присоединения радикалов GS• к RVT. Определяющая 

роль О2 в кинетике присоединения тиильных радикалов к олефинам при изучении 

ее методом флеш-фотолиза отмечена и проанализирована в работах [290; 291].  

На Рисунке 4.17 представлены экспериментально многократно повторенные 

и воспроизводимые кинетические кривые расходования глутатиона и ресвератрола, 

взятых при сопоставимых по масштабу концентрациях. Вопреки нашим 

ожиданиям, в присутствии RVT скорость расходования GSH не увеличивается за 

счет дополнительного расходования в цепной реакции с RVT, а уменьшается. 

Чтобы получить такой эффект, модель дополнили обратимым связыванием RVT с 

GSH в комплекс [RVT – GSH] (реакции (XVII)–(XIX). 

Представленная кинетическая модель с оптимизированными константами 

скоростей вполне удовлетворительно описывает экспериментальные кинетические 

кривые расходования RVT и GSH в реакции GSH с RVT в присутствии Н2О2 и 
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экспериментальные концентрационные зависимости для WRVT и WGSH. Дополнение 

модели обратимыми реакциями образования комплексов RVT с компонентами 

процесса (реакции (XVII)–(XIX)) позволило описать нетривиальный эффект 

заметного уменьшения скорости расходования GSH при повышенных 

концентрациях RVT. 

 

Таблица 4.6 – Влияние кислорода на тиол-ен реакцию GSH с RVT в присутствии Н2О2 

(Рассчитанные по модели для Рисунка 4.17 значения концентраций компонентов при 

t = 150 мин) 

 
Условия [GS•], М [P•], М [PO2

•], М [PH], М [POOH], М GSH, М 

Без RVT, 

Реакции (I)–(X) 
7,3 × 10−10 - - - - 3,4 × 10−4 

+ RVT без O2 

Реакции (I)–(XIII) 
7,3 × 10−10 8,6 × 10−12 - 1,9 × 10−6 - 3,4 × 10−4 

+ RVT и О2 

Реакции (I)–(XVI) 
1,0 × 10−10 1,9 × 10−14 5,1 × 10−9 4,0 × 10−9 9,2 × 10−5 4,2 × 10−4 

+ [RVT – GSH] 

Реакции (I)–(XIX) 
0,5 × 10−10 3,2 × 10−14 9,6 × 10−9 5,3 × 10−9 1,54 × 10−4 2,2 × 10−4 

 

 

Рисунок 4.17 – Кинетические кривые расходования 1,9 мМ GSH (1, 2, 3) и 0,53 мМ RVT 

(3) в присутствии 2,1 мМ Н2О2: 1 – GSH (♦) с RVT; 2 – GSH (∆) без RVT; водная среда, 

37 оС. Точки – экспериментальные данные, сплошные линии – расчетные данные по 

кинетической модели (Таблица 4.5) 
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4.4. Ацетилцистеин – кинетический аналог глутатиона в реакциях с 

активными формами кислорода 

 

В отличие от эндогенных GSH, HSH, CSH, N-ацетилцистеин (ASH) – 

синтетический тиол. ASH используется с конца 1980-х гг. в качестве 

муколитического и противовоспалительного лекарственного препарата, а также в 

условиях окислительного стресса при снижении уровня эндогенного глутатиона. 

Выше (Глава 3) было показано, что по активности в реакциях с пероксильными 

радикалами ASH занимает промежуточное положение в ряду: HSH > ASH > GSH и 

является ингибитором средней силы. 

Подобно реакциям окисления кислородом, окисление тиолов пероксидом 

водорода является экзотермическим процессом. На Рисунке 4.18 сопоставлены 

кинетические кривые тепловыделения при взаимодействии GSH и АSH с Н2О2, 

взятых в стехиометрических соотношениях реакции (4.1). Видно, что кинетические 

кривые практически совпадают, что свидетельствует об относительной 

автономности связей S–H и S–S в тиолах и дисульфидах, на которые не оказывают 

влияния другие группы в молекуле.  

В деионизированной воде и при рН  7 АSH в реакции Н2О2 подобно GSH и 

другим тиолам генерирует радикалы. Эмпирическая зависимость Wi от 

концентраций тиола и Н2О2, измеренная по расходованию акцептора А, для ASH 

имеет вид: 

                                             WiASH = k [ASH] [H2O2]
1,5,                                     (4.6) 

где k = (7,9 ± 0,7) × 10−3 с−1 × М−1,5.      

На Рисунке 4.19 представлены ЭПР спектры спин-аддуктов DMPO, 

полученные в буферном растворе с pH 6,2, содержащем 36,9 мМ DMPO, 22 мМ 

АSH и 59,6 мМ Н2О2. ЭПР спектр спин-аддукта (1) представляет собой 

суперпозицию сигналов двух разных нитроксильных радикалов. Один из них 

нитроксильный радикал, как и в случае с глутатионом, является спин-аддуктом, 

захватившим ОН-радикал, ЭПР спектр которого представлен на Рисунке 4.10, 

спектр (2). Спектр (2) на Рисунке 4.19 получен вычитанием из суперпозиционного 
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ЭПР спектра (1) спектра спин-аддукта DMPO-ОН. Моделирование данного спектра 

(3) позволило получить следующие константы СТВ нитроксильного радикала 

спин-аддукта DMPO-АSN: aN = 15,20 Гс и aH = 16,80 Гс. Эти значения констант 

СТВ находятся в диапазоне констант, характерных для спиновых аддуктов 

тиильных радикалов [20; 21; 214], и близки к константам для спинового аддукта 

DMPO с радикалом L-цистеина (aN = 15,2 Гс и aH = 17,5 Гс) [279]. 
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Рисунок 4.18 – Кинетика тепловыделения в реакции NSH (1; 1’) и GSH (2; 2’) с Н2О2 в 

деионизованной воде при 37,7 оС; концентрации тиолов – 0,1 М, Н2О2 – 0,05 М 

 

Радикалы, образующиеся при взаимодействии АSH с Н2О2, могут 

инициировать цепные процессы. Ресвератрол не взаимодействует с АSH и Н2О2, 

взятых по отдельности, и расходование RVT наблюдается только при их 

совместном присутствии. 

Из Рисунка 4.20, на котором сопоставлены зависимости скорости 

расходования RVT от его концентрации в растворах АSH и GSH одинаковой 

концентрации в присутствии 1,5 мМ Н2О2, видно, что для обоих тиолов WRVT 

линейно возрастает с ростом концентрации RVT в соответствии с уравнением (4.4) 

[292].  На оси ординат отсекаются отрезки, близкие по величине к скорости 

инициирования радикалов,  измеренной  методом  ингибиторов  по  расходованию 
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Рисунок 4.19 – ЭПР спектры спиновых аддуктов DMPO, полученных в смеси АSH с H2O2:  

(1) сумма аддуктов; (2) результат вычитания спектра спинового аддукта DMPO с ОН-

радикалом из спектра (1); (3) модельный спектр, полученный при использовании 

констант СТВ, указанных в тексте 

 

акцептора А (Таблица 4.7). 

Можно ожидать, что тиол-ен реакция ацетилцистеина с ресвератролом 

происходит в результате радикально-цепного последовательного присоединения 

тиильного радикала АS• и кислорода к RVT:     

         АS• + RVT  P’• 
+O2
→   P’O2

• 
+GSH
→    P’O2H + АS•. 

Из Таблицы 4.7 видно, что значения параметра a, который, согласно 

уравнению (4.4), характеризует относительную активность ведущих цепи 

радикалов в продолжении и обрыве цепей, практически одинаковы для АSH и GSH. 

Это согласуется с измерениями тепловыделения в реакции с Н2О2 (Рисунок 4.18) и 

свидетельствует о том, что тиольные группы в АSH и GSH действуют автономно. 

 
Таблица 4.7 – Кинетические характеристики расходования ресвератрола при 

взаимодействии с глутатионом и N-ацетилцистеином (2,5 мМ) в присутствии Н2О2 (1,5 

мМ), водный раствор, 37 оС 

 

Тиол рН 

Wi*, М × с−1 по 

формулам 

(4.3) и (4.5) 

Wi, М × с−1 

из Рисунка 4.20 
a, (М × с)−0,5 

GSH 3,28 1,5 × 10−9 1,4 × 10−9 0,7 

ASH 3,31 1,15 × 10−9 1,2 × 10−9 0,8 
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Рисунок 4.20 – Зависимости скорости расходования RVT (WRVT) от концентрации RVT в 

реакционной смеси 1,5 мМ Н2О2 с 2,5 мМ тиола: 1 – GSH; 2 – АSH 
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Глава 5. Влияние рН среды и биологически значимых катионов на 

взаимодействие глутатиона с активными формами кислорода 

 

5.1. Влияние среды на взаимодействие тиолов с пероксильными радикалами 

 

Оценку антирадикальной активности тиолов в реакциях с пероксильными 

радикалами, образующимися при распаде водорастворимого инициатора ААРН в 

водном растворе в аэробной среде, проводили методом конкурирующих реакций с 

акцептором А. 

На Рисунках 5.1а–г представлено влияние тиолов глутатиона (GSH), 

гомоцистеина (НSH), цистеина (СSH) и N-ацетилцистеина (АSH) на расходование                             

акцептора А в реакции с радикалами, образующимися в воде и в фосфатных 

буферных растворах PBS и РВ в результате термического распада ААРН при           

37 оС. В Главе 2 показано, что в водных растворах акцептор А реагирует с 

пероксильными радикалами с константой скорости kА = 5,4 × 104 (М × с)−1 и 

стехиометрическим коэффициентом f = 1. Из Рисунка 5.1 видно, что в фосфатных 

буферных растворах А расходуется с одинаковой скоростью, вдвое меньшей, чем в 

скорость расходования в воде и чем скорость инициирования радикалов  (Wi), 

которая согласно [247; 293] практически не изменяется в интервале рН 5–8. Это 

означает, что в PBS и РВ для А стехиометрический коэффициент  

f = Wi / (−d[A] / dt) = 2. Добавка тиолов (кривая 2, Рисунки 5.1а, б, в) уменьшает 

скорость расходования А в воде, что свидетельствует об их конкуренции с А. Такие 

же  добавки тиолов в растворах PBS и РВ приводят к периодам индукции, по 

окончании которых, A расходуется практически со скоростью неингибированной 

реакции (ср. кривые 4 и 6 с 3 и 5 на Рисунках 5.1а, б, в). Четко выраженные периоды 

индукции в присутствии сопоставимых по величине с [A] концентраций тиолов 

свидетельствуют о том, что, во-первых, в PBS и РВ, т.е. при рН с 7, тиолы 

значительно активнее реагируют с радикалами, чем А, и, во-вторых, оба буферных 

раствора одинаковым образом влияют на антирадикальную активность различным 

образом влияют на скорость реакции GSH с Н2О2: в РВ более высокая скорость 

расходования GSH и значительно более низкая скорость образования радикалов, 
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чем в PBS, который содержит больше анионов Cl− и меньше катионов К+ по 

сравнению с РВ [274]. Следует отметить, что при одинаковых значениях скорости 
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а) GSH в µМ: 2 – 15; 4 – 12; 6 – 11 б) НSH в µМ: 2 – 9; 4 – 12; 6 – 11 

  

в) СSH в µМ: 2 – 10; 4 – 12; 6 – 11 г) [АSH] = 10 µM, [A] = 13 µM 

Рисунок 5.1 – Кинетические кривые расходования 6,5 µМ акцептора А в реакции с 

радикалами, образующимися при распаде 18 мМ ААРН в воде (1, 2), PBS рН 7,4  (3, 4) и 

фосфатном буферном растворе РВ рН 7,2 (5, 6) в отсутствие тиолов (1, 3, 5) и с добавками 

тиолов глутатиона (а), HSH (б), CSH (с) и NSH (г) 

 

инициирования радикалов Wi, и концентрациях тиолов 11–12 µМ периоды 

индукции () в среде PBS и РВ уменьшаются в ряду GSH > HSH > CSH. Оценка 

стехиометрического коэффициента f для тиолов по формуле f = (Wi × ) / [TSH] 

на основе данных Рисунка 5.1 показывает, что для GSH f = 1, для НSH и АSH f  0,9, 

а для СSH f  0,7. Относительное уменьшение стехиометрического коэффициента 

взаимодействия с радикалами при повышенных рН  7, по-видимому, связано с 

дополнительным расходованием тиолов в реакциях с кислородом воздуха. 
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5.2. Влияние рН среды на взаимодействие глутатиона с пероксидом водорода 

 

В последнее десятилетие большое внимание уделяют сигнальной роли 

глутатиона, часто в сочетании с Н2О2, в регулировании окислительного стресса и 

организации ответа живых организмов на внешние воздействия. Молекула GSH 

содержит две карбоксильных группы c рКа 2,5 и 3,7 (Рисунок 1.2). Поэтому в воде 

GSH образует кислые растворы (рН << 7), а в щелочных растворах смещает рН в 

кислую сторону.  

Выше на Рисунке 4.7а представлены кинетические кривые расходования GSH в 

реакции с H2O2 в буферных растворах PBS и РВ, а на Рисунке 4.7б – кинетические 

кривые расходования акцептора А в системе GSH с H2O2 при тех же условиях. 

Аналогичные эксперименты были проведены для других эндогенных тиолов 

цистеина и гомоцистеина, а в Таблице 5.1 сопоставлены скорости расходования 

тиолов (WTSH) и акцептора А (Wi) в этих же средах. Видно, что в фосфатных 

буферных растворах увеличивается скорость расходования TSH (WTSH) и резко 

снижается скорость образования радикалов.  Одной из причин увеличения WTSH в 

PBS и особенно в РВ, очевидно, является окисление тиолов кислородом воздуха. В 

буферных растворах израсходовалось больше TSH (CSH – 6–10 мМ, HSH – 6 мМ, 

GSH – 5 мМ), чем требуется согласно стехиометрии уравнения (4.1), тогда как в 

воде израсходовалось  4мМ.   

 
Таблица 5.1 – Скорости расходования тиолов глутатиона (GSH), гомоцистеина (НSH) и 

цистеина (СSH) (WTSH) и акцептора А (Wi) при взаимодействии 10 мМ тиола и 2 мМ Н2О2 

в различных средах 

 

Тиол Бидистиллят PBS РВ 

WTSH × 106, 

М × с−1 

Wi × 109, 

М × с−1 

WTSH × 106, 

М × с−1 

Wi × 109, 

М × с−1 

WTSH × 106, 

М × с−1 

Wi × 109, 

М × с−1 

GSH 0,8 1,4 1,1 0,15 7,0 0,01 

HSH 1,3 1,4 11  0 84  0 

CSH 5,3 42 53  0 268  0 
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На Рисунке 5.2 представлена нетривиальная зависимость начальной скорости 

расходования GSH в реакции с Н2О2 от рН реакционной смеси. Видно, что ближе к 

рН 7 скорость резко, более, чем на порядок, возрастает и в области рН, близкой к 

физиологическим значениям рН 6,8–7,4, описывается экспоненциальной 

зависимостью (Рисунок 5.2б). Это означает, что при рН  7 расходование GSH 

происходит в основном в реакциях: 

                                       GSH + OH− → GS− + H2O,      

                                      GS− + H2O2 → GSOH + OH−,     k*                                 (*) 

                                     GSOH + GSH → GSSG + H2O, 

                                       _________________________ 

                                      2GSH + H2O2 → GSSG + 2H2O.      

В этих реакциях, как и в кислой среде, образуются дисульфид и вода, но 

лимитирующей стадией является реакция H2O2 с тиолат-анионом (*): 

              WGSH = 2WH2O2 = 2k* [GS−] [H2O2].                     (5.1) 

Концентрация тиолат-аниона связана с концентрацией ионов водорода  константой 

равновесия диссоциации глутатиона по связи S-H: 

GSH  GS− + H+, 

Ka = ([GS−] [H+]) / [GSH]0 − [GS−];   [GS−] = Ka [GSH] / ([H+] + Ka). 

Подставляя это выражение для [GS−] в уравнение (5.1), получаем:    

                               WGSH = (2k* Ka [GSH]0 [H2O2]) / ([H
+] + Ka),                       (5.2) 

т.е. в буферном растворе WGSH пропорциональна произведению концентраций 

глутатиона и пероксида водорода и зависит от концентрации Н+. 

Логарифмирование уравнения (5.2) приводит к логарифмической зависимости 

начальной скорости реакции GSH с H2O2 от рН в интервале физиологических 

значений рН 6,8–7,4, где Ka / ([H
+] << 1 (5.3): 

             lg WGSH = lg (2k* × Ka) + lg ([GSH]0 [H2O2]0) – lg [H+] = const + pH,      (5.3) 

где const = lg (2k* × Ka) + lg ([GSH]0 [H2O2]0). 
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Рисунок 5.2 – а) Влияние рН на скорость расходования 10 мМ GSH в реакции с 2 мМ Н2О2 

в натрий-калий фосфатных буферных растворах; б) Зависимость lg WGSH от рН в 

диапазоне рН 6,8–7,4 

 

5.3. Влияние рН среды и биологически значимых катионов на тиол-ен 

реакцию глутатиона с ресвератролом в присутствии пероксида водорода 

 

В экспериментах, представленных на Рисунке 4.7 и в Таблице 5.1, обращает 

на себя внимание различное действие фосфатных буферных сред PBS и РВ на 

скорости расходования тиола и образования радикалов при взаимодействии 

глутатиона с Н2О2. На Рисунке 5.3 сопоставлены начальные скорости расходования 

GSH и А и показано, как меняет рН среды растворение 10 мМ GSH: в 

деионизированной воде с 7,0 на 3,25, в фосфатно-солевом PBS с 7,4 на 5,2, а в 

натрий-калиевом фосфатном буфере PB с 7,2 на 6,5. При этом скорость 

расходования GSH в реакции с 2 мМ Н2О2 увеличивается с ростом рН, а скорость 

образования радикалов уменьшается, и при рН  7 радикалы не образуются. 

Из Таблицы 5.2 видно, что фосфатные буферные растворы PBS и РВ при 

близких значениях рН сильно отличаются содержанием катионов К+ и Na+, и 

обращает на себя внимание значительное содержание NaCl и KCl в составе PBS. 
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При прочих равных условиях WGSH в PBS в 7 раз меньше, чем в PB, не содержащем 

хлоридов, а Wi в 3 раза выше. В случае HSH и CSH скорости расходования тиолов 

в РВ более, чем на порядок выше, чем в PBS, а радикалы вообще не 

обнаруживаются (Таблица 5.1). 

 

 

Рисунок 5.3 – Влияние фосфатных буферных растворов PBS и РВ на скорости 

расходования GSH и инициирования радикалов в реакции с H2O2 

 
Таблица 5.2 – Ионный состав фосфатных буферных растворов PBS и РВ 

 

PBS, pH 7,4 PB рН 7,2 

соль мМ ионы мМ соль мМ ионы мМ 

NaCl 137 Na+ 157 Na2HPO4 40,4 Na+ 80,8 

KCl 2,7 K+ 4,46 КH2PO4 26 K+ 26 

Na2HPO4    10 Cl− 139,7 – – HPO4
2− 26 

KH2PO4 1,76 HPO4
2− 10 – – H2PO4

− 40,4 

– – H2PO4
− 1,76 – – – – 

Ионная сила 0,17 Ионная сила 0,15 

 

В буферных растворах PBS и РВ скорости генерирования радикалов 

существенно ниже, чем в воде, поэтому можно было ожидать уменьшения скорости 

тиол-ен реакции GSH с ресвератролом (RVT) в этих средах. На Рисунке 5.4 

представлено изменение спектров поглощения RVT при совместном присутствии 

тиолов и Н2О2 в воде и буферных растворах РВS и РВ. Видно, что  в воде скорость 
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расходования RVT увеличивается в ряду GSH < HSH < CSH. В РВS скорость 

расходования RVT заметно меньше, а в РВ RVT практически не расходуется. Эти 

данные согласуются с данными Таблицы 5.1 о резком уменьшении скорости 

инициирования радикалов при взаимодействии тиолов с Н2О2 в буферных 

растворах. 

Поскольку мы детально изучили кинетику расходования RVT и GSH в 

присутствии Н2О2 в исходно деионизированной воде (см. Главу 4), это позволило, 

опираясь на полученные данные, как на реперные, провести оценку влияния 

ионного состава среды, в частности влияния однозарядных биологически 

значимых катионов, на взаимодействие GSH с Н2О2. Акцептор радикалов А 

представляет собой анионный полиметиновый краситель, поэтому в солевых 

растворах удобнее использовать нейтральный ресвератрол RVT в качестве 

спектрально-кинетического зонда для определения скорости инициирования 

радикалов (Wi). 

Необходимо отметить, что в последние годы возобновился интерес к 

реакциям связывания однозарядных катионов Li+, Na+, K+ и органических 

катионов, производных холина (R4N
+) с модельными соединениями и 

биологическими сайтами [294–298] и влияния этих ионов на поведение тиильных 

радикалов [299]. К производным холина относится важнейший нейромедиатор 

ацетилхолин (AСh+), играющий существенную роль в нервно-мышечной и 

когнитивной активности живых существ [300; 301]. 

Выше было показано, что зависимость скорости расходования RVT от его 

концентрации в присутствии GSH и Н2О2 описывается уравнением цепной реакции 

с квадратичным обрывом цепей (4.4): WRVT = Wi + а [RVT] Wi
0.5. На Рисунке 5.5 

показано, что скорость расходования RVT (WRVT) в растворах разных солей в 

присутствии 10 мМ GSH и 2 мМ Н2О2 линейно возрастает с ростом концентрации 

RVT, однако линейные  зависимости различаются для разных катионов. Согласно 

уравнению (4.4) на оси ординат отсекаются отрезки, равные Wi. В Таблице 5.3 

представлены значения Wi и рН исходного раствора соли и рН реакционной смеси, 
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Тиол Бидистиллят PBS PB 

GSH 

   

Интервал 1 мин Интервал 1,5 мин Интервал 1 мин 

 

 

 

 

HSH 

 

 

 

 

   

Интервал 0,5 мин Интервал 1 мин Интервал 1,5 мин 

CSH 

   

Интервал 0,5 мин Интервал 1,5 мин Интервал 0,5 мин 

 

Рисунок 5.4 — Изменение УФ спектров ресвератрола в реакции с 5 мM тиолов (GSH, 

HSH, CSH), инициированной 2 мM Н2О2, в бидистилляте PBS и РВ 

 

показывающие, что 10 мМ GSH существенно подкисляют даже буферные 

растворы. Видно, что в 4 мМ растворах AChCl, NaCl, KCl и деионизированной воде 

величины Wi уменьшаются в ряду: 

ACh+ > Na+ > деионизированная вода > K+.                       (5.4) 

Известно, что в органических средах ацетилхолин образует  микроагрегаты с 

гидропероксидами и ускоряет их распад на радикалы, а в водных растворах 

гидрофильный ACh диссоциирует на тетраалкильный катион и анион Cl− и не 

влияет на распад гидропероксидов [302]. Участие ACh в увеличении скорости 
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образования радикалов в водной среде, которое имеет место в присутствии GSH и 

Н2О2, обнаружено впервые. 

 

 

Рисунок 5.5 – Зависимость скорости расходования RVT (WRVT) от концентрации RVT в 

реакции 10 мМ GSH с RVT в присутствии 2 мМ Н2О2 в 4 мМ растворах солей: 1 (□) – 

AChCl, 2 (●) – NaCl, 3 (▲) – деионизированная вода, 4 (×) – KCl 

 

Таблица 5.3 – Кинетические характеристики расходования RVT в системе 10 мМ GSH и 

2 мМ Н2О2 в присутствии 4 мМ хлоридов К+, Na+ и ACh+ и  фосфатных буферных смесей, 

37 оС 

 

 

Соль, 4 мМ 
рН 

раствора 

рН реакционной 

смеси 

WRVT × 109, 

М × с−1 

а, 

(М × с)−0,5 

КСl 6,15 3,04 1,9 0,95 

Вода 7,0 3,10 2,4 1,3 

NaCl 6,47 3,07 3,4 0,9 

AChCl 4,9 3,02 5,4 0,12 

K-фосфатный буфер 7,43 7,29 0 0 

Na-фосфатный буфер 7,43 7,27 0 0 

 

Из Рисунка 5.6 видно, что расходование при взаимодействии с Н2О2 

небольшой концентрации GSH, при которой рН водного раствора близок к 

нейтральному, при добавке в раствор AChCl ускоряется по сравнению с 

расходованием в чистой воде. В качестве рабочей гипотезы можно предположить, 

что АCh образует комплексы-микроагрегаты с GSH, в которых облегчается 
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радикальный распад Н2О2, а GSH дополнительно расходуется в реакциях с 

образующимися радикалами. 

 

 

Рисунок 5.6 – Кинетические кривые расходования 0,1 мМ GSH при взаимодействии с 

0,002 мМ Н2О2 в чистой воде (■1) и в 4 мМ водном растворе AChCl (●2), 37 оС 

 

 
Рисунок 5.7 – Кинетические кривые расходования 0,1 мМ GSH при взаимодействии с 0,02 

мМ Н2О2 в чистой воде (♦1) и в буферных растворах PBS (■2); Na-фосфатном буфере 

(▲3); K-фосфатном буфере (●4); 37 оС 

 

На Рисунке 5.7 сопоставлено влияние фосфатных буферных систем PBS, Na-

фосфатный и K-фосфатный буферы с одинаковыми значениями рН в реакционной 
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смеси на скорость расходования глутатиона при взаимодействии с Н2О2. Так же, как 

и на Рисунке 5.6, специально взята небольшая концентрация GSH (чтобы можно 

было подогнать одинаковые рН 7,35) и  концентрация  Н2О2  в  стехиометрическом 

 
Таблица 5.4 – Скорости расходования GSH и значения рН в реакционной смеси в 

экспериментах, представленных на Рисунках 5.6 и 5.7 

 

Среда 
рН 

WGSH × 109, М × с−1 

Деионизированная 

вода 

6,9 
2,3 

AСh (4мМ) 4,9 4,6 

PBS 7,35 4,3 

Na-фосфатный 

буфер 

7,35 
7,6 

K-фосфатный буфер 7,35 19,0 

 

соотношении 2 : 1. Видно, что в буферных растворах WGSH значительно больше, 

чем в деионизированной воде, но неодинакова в буферных растворах с разными 

катионами. Несмотря на одинаковые рН 7,35, скорость расходования GSH 

увеличивается в ряду: вода < PBS < Na-фосфатный буфер < K-фосфатный буфер в 

отношении 1: 1,8 : 3,3 : 8,3. 

Таким образом, имеют место сильные различия в кинетике и механизме 

реакции GSH с Н2О2 в деионизованной воде и в фосфатных буферных системах при  

рН  7, часто применяемых в биохимических исследованиях. В воде существенную 

роль в кинетике процесса играет образование димеров GSH и комплексов c Н2О2, 

что проявляется в нелинейных зависимостях скорости расходования GSH (WGSH) и 

скорости образования радикалов (Wi) от концентраций реагентов. В фосфатных 

буферных растворах усиливается реакция цепного окисления GSH кислородом 

воздуха и резко снижается скорость образования радикалов. Полученные данные 

частично объясняют, почему в огромном количестве публикаций по глутатиону 

практически никто  не упоминает про образование радикалов в реакции GSH с Н2О2 

и про тиол-ен           реакции GSH с фенолами, содержащими ненасыщенную связь в 

боковой цепи. Большие расхождения в количественных характеристиках 
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активности глутатиона в реакциях с активными формами кислорода могут быть 

связаны с не учитываемым влиянием отдельных ионов на редокс-активность GSH 

в этих реакциях. Биологически значимые катионы К+ специфически влияют на 

GSH: увеличивают скорость окисления GSH пероксидом водорода и, повидимому, 

кислородом, но при этом уменьшают выход радикалов в этой реакции по 

сравнению с водой и другими катионами. В обзоре [303] предлагается и 

рассматривается гипотеза о том, что незначительные различия в сродстве 

однозарядных катионов К+ и Na+ и электроотрицательных участков биомолекул 

могут объяснить универсальные особенности живых клеток, а именно, 

повсеместное доминирование катионов K+ внутри клеток, в цитоплазме по 

сравнению с межклеточной средой, где преобладают катионы Na+. Автор [303] 

полагает и обосновывает свое предположение тем, что катионы K+, в отличие от 

Na+, имеют сродство с пептидными карбонильными группами в белках и 

олигопептидах. Поскольку молекула глутатиона включает две пептидных 

карбонильных группы, полученные нами данные по особому влиянию катионов  K+ 

на скорость реакции GSH с Н2О2, которая включает промежуточное образование 

молекулярных комплексов, согласуются с этой гипотезой. 

  Очевидно, благодаря высокой чувствительности пары GSH и Н2О2 к 

изменениям среды она занимает центральное место в определении окислительно-

восстановительного гомеостаза и редокс-сигнализации [18; 19; 11; 197; 226;]. 

 

5.4. Влияние среды на антиокислительные эффекты глутатиона при 

окислении липидов 

 

Глутатион – сугубо гидрофильный эндогенный антиоксидант, и большинство 

исследований по биохимии GSH и других природных тиолов проводится в 

условиях, близких к физиологическим в организмах животных, т. е. в буферных 

растворах, обеспечивающих рН 7,2–7,4. Мы попросили коллег из Института 

органической химии Болгарской академии наук в Софии В. Д. Канчеву и А. В 

Славову-Казакову провести несколько экспериментов по влиянию глутатиона и 
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нескольких известных природных антиоксидантов на окисление триглицеридов 

подсолнечного масла (TGSO) – модельной реакции, которую они широко 

применяют для тестирования различных природных и синтетических 

антиоксидантов [48; 304–306]. 

Из Рисунка 5.8а видно, что GSH не проявляет антиоксидантной активности, 

ни в обрыве цепей, ни в разрушении липопероксидов, поскольку кинетические 

кривые накопления пероксидов в окислении при добавках GSH практически такие 

же, как в контрольном образце. На Рисунке 5.8б для сравнения показано, как  

влияют на окисление TGSO действительно обрывающие цепь окисления 

эндогенные фенольные антиоксиданты адреналин, токоферол и эпикатехин в 

аналогичных условиях. Очевидно, в масляной среде гидрофильный GSH не 

растворяется, а образует прозрачную дисперсию, частицы которой экранируются 

сложноэфирными группами TGSO, препятствующими взаимодействию GSH с 

пероксильными радикалами и гидропероксидами. 
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Рисунок 5.8 – Накопление липопероксидов при окислении триглицеридов 

подсолнечного масла (TGSO) при 80 °С в отсутствие (контроль, С) и в присутствии: 

а) глутатиона GSH в концентрации 0,1 мМ (1) и 1,0 мМ (2); б) 1 мМ адреналина (1), 

токоферола (2) и эпикатехина (3) [307] 

 

В живых организмах восстановление гидропероксидов глутатионом 

происходит ферментативным путем через посредство глутатионпероксидаз, 

которые помимо всего прочего выполняют функцию межфазного переносчика. 

Выше (Глава 3) упоминалось, что нам не удалось измерить константу скорости 
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реакции глутатиона с пероксильным радикалом хемилюминесцентным (ХЛ) 

методом, основанном на подавлении ХЛ при окислении модельного углеводорода 

этилбензола, поскольку получилось растворить GSH в этилбензоле. 

Окисление метиллинолеата (LH) широко используется в качестве модельной 

реакции для окисления ненасыщенных липидов [28; 32; 57; 247]. Для тестирования 

различных водорастворимых биоантиоксидантов и их смесей водные мицеллярные 

растворы LH более удобны и успешно используются в качестве кинетической 

модели биологического процесса перекисного окисления липидов [247]. Недавно 

[308] была изучена кинетика поглощения кислорода (WO2) при цепном окислении 

LH в мицеллярных растворах неионного поверхностно-активного вещества 

Тритон-100 (TX-100), инициируемого водорастворимым инициатором 2,2’-азобис 

(2-метилпропионамид) дигидрохлоридом (AAPH), вплоть до глубоких стадий 

окисления LH. В ходе окисления свежеприготовленного раствора LH в 

мицеллярной системе TX-100 наблюдается начальная нестационарная стадия 

увеличения скорости поглощения кислорода до значения Wst, продолжительность 

которой уменьшается с увеличением количества добавляемого LH и скорости 

инициирования. Эта особенность обусловлена относительно медленными 

структурными изменениями в мицеллярной системе, которая к моменту 

достижения Wst состоит из смешанных мицелл TX-100 с образовавшимися 

гидропероксидами (≈ 2% от TX-100), в гидрофобной внутренней части которых 

солюбилизирован LH. Такие мицеллы обеспечивают полный перехват радикалов, 

генерируемых инициатором, локализованным в водной фазе, и цепное соокисление 

LH и TX-100 происходит с квадратичным обрывом цепи [309]. 

Нестационарные участки кинетических кривых изменения скорости 

погщения О2 во времени можно видеть на Рисунке 5.9 а (кривая 1а) и 5.9б (кривая 

1б). На Рисунке 5.9 сопоставлено влияние добавок GSH на скорость поглощения     

О2 (WO2) в инициированном водорастворимым инициатором ААРН окислении 

метиллинолеата, солюбилизированного в мицеллярном растворе ТХ-100, которое 

проводили в бидистилляте (а) и Na-фосфатном буферном растворе (б) при 37 оС 

[309]. 
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Рисунок 5.9 – Влияние добавок GSH на WO2 при окислении метиллинолеата (10 мМ), 

инициированного ААРН (4 мМ) в мицеллярном растворе ТХ-100 (50 мМ) в 

бидистилляте (а) и Na-фосф. буфере (б), 37 оС. Концентрация GSH a) в бидистилляте 

в мМ: 1 – 0; 2 – 1; 3 – 2; 4 – 5; 5 – 10; б) в Na-фосф. буфере в мМ: 1 – 0; 2 – 0,2; 3 – 0,5; 

4 – 1; 5 – 2 
 

Фосфатный буфер был получен путем смешивания 0,05 М растворов 

NaH2PO4 (Merck) и Na2HPO4 (Merck), очищенных от следов металлов переменной 

валентности с использованием смолы Хелекс-100 (Bio-Rad). Скорости поглощения 

O2 во время окисления LH в мицеллярном растворе TX-100 измеряли с помощью 

компьютеризированного биологического кислородного монитора компании 

Yellow Springs Instruments Co. Модель 5300A (США) с электродом Кларка в 

качестве датчика. Скорость окисления определяли как наклон кинетических 

кривых уменьшения [O2] в реакционной смеси.  

Мы ожидали, что в буферном растворе при рН 7,4 эффект торможения при 

добавках GSH будет ярче выражен, поскольку при рН  7 возрастает 

антирадикальная активность тиолов и восстановление гидропероксидов не 

сопровождается образованием радикалов. Сравнение антиокислительного 

действия глутатиона при окислении липидов на примере окисления 

метиллинолеата (LH) в системе мицелл ТХ-100, инициированном ААРН, в 

бидистилляте (Рисунок 5.9а) и в буферном растворе (Рисунок 5.9б) показывает, что, 

действительно, в фосфатном буферном растворе при одинаковых брутто-

концентрациях ААРН, ТХ-100 и LH добавки глутатиона обеспечивают более 
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глубокое и длительное торможение, чем в деионизованной воде (наглядно видно 

из сравнения кривых 3а и 5б с одинаковой добавкой 2 мМ GSH).  

Однако следует отметить, что даже в фосфатном буфере стехиометрический 

коэффициент ингибирования для GSH значительно меньше 1 и уменьшается с 

увеличением концентрации GSH: 0,13; 0,085; 0,065 (Рисунок 5.9 б), что связано с 

окислением самого GSH кислородом воздуха. 

Необходимо отметить, что в бидистиллате скорость поглошения О2 при 

окислении метиллинолеата (LH) с добавками GSH выше, чем WO2 в буферном 

растворе, а добавки 5 и 10 мМ GSH (кривые 4а и 5а) в бидистиллате приводят к 

WO2, превышающей скорость неингибированного процесса (кривая 1а). В 

буферном растворе такого превышения не наблюдается (Рисунок 5.9б). Мы уже 

отмечали, что тиильные радикалы, которые образуются в обменных реакциях 

пероксильных радикалов с GSH, присоединяются к ненасыщенным связям с 

высокой константой скорости ( 105 М−1 × с−1), что на несколько порядков выше 

константы скорости продолжения цепи при окислении LH ( 102 М−1 × с−1). 

Поэтому добавки тиола могут ускорять окисление LH за счет увеличения скорости 

продолжения цепи. При этом к звену цепи окисления: 

LO2
• + LH → L• + LOOH    ( 102 М−1 × с−1) 

L• + O2 → LO2
• 

добавляются быстрые реакции:  

GSH + LO2
• → GS• + LOOH    ( 105 М−1 × с−1) 

GS• + LH → GS-LH•     ( 105 М−1 × с−1) 

GS-LH• + O2 → L’O2
•. 

Из рассмотренных примеров следует, что гидрофильный глутатион 

оказывает влияние на процессы окисления в водных средах. Эффекты торможения 

сильно зависят от состава среды и ярче проявляются при физиологических рН 7,2–

7,4. При более высоких рН сильно ускоряется окисление самого GSH.   
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Заключение 

 

В лаборатории жидкофазного окисления Института химической физики 

имени Н. Н. Семёнова РАН было обнаружено, что взаимодействие тиола 

меркаптоэтанола с гидропероксидами сопровождается выходом радикалов, 

которые приводят к ускорению окисления липидов в органической среде. Для того, 

чтобы выяснить имеет ли место выход радикалов при взаимодействии Н2О2 с 

глутатионом, известным, как основной эндогенный биоантиоксидант, кинетика 

этой реакции была изучена в чистой деионизированной воде с целью исключить 

влияние примесей переходных металлов и богатых водородом фосфатных ионов в 

буферных растворах. Образование радикалов было обнаружено, и скорости 

инициирования радикалов были измерены методом ингибиторов с использованием 

оригинального акцептора радикалов. Методом спиновой ловушки было показано 

образование именно тиильных радикалов в реакции глутатиона с Н2О2. Выход 

радикалов низкий (< 1%); однако этого было достаточно, чтобы инициировать 

цепные тиол-ен реакции между GSH и ненасыщенными соединениями. Детально 

исследовано взаимодействие GSH с ресвератролом (RVT), растительным фенолом, 

имеющим ненасыщенную связь в боковом заместителе ароматического кольца, в 

присутствии Н2О2. Скорости потребления GSH (WGSH) и образования радикалов 

(Wi) в реакции GSH с Н2О2 чувствительны к значению рН и ионному составу среды. 

При pH  7 WGSH увеличивается экспоненциально с ростом рН, а Wi резко 

уменьшается до 0. Поэтому организмы млекопитающих, в клетках и биологических 

жидкостях которых физиологическое значение рН выше 7,2, защищены от 

образования радикалов, а глутатион наилучшим образом проявляет 

антиоксидантные свойства. Однако обнаруженные реакции с участием глутатиона 

в нейтральной и кислой средах могут быть важны, например, для растений или при 

использовании глутатиона в виноделии, косметике или пищевых добавках. 

Системы на основе тиолов выполняют множество функций в клеточном 

окислительно-восстановительном метаболизме, антиоксидантной защите и 

передаче сигналов и, следовательно, могут предложить обширный и 
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разнообразный ассортимент функций для применения в современной 

синтетической биологии. Количественная информация о реакционной способности 

тиолов в реакциях с АФК и влиянии компонентов среды на эти реакции является 

существенным вкладом в реализацию принципов проектирования систем, 

включающих тиолы. 
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Основные результаты и выводы 

 

1.  Детально изучена кинетика и механизм радикальных реакций природных 

тиолов с пероксильными радикалами и Н2О2 в деионизированной воде; определены 

константы скорости реакций с пероксильными радикалами. 

2. С использованием методов ингибиторов и ЭПР установлено образование 

свободных радикалов при взаимодействии тиолов (глутатиона, цистеина, 

гомоцистеина, ацетилцистеина) с Н2О2 в деионизированной воде; при рН > 7 

радикалы не образуются. 

3. Разработана кинетическая модель тиол-ен реакции глутатиона с фенолом, 

содержащим ненасыщенную связь в боковой цепи, ресвератролом в присутствии 

Н2О2 в деионизированной воде. 

4. Установлена зависимость скорости реакций глутатиона и других тиолов с 

пероксильными радикалами и Н2О2 от рН: в фосфатных буферных растворах при 

рН  7 увеличивается конкурентная активность тиолов (TSH) в реакциях с 

пероксильными радикалами; в диапазоне физиологических рН 6,8–7,4 скорость 

реакции ТSH с Н2О2 описывается экспоненциальной зависимостью    

lg WТSH = const + pH. 

5. Обнаружено влияние катионов ацетилхолина (ACh+) и К+ на 

взаимодействие GSH и H2O2. Нейромедиатор ацетилхолин более чем в два раза 

увеличивает, а катионы К+, напротив, почти в полтора раза уменьшают скорость 

образования радикалов при взаимодействии GSH и Н2О2. 

6. Синтетический тиол N-ацетилцистеин близок к природному тиолу 

глутатиону по кинетическим характеристикам в реакциях с активными формами 

кислорода в деионизированной воде и может рассматриваться как его 

кинетический аналог. 

7. Предложен анионный полиметиновый краситель с установленными, 

спектрально-кинетическими характеристиками для оценки антирадикальной 

активности водорастворимых антиоксидантов и измерения скоростей 

инициирования радикалов методом ингибиторов. 
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Список сокращений и условных обозначений 
 

АФК – активные формы кислорода 

GSH – глутатион 

ASH – ацетилцистеин 

H2O2 – пероксид водорода 

AChCl – ацетилхолин хлорид 

DMPO – 5,5-Диметилпирролин-N-оксид 

LH – органический субстрат 

RH – липид 

RO2
•, rO2

• – пероксильный радикал 

I – инициатор 

W – скорость реакции 

Wi – скорость образования радикалов 

ν – длина цепи 

R• – алкильный радикал 

а – параметр, характеризующий отношение констант скоростей реакций 

продолжения и обрыва цепи 

АО – антиоксидант 

InH – ингибитор 

f – стехиометрический коэффициент ингибирования 

АРА – антирадикальная активность 

АОА – антиоксидантная активность 

CSH – цистеин 

HSH – гомоцистеин 

GSSG – дисульфид глутатиона 

GSL – глутаматцистеинлигаза 

NAPQI – N-ацетил-p-бензохинонимин 

HT – реакция отрыва атома водорода 

SET – реакции переноса электрона 

ΔG° – энергия Гиббса 
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•OH, •OCH3 – алкоксильные радикалы 

ОС – окислительный стресс 

О2
•− супероксид анион радикал 

GO – гальвиноксил 

DPPH, ДФПГ – 1,1-дифенил-2-пикрилгидразилом 

POBN – 4-пиридил-1-оксид трет-бутилнитрона 

TSST – дисульфид 

TSH – тиол 

TSOH – сульфеновая кислота  

Ka – константа кислотной диссоциации связи 

I – ионная сила раствора 

RVT – ресвератрол, 3,5,4’-тригидроксистильбен 

CA – кофейная кислота 

AAPH – азоинициатор, 2,2’ – азобис( 2- амидинопропан) гидрохлорид 

AIBN – инициатор азо-бис-изобутиронитрил 

SOTS-1 – 4,4’-[азобис(оксиметилен]бис-бензоевая кислота, источник супероксид 

анион-радикалов 

DTNB – реактив Эллмана, 5,5'-дитиобис-(2-нитробензойная кислота 

ɛ – коэффициент экстинкции 

A – анионный полиметиновый краситель 

D – оптическая плотность 

ТЕМРО – (2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-ил)оксил) 

λ – длина волны 

WA – скорость расходования акцептора радикалов - полиметинового красителя 

PhOH – фенол  

PhO• – феноксильный радикал 

WPhOH – скорость расходования фенола 

ХЛ – хемилюминисценция  

WGSH – скорость расходования глутатиона 

e – выход радикалов 
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PBS – изотонический натрий-солевой фосфатный буфер (рН 7,4) 

PB – натрий-калиевый фосфатный буфер, используемый в потенциометрическом 

методе анализа (рН 7,2) 

GS• – тиильные радикалы глутатиона 

•OH – гидроксильный радикал 

СА – кофейная кислота 

WRVT – скорость расходования ресвератрола 

РО2Н – гидропероксид, образующийся в результате последовательного 

присоединения тиильного радикала глутатиона и кислорода к ненасыщенной связи 

ресвератрола  

P – продукт присоединения тиильного радикала GS• к двойной связи RVT в боковой 

цепи 

WiASH – скорость инициирования радикалов в реакции ацетилцистеина с 

пероксидом водорода 

АS• – тиильные радикалы N-ацетилцистеина 

τ – период индукции 

R4N
+ – производные холина 

TGSO – триглицериды подсолнечного масла 

TX-100 – неионное поверхностно-активное вещество Тритон-100 

Wst – стационарная скорость поглощения кислорода 

WO2 – скорость поглощения кислорода 
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