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Биофизические основы 
патологии клетки



Морфологические изменения в хрусталике при 
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При катаракте мембраны 
разрушены вследствие 
перекисного окисления липидов
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Модель слияния плазматических мембран в 
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Методы изучения реакций с 

участием свободных радикалов



Биохимические методы
1. Маркеры

2. Диеновая конъюгация

3. ТБК активные продукты

4. Ингибиторный анализ

Электронный 
парамагнитный резонанс 

1. Прямое обнаружение радикалов

2. Метод спиновых ловушек

Хемилюминесценция
1. Собственная

2. Активированная

Методы изучения свободных радикалов



Метод электронного 
парамагнитного резонанса (ЭПР)

• Прямое измерение сигнала радикалов
●Сигналы стабильных радикалов
●Метод быстрого смешивания
●Стабилизация радикалов при низких температурах

• Метод спиновых ловушек



Усилитель

Записывающее 
устройство

Аттенюатор
Источник 

микроволнового 
излучения

Микроволновый 
резонатор

Детектор

Образец

Магнит Магнит

Катушка, модулирующая
поле

Радиоспектрометр ЭПР



Прямое обнаружение радикалов липидов 
методом ЭПР в проточной кювете
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Азизова О. А., Владимиров Ю. А. 1980, 
Биофизика 25(2): 234-238.

  

F
e

2+ + 
LOOH 

→ F
e

3+ + L
O

. . →  L. . →  LO
O

..
L
H

LO
H

O2



Две реакции образования радикалов гидроксила
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αN
=1,56mT αH = 0,34mT Δ H=0,06mT

αN =1,62mT αH = 0,30mT Δ H=0,1mT

0.30 mT

Сигнал ЭПР спиновых аддуктов радикалов олеиновой кислоты, 
образующихся в реакции ионов Fe2+ с гидроперекисью 

линоленовой кислоты

Fe2+ + LOOH → Fe3+ + LO• + 
OH-

PBN + LO• → PBN-LO (аддукт)



Метод хемилюминесценции

• Собственная

• Активированная
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Кинетика перекисного окисления липидов

 БВ – быстрая вспышка;         ЛП – латентный период; 
МВ – медленная вспышка;   СС – стационарное свечение
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Структура производных кумаринов  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Биохимические методы изучения 
свободных радикалов

•Биомаркеры

•Диеновая конъюгация

•ТБК активные продукты

•Ингибиторный анализ



Биомаркеры



de Zwart, L. L., 
Meerman, J. H., 
Commandeur, J. N. 
and Vermeulen, N. P. 
(1999). Free Radic Biol 
Med 26(1-2): 202-26.
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Маркеры оксидативного повреждения нуклеиновых 
кислот (слева) и белков (справа)

8-гидроксигуанозин

тимидингликоль

 о-тирозин



Биомаркеры на окисление арахидоновой кислоты



Структура некоторых изопростанов



Маркеры липидной пероксидации
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Биомаркеры - карбонилы



Образование изопростановых биомаркеров при отравлении 
четыреххлористым углеродом



Биомаркеры у курильщиков



Диеновая коньюгация



─ CH2─ CH = CH ─ CH ─ CH = CH ─ CH2 ─ 

Реакции диеновой коньюгации
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Схема образования диеновых коньюгатов



Спектр поглощения диеновых коньюгатов
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Метод с тиобарбитуровой кислотой



Метод ТБК активных продуктов
(TBARS, ThioBarbituric Acid Reactive Substance)

+

Тиобарбитуровая кислота Малоновый диальдегид

Окрашенный флуоресцирующий продукт, 
имеющий поглощение при 532 нм



Ингибиторный анализ
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Источник
радикалов

Детектор
радикалов

Ингибитор
радикалов

Источник
радикалов

Детектор
радикалов

 К
он

тр
ол

ь 

 О
пы

т 



Пример 1: обнаружение супероксидных радикалов 
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Пример 2: обнаружение перекисного окисления 
липидов
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Вопросы к зачету:

1. Перечислите основные методы изучения реакций с участием 
свободных радикалов.

2. Биомаркеры для изучения оксидативного повреждения белков 
и нуклеиновых кислот.

3. Биомаркеры для обнаружения липидной пероксидации в 
организме пациентов.

4. Что Вы знаете об анализе алканов в выдыхаемом воздухе.
5. Метод диеновой коньюгации. Теоретические основы и 

способы определения коньюгированных диенов.
6. Применение ингибиторов при изучении роли радикалов в 

различных процессах.


