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Рассмотрены методы определения оксидант/антиоксидантной активности свободных радика-
лов, соединений-антиоксидантов и продуктов свободнорадикального окисления в биологических 
жидкостях. Представлены общие подходы к анализу антиоксидантного потенциала сложных при-
родных объектов с использованием дифференциальной спектроскопии. 

Ключевые слова: дифференциальная спектроскопия, антиоксидантная активность (способ-
ность), фосфолиполиз, окислительный стресс. 

 
Methods for determining the oxidant/antioxidant activity of free radicals, antioxidant compounds, and 

free radical oxidation products in biological fluids are discussed. General approaches toward the analysis 
of the antioxidant potential of complex natural objects using differential spectroscopy are presented.  

Keywords: differential spectroscopy, antioxidant activity (capacity), phospholipolysis, oxidative stress. 
 
Введение. Живые организмы существуют в среде, насыщенной кислородом (О2), который в фи-

зиологических условиях способен образовывать активные частицы — активные формы кислорода 
(АФК), и вызывать окисление биологических субстратов, поэтому процессы свободнорадикального 
окисления (СРО) играют чрезвычайно важную роль в жизнедеятельности клеток [1]. При достижении 
количества АФК критической точки по причине высокой реакционной способности они становятся 
достаточно опасными соединениями, пагубно влияющими на клетку. В ответной реакции в организ-
ме включаются механизмы их обезвреживания, связанные с защитным действием антиоксидантов. 
На фоне дисбаланса про- и антиоксидантных систем клетки наблюдается развитие окислительного 
(оксидативного) стресса — массированного образования свободных радикалов (R•), повреждающего 
клеточные структурные элементы и нарушающего обмен веществ и энергии. Доказано, что окисли-
тельный стресс вовлекается в патофизиологию многих заболеваний человека [2], в том числе при ин-
фицировании SARS-CoV-2 [3, 4]. Развитие лучевой болезни также вызвано индукцией АФК цепной 
разветвленной реакции окисления липидов клеточных мембран, продукты которой токсичны для 
клетки [5]. Наиболее предрасположены к реакциям окисления под действием АФК фосфолипиды 
клеточных мембран с образованием гидроперекисей по остаткам ненасыщенных жирных кислот, вхо-
дящих в их состав. Механизм перекисного окисления липидов (ПОЛ) хорошо изучен [6]. В липидном 
слое биологических мембран образуются липидные радикалы 

HO• + LH → H2O + L• 

Липидный радикал (L) вступает в реакцию с растворенным в среде молекулярным кислородом, при 
этом образуется новый свободный радикал — радикал липоперекиси (LOO•):  

L• + O2 → LOO• 
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который атакует одну из соседних молекул фосфолипида с образованием гидроперекиси липида 
LOOH (Ок-ФЛ) и нового радикала L•: 

LOO• + LH → LOOH + L• 

Чередование двух последних реакций представляет собой цепную реакцию ПОЛ. 
Цепь обрывается в результате взаимодействия свободных радикалов с антиоксидантами (InH), 

ионами металлов переменной валентности (например, Fe2+) или друг с другом:  

LOO• + Fe2+ + H+ → LOOH + Fe3+ 

LOO• + InH → In + LOOH 

LOO• + LOO• → молекулярные продукты + фотон  

В нормальном состоянии концентрация АФК в тканях незначительна (Н2О2 10–8—10–11 М, НО• < 10–11 М), 
поскольку их регуляция в организме человека осуществляется с помощью антиоксидантной системы [7].  

Таким образом, процессы ПОЛ играют важную роль в нормальном функционировании клетки и 
выступают в качестве ранних ключевых звеньев ответной реакции организма на окислительный 
стресс [8]. В связи с этим большое внимание уделяется разработке способов определения антиокси-
дантного потенциала организма человека для характеристики его возможностей функционального 
восстановления после окислительного стресса [9]. 

Цель данного обзора — обобщение и анализ современных методов оценки антиоксидантного по-
тенциала организма и возможностей дифференциальной спектроскопии в его характеризации. 

Антиоксидантная система защиты клетки и ПОЛ. Нарушение баланса между реакциями 
СРО, среди которых основная доля приходится на ПОЛ, и действием антиоксидантных систем орга-
низма способствует развитию таких патологий, как атеросклероз, инфаркт миокарда, рак, нейродеге-
неративные процессы и др. [10—13]. Абсолютное большинство заболеваний в острый период и пе-
риод обострения сопровождается интенсификацией окисления полиненасыщенных жирных кислот 
(ПНЖК) и развитием антиоксидантной недостаточности, выраженной в различной степени и приво-
дящей к патологическим состояниям организма. Возникающий дефицит биоантиоксидантов требует 
проведения соответствующей коррекции. Под биоантиоксидантами принято понимать вещества, ко-
торые при моделировании СРО проявляют свойства ингибиторов реакций и сохраняют эти свойства 
при введении в живой организм [14]. 

ПОЛ основано на взаимодействии АФК с ненасыщенными жирными кислотами в составе липи-
дов с образованием перекисных радикалов: моно- и димерных, циклических, полимерных перекисей, 
гидроперекисей липидов. Непосредственными предшественниками гидроксильного радикала, ини-
циирующего цепное окисление липидов, служат ионы двухвалентного железа и перекись водорода 
или образующийся из нее гипохлорит (рис. 1). ПОЛ развивается в виде цепных реакций в липидной 
фазе мембран и липопротеинов. Однако начальные и промежуточные стадии этой сложной системы 
реакций протекают в водной фазе клетки. По этой причине образование радикала гидроксила и пе-
роксидация липидов тормозятся веществами, снижающими концентрацию одного из этих двух со-
единений. 

Среди веществ, предотвращающих образование сильных окислителей в человеческом организме, 
следует выделить SH-содержащую аминокислоту цистеин, некоторые пептиды и белки (глутатион, 
альбумин), убихинон, аскорбиновую и мочевую кислоты, токоферолы, каротиноиды, флавоноиды и др. 
Установлено, что ПОЛ и антиокислительная защита  представляют собой единую систему, находя-
щуюся в состоянии динамического равновесия, способную к саморегуляции. Механизмы антиради-
кальной защиты включают в себя как ферментативные, так и неферментативные процессы (рис. 1). 
Компоненты антиоксидантной системы (антиоксиданты) можно условно разделить на несколько 
групп соединений, которые предотвращают образование новых свободных радикалов кислорода  
(супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза, церулоплазмин, трансферрин, ферритин), удаляют 
свободные радикалы прежде, чем они инициируют цепные реакции, повреждающие клетки  
(a-токоферол, аскорбиновая кислота, бета-каротин, мочевая кислота, билирубин, альбумин), удаляют 
окисленные липиды или восстанавливают клеточные структуры, поврежденные свободными радика-
лами кислорода (фосфолипаза, ферменты восстановления ДНК, метионин-сульфоксидредуктаза). 

Защитная система клеточных структур от повреждающего действия АФК, продуцирующихся 
внутри клетки (эндогенные АФК) и воздействующих извне (экзогенные АФК), характеризуется как 
ее общая антиоксидантная способность (АОС) — интегральный  показатель  антиоксидантного  статуса  
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Рис. 1. Схема взаимодействия процессов свободнорадикального окисления и  ферментов антиокси- 
дантной защиты:  ПНЖК — полиненасыщенные жирные кислоты;  ПОЛ — перекисное  окисление 
липидов;   СоА  —  кофермент   А;    GSH — восстановленный    глутатион;   GSSH — окисленный 
глутатион; GST  — глутатион-S-трансфераза; MDA — малоновый диальдегид; SOD — супероксид 

дисмутаза,  X — любое вещество, способное к образованию радикалов 
 

организма, который может оцениваться с помощью антиоксидантной активности (АОА) отдельных 
его компонентов (антиоксидантов) и системы в целом. Имеется четкое различие между этими ха-
рактеристиками. АОА соответствует константе скорости отдельного антиоксиданта против данного 
свободного радикала. АОС соответствует числу молей данного свободного радикала, нейтрализован-
ных исследуемым раствором независимо от активности отдельных антиоксидантов, присутствующих 
в смеси [1]. Следовательно, для плазмы или сыворотки крови, представляющей собой гетерогенный 
раствор различных антиоксидантов, АОС лучше отражает антиоксидантный статус, чем АОА. 

Система антиоксидантной защиты функционирует по разным механизмам. В случае экзогенных 
АФК, не способных проникать глубоко сквозь мембраны, их действие всегда реализуется опосредо-
ванно через стимуляцию СРО в липидной фазе клеточных мембран и характеризуется степенью 
окисления непредельных жирных кислот в составе фосфолипидов. Часть защитных систем клетки, ее 
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антиоксидантный потенциал (общая АОА), связана со взаимодействием антиоксидантов непосред-
ственно с липидной фазой, другая часть — с продуктами действия АФК в водной фазе. В водной фазе 
это соединения, связывающие ионы железа (комплексоны), ферменты супероксиддисмутаза, катала-
за, глутатион-пероксидаза и глутатион-S-трансфераза, которые удаляют перекись водорода (рис. 2). 

 

 

Рис. 2. Распределение продуктов действия АФК на фосфолипиды  
между липидной и водной фазами 

 
Таким образом, регуляция продукции АФК и R• в тканях и органах человека осуществляется 

многоуровневой физиологической антиоксидантной системой, которая включает в себя соединения 
различной химической природы: витамины, пигменты, гормоны, ферменты [6]. В клинической прак-
тике в основном применяются жирорастворимые соединения, способные взаимодействовать с ради-
калами, локализованными в основном в гидрофобной зоне мембран и липопротеидов. Кроме того, 
первая острая фаза воспалительных заболеваний проходит в условиях гиперпродукции радикалов, 
локализованных в водной фазе, где наибольшей эффективностью обладают гидрофильные перехват-
чики АФК [15]. 

Оценка степени развития окислительного стресса. С физико-химической точки зрения  
АФК — прежде всего свободные радикалы (R•). Большинство R• генерируются в ходе СРО и претер-
певают дальнейшие превращения в более устойчивые частицы. Свободные активные радикалы 
в норме в клетке постоянно образуются в митохондриях и используются, например, в борьбе с ин-
фекциями или для уничтожения токсичных ксенобиотиков. Изменение баланса между окислительно-
восстановительными реакциями и антиоксидантной защитой клетки при образовании избытка АФК, 
оказывающее негативное воздействие на организм, наблюдается в результате радиационного, лазер-
ного или УФ-облучения, образования токсичных ксенобиотиков (рис. 3). В этом случае жизненно 
важные функции ДНК, белков, липидов, низкомолекулярных биорегуляторов нарушаются за счет обра-
зования органических гидропероксидов, которые модулируют дальнейшее СРО этих биоструктур [16]. 

В теории радикального окисления различают два механизма: линейный обрыв на ингибиторе ра-
дикальных реакций и ингибирование путем создания комплексов активных радикалов с системами 
с сопряженными -связями. Установлено, что радикалы вступают с антиоксидантами в обменные ре-
акции, в результате чего неспаренный электрон радикала биополимера (R•) переходит на молекулу 
антиоксиданта (HIn) c образованием неактивного радикала ингибитора (In•): R•+НIn•→RH+In• [14]. 
Полагают, что по первому механизму взаимодействуют пространственно экранированные фенолы — 
токоферолы, а второй чаще реализуется для природных биологических объектов [17].  
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Рис. 3. Физиологическая роль и токсическое действие свободных радикалов в организме человека 
 

Методы определения концентрации свободных радикалов можно объединить в две основные 
группы — прямые и косвенные (табл. 1). К прямым относятся электронный парамагнитный резонанс 
(ЭПР) и в определенной степени хемилюминесценция (ХЛ), к косвенным — определение продуктов 
реакций, протекавших с участием свободных радикалов, и ингибиторный анализ [18]. ХЛ, индуциро-
ванная реакцией Фентона, позволяет наблюдать продукты реакции, а не радикалы. Реакция Фентона 
протекает практически в любом субстрате. Уровень светосуммы ХЛ, инициированной гидроксиль-
ными радикалами (реакцией Фентона), определяется константами скорости реакций инициирования, 
продолжения и обрыва цепи [19]. 

 

Т а б л и ц а 1. Основные методы определения концентрации свободных радикалов 
 

R•, АФК, 
продукты СРО 

Способ детекции Литература

Прямые методы  
R•, АФК Использование спиновых ловушек — молекул, которые при взаимо-

действии с нестабильными радикалами образуют стабильные нитро-
ксильные радикалы (сигналы ЭПР измеряют). 

[20] 

R•, АФК Использование активаторов собственной ХЛ — реакции рекомбинации 
супероксид, гидроксил и липидных радикалов и оксида азота, в том 
числе химических (люцегинина, люминола), реагирующих с определен-
ными радикалами, что сопровождается свечением, и физических (краси-
теля родамина Ж, комплекса европия с тетрациклином, производных 
кумарина), не вступающих в реакцию с радикалами, но увеличивающих 
квантовый выход ХЛ за счет переноса энергии электронного возбуж-
дения от радикальных молекул — продуктов реакции на активатор. 

[21] 
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Продолжение табл. 1
R•, АФК, 

продукты СРО 
Способ детекции Литература

Косвенные методы
Первичные и  
вторичные 
продукты  

Реакция с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) ТБК-зависимых продуктов, 
таких как конъюгированные диены, в частности малоновый диальдегид. 
В последнем случае образуется красный пигмент (максимум поглощения 
при 532—535 нм). 

[22] 
 

[23] 

R•, АФК “Перехватчики” и “ловушки” свободных радикалов, использование фер-
мента супероксиддисмутазы в сочетании с каталазой для удаления суперок-
сидных радикалов, токоферола — для липидных радикалов.

[24] 

Гидроксиль-
ные радикалы 

Использование спектрофотометрической, хроматографической и флуо-
ресцентной регистрации продуктов реакции окисления и гидроксили-
рования, в частности терефталевой кислоты, окисляющейся при взаимо-
действии с ОН•-радикалами до 2-гидрокситерефталата, который интен-
сивно флуоресцирует (возб = 326 нм, исп = 432 нм). 

[25, 26] 

Супероксид-
анион-
радикалы 

Реакция восстановления цитохрома С, при которой происходит переход 
от феррицитохрома С к ферроцитохрому С и спектрофотометрическая 
регистрация при λ = 550 нм.

[27] 

Гидроперекиси 
липидов 

Использование титрования гидропероксидов иодид-ионами с регистра-
цией образующегося иода амперометрически или спектрофотометриче-
ски, использование тиоцианатного метода определения гидроперекисей 
липидов по изменению оптической плотности при 500 нм в результате 
образования тиоцианатного комплекса Fe(III).

[28] 

 
В клетках и тканях, в суспензиях и растворах клеточных органелл прямое определение концен-

трации свободных радикалов осложняется их высокой реакционной способностью и малым временем 
жизни. В итоге их концентрация в исследуемых объектах очень низка и отличается от концентрации 
в живом организме. В связи с этим в оценке антиоксидантного потенциала используется определение 
концентрации всех продуктов СРО (первичных, вторичных и третичных) в системах, моделирующих 
СРО-процессы. 

Определение антиоксидантного потенциала биологического материала. Показателем степе-
ни выраженности окислительного стресса, как отмечено выше, являются АОА, оцениваемая по от-
дельному антиоксиданту, и АОС как интегральный параметр, отражающий антиоксидант/оксидант-
ный статус организма в целом или его отдельной системы. В настоящее время не существует метода, 
дающего полную информацию о состоянии и взаимодействиях сложных систем, в которых образу-
ются АФК и вступают в реакции с антиоксидантами. Отсутствует также единый термин, определяю-
щий антиоксидантные свойства соединения (antioxidant capacity, antioxidant activity, antioxidant power, 
antioxidant ability) [18]. Имеющиеся методы определения АОА обладают теми или иными недостат-
ками. 

Систематизации и анализу методов определения антиоксидантов и АОА биологических объектов 
в русскоязычной литературе посвящены обзоры [14, 17, 18]. Отмечено, что методы исследования об-
щей АОА различаются по типу источника окисления, окисляемого соединения и способу измерения 
окисленного соединения. Методы оценки общей АОА, как правило, базируются на реакции взаимо-
действия с долгоживущими R•, которые служат прототипом R•, образующихся в живой клетке. 

Для определения индивидуальных антиоксидантов применяют методы хроматографии — тонко-
слойной (ТСХ), высокоэффективной ТСХ, газовой, жидкостной, высокоэффективной жидкостной 
(ВЭЖХ) [29]. 

Сравнительное описание основных наиболее используемых интегральных методов ABTS/TEAC, 
CUPRAC, DPPH, Folin-Ciocalteu и FRAP приведено в работах [30—32]. В основе этих методов лежат 
процессы переноса электронов (ЕТ) либо атомов водорода (НАТ). В методах ET измеряют способ-
ность антиоксидантов восстанавливать окислитель, который сам или специально введенное в систему 
соединение при реакции с ним меняет цвет. Методы ET включают в себя ABTS/TEAC, CUPRAC, 
DPPH, Folin-Ciocalteu и FRAP, в каждом используются хромогенные окислительно-восстановитель-
ные реагенты с различными стандартными окислительно-восстановительными потенциалами. Боль-
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шинство методов HAT содержат конкурентную схему реакций, в которых антиоксидант и субстрат 
конкурируют за пероксильные радикалы, термически генерируемые путем разложения азосоедине-
ний [18]. 

Общая АОА может быть установлена также по поглощению кислорода при перекисном окис-
лении липидов, окислению кроцина, ХЛ с люминолом, при окислении R-фикоэритрина, по чувстви-
тельности эритроцитов к гемолизу, восстанавливающей железо активности, при генерировании ли-
пидных перекисей. В некоторых работах измерена активность антиокислительных ферментов, таких 
как аскорбат-пероксидаза, глутатион-редуктаза, дегидроаскорбат-редуктаза и монодегидроаскорбат-
редуктаза [17], а также использовано аутоокисление адреналина [33]. Физико-химические методы де-
тектирования АОА: пламенно-ионизационный, по изменению теплопроводности, УФ-видимая спек-
троскопия, флуоресценция, масс-спектрометрия, электрохимические методы [32], вольтамперомет-
рия [34, 35]; амперометрия и хроноамперометрия (биамперометрия) [36], кулонометрия [37], а также 
потенциометрический, титриметрический [38, 39] и полярографический методы [40]. При определе-
нии АОА и АОС наиболее широко применяются спектрофотометрические методы анализа. 

Методы спектрофотометрии. Спектрофотометрически характеризуют антиоксидантные свой-
ства, например, растительного сырья по определению соединений фенольного ряда с использованием 
реактива Фолина—Чикольте [41] на модели окисления униламелярных (одномембранных) липосом 
кислородом воздуха, катализируемом ионами Fe2+, с последующим определением диеновых продук-
тов [42], по суммарному содержанию антиоксидантов без разделения их смеси, при этом результат 
рассчитывают с помощью хемометрических алгоритмов [43]. 

Дифференциальная спектроскопия используется для оценки антиоксидантного потенциала. 
В работах [44—55] предложен оригинальный подход для определения антиоксидантного потенциала, 
основанный на развитии дифференциального спектра гемопротеинов — миоглобина (Mb) и гемогло-
бина (Hb) — при образовании его низкоспиновой гексакоординированной формы — гемихрома. Этот 
простой для воспроизведения метод основан на спектральных изменениях Mb и Hb в области полосы 
Соре под действием продуктов фосфолиполиза или УФ-облученных фосфолипидов и их производ-
ных [44, 45]. Известно, что автоокисление Hb — самопроизвольный процесс, при котором либо О2, 
связанный с атомом железа (Fe2+) гемовой группы, спонтанно диссоциирует в виде супероксидного 
радикала, либо свободный О2, находящийся в растворе, реагирует с гемовой группой с образованием 
переходного состояния — аквадезоксигема, оставляя полученное железо в трехвалентном (Fe3+) со-
стоянии. После этой реакции атом железа гема аксиально координируется, с одной стороны, гисти-
дином (проксимальным или F8 гистидином), а с другой — Н2О или ОН~ в зависимости от рН. Если 
гемовый карман раскрывается из свернутого положения, дистальный гистидин His58 (E7) этого гем-
содержащего белка (или другие близлежащие основные аминокислоты на дистальной стороне гемо-
вого кольца) может координироваться с трехвалентным атомом железа. Образующийся бигистидиль-
ный аддукт называется гемихромом [56]. Превращение гемоглобина в гемихром происходит дозоза-
висимо, что регистрируется по изменению амплитуды дифференциального спектра в видимой области. 

Дифференциальная спектроскопия и активность фосфолипазы А2 в оценке АОА. В процессе 
гидролиза фосфолипидов фосфолипазой А2 (ФЛА2, 3.1.1.4) (фосфолиполиза) в присутствии Mb и Hb 
под действием одного из продуктов реакции — жирной кислоты — наблюдается возрастание ампли-
туды между максимумом (λ423) и минимумом (λ405) в разностных спектрах поглощения этих гемопро-
теинов (∆D). В модельной системе при переходе Hb в гемихром показано [57], что спектральные из-
менения, возникающие под действием отщепленной в процессе фосфолиполиза жирной кислоты, 
прямо пропорциональны ее концентрации. Различия в содержании двух форм Hb сопровождаются 
пропорциональным изменением разностного спектра, который позволяет по сдвигу в области полосы 
Соре Hb провести измерение активности ФЛА2 как индикатора изменений при перекисном окисле-
нии фосфолипидов. Изменение спектральных свойств Mb и Hb под действием нативного фосфати-
дилхолина (ФХ) или лизофосфатидилхолина (ЛФХ) в отличие от свободной жирной кислоты не- 
значительно. 

ФЛА2 очень чувствительна к изменению физико-химических свойств мембраны под действием 
различных факторов, в том числе окисления. Неспособные проникать сквозь мембраны экзогенные 
АФК всегда воздействуют на клетку только опосредованно, через стимуляцию ПОЛ в плазматиче-
ской мембране. В связи с этим защита от повреждения экзогенными АФК направлена в первую оче-
редь на утилизацию жирнокислотных и липидных гидропероксидов как продуктов ПОЛ, стимулиру-
ющих СРО по принципу цепной реакции. Основная роль в этой защите принадлежит ФЛА2, посколь-
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ку для этого фермента фосфолипиды с перекисно-окисленными жирнокислотными остатками явля-
ются более предпочтительным субстратом, чем нормальные неокисленные фосфолипиды [58]. Это 
позволяет применить разностную спектроскопию для определения активности ФЛА2 при ПОЛ  
[46, 47]. Особенность подхода состоит в том, чтобы охарактеризовать степень перекисного окисления 
липидов и оценить антиоксидантный потенциал биологических жидкостей с помощью активности 
фосфолипазы, которая является одним из ферментов-антиоксидантов, но для этих целей не применя-
лась [48]. 

Установлено, что система окисленные фосфолипиды—фосфолипаза А2—гемопротеины удобна 
для тестирования АОА биологических жидкостей [49]. Для этого используют окисленные фосфоли-
пиды (Ок-ФЛ) и их производные как первичную мишень для АФК. Активность ФЛА2 в отношении 
Ок-ФЛ и неокисленных фосфолипидов измеряют по спектральным изменениям Mb [50] и Hb [51, 52].  

Известно, что любая методика определения общей АОА индивидуального ингибитора СРО, сме-
си их или биологических жидкостей основана на использовании модельной системы, которая вклю-
чает в себя по крайней мере два компонента — механизм генерации определенного вида свободнора-
дикальных реакций и систему их детектирования. Введение в такую модельную систему перехватчи-
ка свободных радикалов или веществ, влияющих на концентрацию или состояние ионов-катализа-
торов, приводит к уменьшению концентрации свободных радикалов или катализаторов, что отража-
ется на параметрах детектирующей системы.  

В качестве фактора, вызывающего ПОЛ, в работах [44—46, 52] выбрано физическое воздействие 
— УФ-облучение мицелл фосфолипида для исключения из системы дополнительных реагентов, та-
ких как агрессивный пероксид водорода. Первичные продукты перекисного окисления липидов (гид-
роперекиси и др.), поврежденные под действием АФК, избирательно удаляются ФЛА2. Поэтому  
о степени окисления фосфолипидов судят по активации данного фермента и регистрируют с исполь-
зованием гемопротеидного метода. За изменением активности фермента следят в кинетическом ре-
жиме, регистрируя спектральные изменения Hb в области полосы Соре под действием продуктов 
фосфолиполиза  

 
При регистрации спектров через 0.5 мин получают кинетическую кривую. Тангенс угла наклона 

этой кривой к оси абсцисс отражает прирост продукта в единицу времени (ΔР/Δt) и характеризует 
начальную скорость фосфолипазной реакции. Предложенным способом показано [52], что актив-
ность ФЛА2 в 1.5—2 раза выше в случае окисленных фосфолипидов независимо от структурной ор-
ганизации поверхности липид-вода, сформированной в виде двухслойных липосом из фосфолипида и 
смешанных мицелл фосфолипида с детергентом. При использовании биологических жидкостей в ка-
честве ловушки для продуктов свободнорадикальных реакций в липидной фазе, образующихся при 
УФ-облучении фосфолипида, этот подход показывает адекватные результаты в определения общей 
АОА сыворотки крови, а также чая и соков [53—55]. 

Дифференциальная спектроскопия и УФ-облученные фосфолипиды в оценке АОС. Фотоокисле-
ние липидов представляет собой двухэтапный, двухквантовый процесс. На первом этапе липиды под 
действием УФ-излучения окисляются по свободнорадикальному механизму с образованием гидропе-
рекисей. На втором этапе при поглощении второго кванта УФ-излучения перекиси расщепляются с 
образованием стабильных продуктов, прежде всего альдегидов. В случае, когда процесс перекисного 
окисления, в том числе после УФ-облучения, достигает вторичных продуктов (альдегидов), из ФХ, 
который может содержать в зависимости от источника получения во втором положении до 61 % оле-

2. R2CHOOH  +  Hb                     Hb…..R2COOH 
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иновой кислоты, образуются С9-альдегид (кислота) и 2-азелоилпроизводное ФХ. Поскольку эти про-
дукты способны переводить Hb в гемихром [59], УФ-облученные фосфолипиды впервые [54, 60]  
были использованы для определения степени их перекисного окисления с применением разностной 
спектрофотометрии. Действительно, УФ-облучение ФХ в течение длительного времени приводит  
к вторичному окислению, что в конечном итоге провоцирует переход Hb в гемихром (рис. 4). Это 
подтверждает корреляция изменений индекса ПОЛ УФ-облученной пленки ФХ с изменениями ам-
плитуд дифференциальных спектров Hb в присутствии мицелл УФ-облученного ФХ-детергента и 
накоплением вторичных продуктов ПОЛ (малонового диальдегида) [61].  

 

 
 

Рис. 4.  Взаимодействие Mb и Hb с УФ-облученным (сплошная линия) и необлученным (пунктир) 
фосфатидилхолином   (Ок-ФХ)   и  его  кинетика;   пространственная   структура   Mb   построена  

на основе PDB 1MBO, Hb (3odq) 
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крови, которая выступает в качестве ловушки для продуктов свободнорадикальных реакций в липид-
ной фазе, образующихся в процессе УФ-облучения фосфолипида. Показано [44, 53], что биологиче-
ские жидкости благодаря своему антиоксидантному потенциалу при совместном УФ-облучении с 
липидной фазой, сформированной ФХ или ненасыщенными жирными кислотами, существенно сни-
жают интенсивность разностных спектров Hb и Mb, которая является мерой воздействия ок-ФХ или  
ок-ПНЖК на гемопротеин и служит индикатором ПОЛ. Этот феномен положен в основу новых ме-
тодов количественного определения общей АОС за счет протекторного действия сыворотки крови и 
других биологических жидкостей. 

Заключение. Многообразие соединений различной химической природы, обладающих окси-
дантными и антиоксидантными свойствами, мультикомпонентность биологических объектов и быст-
рое изменение их состава после отбора пробы делают задачу оценки окислительного стресса и анти-
оксидантного потенциала крайне нетривиальной. Ситуация осложняется отсутствием единых терми-
нов и сопоставимых единиц выражения концентрации и антиоксидантных свойств соединений или 
комплекса соединений. В качестве единиц измерения, как правило, используют относительные еди-
ницы, выраженные в граммах аскорбиновой кислоты, тролокса, рутина и т. д. 

Известны два основных методологических подхода к оценке оксидант/антиоксидантного статуса 
организма. К первому относится определение содержания и/или активности отдельных антиоксидан-
тов, в том числе высокомолекулярных (ферментные системы глутатиона, супероксиддисмутазы, ка-
талазы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, фосфолипазы, декарбоксилирующей малатдегидрогеназы, 
редокс-чувствительных факторов транскрипции и др.) и низкомолекулярных (глутатион, мочевая и 
аскорбиновая кислоты, токоферолы, полифенолы, каротиноиды, ретинол и др.). Второй основан на 
оценке интегральной антиоксидантной способности с учетом общего антиоксидантного потенциала 
независимо от отдельных антиоксидантов. Учитывая множественность окислительно-восстанови-
тельных реакций в организме, большое количество разнообразных соединений-антиоксидантов, раз-
личия механизмов действия, а также возможность синергизма их действия, второй подход считается 
более информативным и, следовательно, предпочтительным. 

При определении антиоксидантной активности и антиоксидантной способности среди физико-
химических методов следует выделить спектрофотометрию. Фотометрическая регистрация относится 
к широко распространенным способам оценки антиоксидантного потенциала, на наш взгляд, как са-
мая удобная и доступная. При этом использование in vitro оригинальных систем окисленные фосфо-
липиды—фосфолипаза А2—гемопротеины на основе фосфолиполитической реакции и окисленные 
фосфолипиды — гемопротеины — в качестве простой модели процесса перекисного окисления фос-
фолипидов как первичной мишени активных форм кислорода под действием УФ-облучения с приме-
нением дифференциальной спектроскопии позволяет достоверно определять антиоксидантную ак-
тивность и антиоксидантную способность. Использование в обеих системах известного антиоксидан-
та тролокса в качестве стандарта определения антиоксидантной активности и антиоксидантной спо-
собности крови позволяет количественно охарактеризовать in vitro прооксидантный и антиоксидант-
ный потенциал биологических жидкостей. 

Экспресс-метод с применением разностной спектроскопии и биологических жидкостей в каче-
стве ловушки свободных радикалов [44, 45] имеет явные преимущества, поскольку не требует дли-
тельных испытаний на лабораторных животных, не использует токсических реагентов и дорогостоя-
щей техники детекции, что создает благоприятные условия для адекватной характеристики антиок-
сидантного потенциала среди широкого ассортимента приведенных в обзоре методов. 
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