
16  СТМ ∫ 2016 — том 8, №3

 оригинальные исследования  

оценка окислительной и антиоксидантной способности  
биологических субстратов по хемилюминесценции,  
индуцированной реакцией фентона
DOI: 10.17691/stm2016.8.3.02 
УДК  612.015.11+612.014.464:579.222.01 
Поступила 17.11.2015 г.

И.М. Пискарев, к.ф.-м.н., ведущий научный сотрудник1;
И.П. Иванова, д.б.н., зав. отделом физико-химических исследований ЦНИЛ2

1НИИ ядерной физики им. Д.В. Скобельцына Московского государственного университета  
 им. М.В. Ломоносова, Москва, 119991, Ленинские горы, 1–2; 
2Нижегородская государственная медицинская академия, Н. Новгород, 603005, пл. Минина и Пожарского, 10/1

Цель исследования — анализ связи между способностью к окислению и антиоксидантной активностью субстрата по резуль-
татам расчета кинетики хемилюминесценции, индуцированной реакцией Фентона.

Материалы и методы. Измерения хемилюминесценции, индуцированной реакцией Фентона, осуществляли с помощью био-
хемилюминометра БХЛ-07 (Россия) в 10–15 повторах. Время регистрации — 30 с. Для реакции Фентона использовали реактивы: 
раствор FeSO4 (10–3 моль/л в кислой среде, pH=2), раствор перекиси водорода (10–3 и 10–1 моль/л).

Исследовали индуцированную реакцией Фентона хемилюминесценцию альбумина, гемоглобина, смеси альбумина и гемогло-
бина, известных антиоксидантов: фенола C6H5OH, резорцина C6H4(OH)2, пирогаллола C6H3(OH)3, а также смеси антиоксидантов с 
гемоглобином и альбумином.

Для расчета кинетики процессов хемилюминесценции составляли схему реакций, описывающих процесс. На основе этой схе-
мы составляли систему дифференциальных уравнений, где переменными являлись концентрации участвующих в процессе ве-
ществ. Число уравнений равнялось числу веществ, участвующих в реакции.

Результаты. Светосумма хемилюминесценции, индуцированной реакцией Фентона, при концентрации [H2O2]=10–1 моль/л мо-
нотонно уменьшается с уменьшением концентрации субстрата (с разведением). Рассчитана зависимость S/S0 от концентраций 
окисляющихся фрагментов [RH], ингибитора [InH] и окисленного вещества [ROOH]. При [Fe2+]<[H2O2] отсутствует линейная зави-
симость между светосуммой S/S0 и концентрациями [RH], [ROOH] и [InH], поэтому получаемые результаты носят качественный 
характер.

Заключение. Хемилюминесценция, индуцированная реакцией Фентона, позволяет наблюдать продукты реакции, а не ради-
калы. Реакция Фентона протекает практически в любом субстрате. Уровень светосуммы хемилюминесценции, инициированной 
гидроксильными радикалами — реакцией Фентона, — определяется константами скорости реакций инициирования, продолжения 
и обрыва цепи. Увеличение или уменьшение светосуммы хемилюминесценции свидетельствует о разных значениях этих констант, 
но не указывает на антиоксидантную активность, т.е. на подавление цепной реакции путем образования неактивных продуктов. 
Поэтому по уровню хемилюминесценции, индуцированной гидроксильными радикалами, которые образуются в реакции Фентона, 
можно оценить способность субстрата к окислению в данных условиях.

Ключевые слова: реакция Фентона; кинетика хемилюминесценции; способность субстрата к окислению; антиоксидантная ак-
тивность.
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The aim of the investigation was to analyze the association between the ability of the substrate to oxidation and antioxidant activity 
according to the results of calculating the kinetics of chemiluminescence induced by Fenton reaction.

Materials and Methods. The chemiluminescence induced by Fenton reaction was measured with the help of BKhL-07 
biochemiluminometer (Russia) with 10‒15 repetitions. The registration time was 30 s. The following reagents were used for Fenton reaction: 
solution of FeSO4 (10–3 mol/L in the acid medium, pH=2), solution of hydrogen peroxide (10–3 and 10–1 mol/L).

The chemiluminescence of albumin, hemoglobin, mixture of albumin and hemoglobin, well-known antioxidants: phenol (C6H5OH), 
resorcinol (C6H4(OH)2), pyrogallol (C6H3(OH)3), and mixtures of antioxidants with hemoglobin and albumin induced by Fenton reaction was 
studied.

To calculate the kinetics of chemiluminescence processes, a scheme of reactions describing the process was worked out. On the basis 
of this scheme a system of differential equations was set up, where concentrations of the substances, participating in the process, were 
variables. The number of equations was equal to the quantity of the substances, participating in the reaction.

Results. The light sum of the chemiluminescence induced by Fenton reaction monotonically decreases at concentrations of 
[H2O2]=10–1 mol/L with the reduction of substrate concentration (with dilution). Dependence of S/S0 on the concentration of the fragments 
[RH] being oxidized, inhibitor [InH] and oxidized substance [ROOH] was calculated. There is no linear dependence between the light sum 
S/S0 and concentrations of [RH], [ROOH] and [InH] at [Fe2+]<[H2O2], therefore the results obtained were of a qualitative character.

Conclusion. The chemiluminescence induced by Fenton reaction enables the investigators to observe the products of reaction rather 
than radicals. Fenton reaction runs in actually any substrate. The level of the chemiluminescence light sum, initiated by hydroxyl radicals — 
Fenton reaction — is determined by the rate constants of the initiating, continuing and chain breaking reaction. Increase or decrease of the 
chemiluminescence light sum speaks of various values of these constants, but does not show an antioxidant activity, i.e. inhibition of the 
chain reaction due to the formation of inactive products. Therefore, the ability of the substrate to be oxidized under the given conditions can 
be evaluated according to the level of the chemiluminescence induced by hydroxyl radicals generated in Fenton reaction.

Key words: Fenton reaction; chemiluminescence kinetics; ability of a substrate for oxidation; antioxidant activity.

Реакция Фентона применяется в практике био-
медицинских исследований [1–3]. Основное преиму-
щество метода — в его оперативности, с которой он 
позволяет контролировать изменения окислительной 
способности биологических субстратов при патоло-
гических процессах и физико-химических воздейст-
виях. В 2010 г. разработан прибор, ориентированный 
на измерение хемилюминесценции, индуцированной 
реакцией Фентона — БХЛ-07 (Россия), который сейчас 
выпускается серийно. Общие особенности кинетики 
хемилюминесценции были рассмотрены нами ранее 
[4, 5]. Установлено, что в реакции Фентона, иницииро-
ванной перекисью водорода, светосумма S пропорци-
ональна способности субстрата к окислению гидрок-
сильными радикалами.

При исследовании индуцированной реакцией 
Фентона хемилюминесценции можно выделить два 
режима работы, когда [Fe2+]>[H2O2] и [Fe2+]<[H2O2]. 
В первом случае двухвалентное железо окисляется до 
трехвалентного, двухвалентное железо расходуется и 
время реакции определяется исходной концентрацией 
железа. Во втором случае окисленное трехвалентное 
железо регенерируется обратно в двухвалентное. На 
это расходуется перекись водорода. Время реакции 
оказывается существенно больше, чем в первом слу-
чае, и оно определяется концентрацией [H2O2] [6, 7].

Случай [Fe2+]>[H2O2] рассмотрен в работе [4]. Было 
предложено измерять хемилюминесценцию при по-

следовательных разбавлениях пробы в 10 раз, на-
чиная с исходной концентрации. Рассмотрена также 
зависимость светосуммы хемилюминесценции от 
концентрации (разведения) исходной пробы и от со-
держания в пробе гидроперекисей и антиоксидантов 
при концентрации реагентов [Fe2+]=[H2O2]=10–3 моль/л. 
Светосумма достигает максимума при определенном 
разведении. Показано, что способность субстрата к 
окислению характеризуют светосумма и концентра-
ция субстрата, когда выход свечения максимален. 
Недостатком такого режима является необходимость 
измерения хемилюминесценции при последователь-
ных разведениях пробы, что занимает длительное 
время, и метод уже нельзя назвать экспресс-методом.

Представляет интерес исследовать характеристи-
ки светосуммы хемилюминесценции, индуцированной 
реакцией Фентона, для случая [Fe2+]<[H2O2] и сравнить 
их с характеристиками при [Fe2+]>[H2O2].

Цель исследования — анализ связи между спо-
собностью к окислению и антиоксидантной активно-
стью субстрата по результатам расчета кинетики хеми-
люминесценции, индуцированной реакцией Фентона.

Материалы и методы. Измерения хемилюми-
несценции осуществляли с помощью биохемилю-
минометра БХЛ-07 (Н. Новгород, Россия) в 10– 
15 повторах. Чувствительность прибора составляла 
~200 фотонов/с. Непосредственно перед началом ра-
боты проводили калибровку прибора по эталонному 
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источнику света [5]. Время измерения светосуммы 
S — 30 с. Фон (шумовой ток фотоэлектронного умно-
жителя) вычитался автоматически. Прибор регистри-
ровал амплитуду сигнала (интенсивность излучения I) 
и вычислял светосумму хемилюминесценции jj

S I∑=  за
весь период измерения. Непосредственно измеряе-
мой прибором величиной хемилюминесценции явля-
ется напряжение, поэтому показатели S и I измеряли в 
милливольтах (относительных единицах).

Состав пробы: 0,1 мл исследуемого субстра-
та; 0,4 мл растворителя (вода или раствор Хенкса); 
0,4 мл раствора Fe2+. Последним реагентом вводили 
0,2 мл перекиси водорода, после чего сразу начина-
ли регистрацию излучения — светосуммы S. Холостая 
проба — светосумма S0 (реакция Фентона без иссле-
дуемого субстрата): 0,5 мл растворителя (вода или 
раствор Хенкса); 0,4 мл раствора Fe2+ и 0,2 мл переки-
си водорода. Чтобы исключить влияние нестабильно-
сти аппаратуры, при анализе результатов использова-
ли величину относительной светосуммы S/S0.

Кювета имела объем 2 мл и диаметр 1 см. Для ре-
акции Фентона использовали следующие реактивы: 
раствор FeSO4 (10–3 моль/л в кислой среде, pH=2), 
раствор перекиси водорода (10–3 и 10–1 моль/л). 
Поскольку в нейтральной среде двухвалентное же-
лезо нестабильно, для растворов железа готовили 
кислую среду путем добавления серной кислоты в ди-
стиллированную воду.

Регистрировали индуцированную реакцией 
Фентона хемилюминесценцию альбумина, гемогло-
бина, смеси альбумина и гемоглобина, а также из-
вестных антиоксидантов: фенола C6H5OH, резорцина 
C6H4(OH)2, пирогаллола C6H3(OH)3. Кроме того, изу-
ча ли также хемилюминесценцию смеси антиокси-
дантов с гемоглобином и альбумином. Концентрации 
альбумина 50 г/л (7·10–4 моль/л) и гемоглобина 
70 г/л (1,1·10–3 моль/л) были близки их содержанию 
в крови. Концентрация антиоксидантов — 50 г/л. 
Антиоксиданты (фенол, резорцин, пирогаллол) для 
растворов альбумина и гемоглобина вводили непо-
средственно в пробу перед добавлением перекиси 
водорода в количестве 0,1 мл. Использовали бычий 
сывороточный альбумин, фракция V, молекулярная 
масса — 69 кДа, и гемоглобин бычий окисленный ли-
офилизированный, молекулярная масса — 64,5 кДа 
(BioWest, Фанция). В обоих препаратах массовая 
доля белка составляла не менее 95%, массовая доля 
жира (липидов) — не более 1%. Остальные реактивы 
были химически чистые: дважды дистиллированная 
вода, рН=6,5; стерильный раствор Хенкса («БиолоТ», 
Россия).

Измерения хемилюминесценции начинали с ре-
гистрации светосуммы S вещества c исходной кон-
центрацией, далее последовательно разбавляли его 
раствором Хенкса или водой в 10 раз, получали све-
тосуммы при концентрациях 1, 10–1, 10–2, …, 10–10 от 
исходной (разведения 0, –1, –2, …, –10).

Расчет кинетики изучаемых процессов осуществ-

ляли следующим образом [4]. Составляли схему 
реакций, которая описывает процесс. В схему вклю-
чали все вещества, участвующие в реакции. Так как 
константы скорости всех реакций известны, кинетику 
процесса можно рассчитать. Для этого на основе схе-
мы реакций составляли систему дифференциальных 
уравнений, где переменными являлись концентрации 
участвующих в процессе веществ. В каждое урав-
нение входят скорости накопления и расходования 
вещества, концентрация которого рассматривается 
как переменная. Число уравнений равно числу ве-
ществ, участвующих в реакции. Задаются начальные 
условия, т.е. концентрации всех веществ в началь-
ный момент времени. Решением являются концен-
трации всех участвующих в реакции веществ через 
заданные интервалы времени после начала реакции. 
Длительность этих интервалов и полное время ре-
акции задаются как условия. Для решения системы 
дифференциальных уравнений использовали пакет 
программ MathCad 14.

Результаты. Зависимость светосуммы хемилю-
минесценции S/S0 в реакции Фентона от концентра-
ции (разведения) альбумина и гемоглобина водой 
(0, –1, –2, –3, –4) рассчитана при концентрации пе-
рекиси водорода 10–3 моль/л (рис. 1, а) и 10–1 моль/л 
(рис. 1, б). Из рис. 1, а видно, что для обоих испыты-
ваемых веществ светосумма при [H2O2]=10–3 моль/л 
достигает максимума при определенном разведении: 
–1 — для альбумина и –2 — для гемоглобина. При 
[H2O2]=10–1 моль/л (рис. 1, б) светосумма монотонно 
уменьшается с уменьшением концентрации пробы.

Изучение зависимости светосуммы хемилюми-
несценции от концентрации антиоксидантов: фенол, 
резорцин, пирогаллол при [H2O2]=10–3 моль/л (рис. 2) 
показало, что фенол полностью гасит хемилюминес-
ценцию, S/S0<1. Два других вещества, которые явля-
ются более слабыми антиоксидантами, чем фенол, 
окисляются гидроксильными радикалами и поддержи-
вают цепную реакцию, для них в максимуме хемилю-
минесценции S/S0>1.

Для повышения статистической точности резуль-
татов анализировали средние значения светосумм в 
районе максимума хемилюминесценции (разведения 
от 0 до –4) и ниже максимума (разведения от –5 до 
–10). Средние значения для концентраций разных ди-
апазонов (табл. 1) показывают, что для фенола при 
разведениях от 0 до –4 S/S0=0,78, т.е. с учетом оши-
бок измерений заметно меньше 1. Это означает, что 
фенол не позволяет развиваться цепной реакции пе-
рекисного окисления, инициируемой гидроксильны-
ми радикалами, образующимися в реакции Фентона. 
Резорцин и пирогаллол — более слабые антиоксидан-
ты, в них цепная реакция хоть и слабо, но развивает-
ся. При больших разведениях (от –5 до –10) средняя 
светосумма для всех испытанных веществ близка к 
единице.

Гемоглобин и альбумин окисляются гидроксильны-
ми радикалами, при этом возникает хемилюминесцен-
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ция. Добавление фенола в пробы гемоглобина или 
альбумина полностью прекращает хемилюминесцен-
цию, S/S0=1. Добавление более слабых антиоксидан-
тов уменьшает светосумму хемилюминесценции, но 
не останавливает хемилюминесценцию полностью.

Любопытен случай, когда смешиваются два ве-
щества, дающие разную светосумму: альбумин и ге-
моглобин. Средняя светосумма раствора альбуми-
на — 12,4±2,1 — существенно превышает светосумму 
раствора гемоглобина — 4,0±0,5. Для их смеси свето-
сумма оказалась равной 4,4±0,7 (см. табл. 1).

Светосуммы хемилюминесценции альбумина, гемо-
глобина и их смеси для разных концентраций переки-
си водорода — 10–3 и 10–1 моль/л (табл. 2) показали, 
что оба вещества не являются идеальными антиокси-
дантами, они окисляются гидроксильными радикалами 
в цепной реакции. Следует отметить, что светосум-
ма в максимуме хемилюминесценции при [H2O2]=10–

3 моль/л существенно больше, чем максимальная 
светосумма при [H2O2]=10–1 моль/л. Светосумма, реги-
стрируемая при окислении гемоглобина для обеих кон-
центраций перекиси водорода, оказывается меньше, 
чем при окислении альбумина. В смеси гемоглобина и 
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Рис. 1. Зависимость светосуммы хемилюминесценции S/S0 от концентрации (разведения) пробы lg[C]/[C0] для водно-
го раствора альбумина 50 г/л (1) и гемоглобина 70 г/л (2) при концентрации [Fe2+]=10–3 моль/л и [H2O2]=10–3 моль/л (a) и 
10–1 моль/л (б). Эксперимент
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Рис. 2. Зависимость светосуммы 
S/S0 от разбавления исходного 
раствора lg[C]/[C0] для антиокси-
дантов: 1 — фенол, 2 — резор-
цин, 3 — пирогаллол. Начальная 
концентрация каждого вещест-
ва — 50 г/л. [Fe2+]=[H2O2]=10–3 
моль/л. Эксперимент

Т а б л и ц а  1
хемилюминесценция S/S0 в реакции Фентона  
при [Fe2+]=[H2O2]=10–3 моль/л для разных  
разведений пробы

Вещество
Средняя светосумма S/S0  

при разведениях
от 0 до –4 от –5 до –10

Фенол 0,78±0,10
1,31±0,30Резорцин 2,16±0,25

Пирогаллол 4,66±0,50
Гемоглобин 4,0±0,5 1,03±0,20
Гемоглобин + фенол 1,0±0,2 0,97±0,20
Гемоглобин + резорцин 1,53±0,30 0,75±0,20
Гемоглобин + пирогаллол 3,7±0,6 1,16±0,20
Альбумин 12,4±2,1 1,08±0,20
Альбумин + фенол 1,02±0,20 0,44±0,20
Альбумин + резорцин 1,22±0,20 0,84±0,20
Альбумин + пирогаллол 7,2±1,3 1,05±0,20
Альбумин + гемоглобин 4,4±0,7 1,2±0,2

Оценка окислительной и антиоксидантной способности биологических субстратов

–4           –3                     –2                     –1

1

2

1

2

–4           –3                    –2                    –1

–5              –4              –3             –2              –1

1

2

Ig[C]/[C0] Ig[C]/[C0]

Ig[C]/[C0]



20  СТМ ∫ 2016 — том 8, №3

 оригинальные исследования  

альбумина светосумма больше, чем для гемоглобина, 
но меньше, чем для альбумина.

обсуждение
Механизм цепного окисления в реакции Фен-

тона в присутствии антиоксидантов и гид ро-
перекисей. Схема реакций, происходящих при цеп-
ном окислении органического вещества RH в реакции 
Фентона, представлена в табл. 3. Константы скорости 
реакций были проанализированы в работе [8].

В реакции с перекисью водорода (реакция 1, 
табл. 3) образуется гидроксильный радикал, имеющий 
наибольший окислительный потенциал Eox(OH•)=2,8 В. 
Этот потенциал относится к реакции OH•+H++e–→H2O, 
в которой предполагается, что концентрация ионов во-
дорода равна 1 моль/л, что соответствует кислой сре-
де, pH=0. В нейтральной среде окислительный потен-
циал меньше в соответствии с уравнением Нернста: 
он уменьшается на 0,059 В с увеличением pH на 1 
единицу. Потенциалы других окислителей, относя-
щихся к активным формам кислорода, в кислой среде 
существенно меньше: Eox(O•)=2,42 В; Eox(O3)=2,07 В; 
Eox(H2O2)=1,76 В; Eox(HO2

•)=1,5 В; синглетный кислород 
Eox(1O2)=0,94 В [9].

В реакции с гидроперекисью (реакция 2, табл. 3) 
образуется существенно менее активный органиче-
ский радикал RO•, окислительный потенциал которо-
го определяется природой радикала R и составляет 
около 0,7 В. Радикалы OH• и RO• могут инициировать 
цепной процесс, начало которому дают реакции 3, 4. 
В обоих случаях цепной процесс развивается при на-
личии окисляющегося вещества RH.

Хемилюминесценция, индуцированная реакцией 
Фентона, обусловлена свечением димера синглетного 
кислорода, образующегося в процессе реакций, ини-
циируемых гидроксильными радикалами [4]. Кроме 
синглетного кислорода в реакции Фентона образуются 
гидроперекиси, которые не дают свечения и не могут 
быть непосредственно зарегистрированы.

Сами радикалы, образовавшиеся при первичном 
взаимодействии перекисей с двухвалентным железом, 

могут гибнуть во взаимодействиях между собой, обра-
зуя неактивные продукты (реакции 5, 6). Продолжение 
цепи — реакции 7, 8, 9. Скорость цепного процесса 
определяется константой скорости реакции 8 с окис-
ляющимся веществом RH, величина которой мала и в 
большинстве случаев составляет от 1 до 60 л(моль·с)–1. 
В процессе цепной реакции образуются гидропереки-
си (реакция 8) и синглетный кислород (реакция 9) [5]. 
Свечение димера синглетного кислорода регистриру-
ется биохемилюминометром, при этом измеряется вы-
ход реакции 9. Несмотря на малую константу скорости 
реакции 8, она может давать решающий вклад, если 
концентрация [RH]>>[ROO•]. При большой концентра-
ции [RH] свечение в реакции 9 может вообще не возни-
кать, так как все радикалы ROO• будут расходоваться 
в реакции 8. На основании выхода реакции 9 можно 
судить о скорости цепного окисления гидроксильными 
радикалами с образованием только светящихся про-
дуктов. Полная скорость цепного окисления опреде-
ляется выходом реакций 8 и 9, в которых образуется 
гидроперекись и синглетный кислород.

Обычно в схемах окислительно-восстановительных 
процессов рассматриваются прооксиданты (вещества, 
которые поддерживают цепную реакцию) и антиокси-
данты (вещества, которые тормозят цепную реакцию). 
Под действием антиоксидантов свободные радикалы 
переводятся в неактивную форму, в результате чего 
инициирование цепной реакции замедляется или пол-
ностью прекращается. Особенность цепной реакции 
заключается в том, что она не ограничивается только 
первым актом инициирования. В силу закона сохра-
нения свободной валентности, который выполняется 
в большинстве случаев, один радикал не может по-
гибнуть, радикалы образуются и гибнут парами. В ре-
зультате первичной реакции с радикалом образуется 
вторичный радикал, который может снова вступить 
в реакцию, если его активность достаточно велика. 
Свободный радикал может инактивироваться только в 

Т а б л и ц а  2
Светосумма в реакции Фентона  
для альбумина (50 г/л), гемоглобина (70 г/л) и смеси  
альбумин + гемоглобин с теми же концентрациями  
при [Fe2+]=10–3 моль/л и разных концентрациях  
перекиси водорода

Вещество
Светосумма S/S0

[H2O2]=10–3 моль/л [H2O2]=10–1 моль/л
Альбумин 21,1±0,8 (–1) 4,25±0,30
Гемоглобин 10,8±0,5 (–2) 1,79±0,20
Альбумин + гемоглобин 12,04±0,60 (–2) 3,02±0,30

П р и м е ч а н и е. В скобках указаны разведения, при ко-
торых наблюдается максимум хемилюминесценции для 
[H2O2]=10–3 моль/л.

Т а б л и ц а  3
Схема инициирования цепного окисления  
в реакции Фентона

№  
реакции Реакция Константа скорости, 

л(моль·с)–1 [8]
1 HOOH+Fe2+→OH•+Fe3++OH– 56
2 ROOH+Fe2+→RO•+Fe3++OH– 50
3 RH+OH•→R•+H2O 107

4 RH+RO•→R•+ROH 103–104

5 RO•+RO•+M→ROOR+M 104–105

6 OH•+OH•→H2O+½O2 109

7 R•+O2+M→ROO•+M 105

8 ROO•+RH→ROOH+R• 1–60
9 ROO•+ROO•→ROOR+1O2 105

10 OH•+InH→H2O+In• 109

11 ROO•+InH→ROOH+In• 108

12 ROOH+OH•→ROO•+H2O 107

И.М. Пискарев, И.П. Иванова
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результате взаимодействия с другим радикалом, либо 
цепная реакция может замедлиться или практически 
остановиться, если вторичный радикал окажется ма-
лоактивным.

Вещество, которое полностью предотвращает как 
инициирование, так и развитие цепной реакции, назы-
вается ингибитором InH. Ингибирование цепного окис-
ления заключается в том, что применяется вещество, 
которое с высокой скоростью взаимодействует с ради-
калом. Взаимодействуя с первичным радикалом (ини-
циатором, например OH•) или со вторичным радика-
лом, образующимся в процессе цепной реакции ROO•, 
ингибитор InH дает малоактивный вторичный радикал 
In• (реакции 10, 11, табл. 3).

В реакции 10 ингибитор перехватывает первичный 
радикал OH•, предотвращая начало цепной реакции, 
а в реакции 11 — вторичный радикал ROO•, образо-
вавшийся после инициирования реакции гидроксиль-
ным радикалом, и предотвращает продолжение цепи. 
Цепное окисление испытываемого вещества RH ини-
циируется и продолжается в реакциях 3–9.

Анализ схемы цепной реакции с участием инги-
битора (реакции 3–11) позволяет сделать вывод, что 
есть два способа подавлять цепную реакцию: при-
менять ловушку для первичных радикалов, иници-
ирующих реакцию (реакция 10), либо ловушку для 
вторичных радикалов, образующихся на стадии про-
должения цепи (реакция 11). Так как свойства первич-
ных и вторичных радикалов разные (в рассмотренном 
примере первичным является радикал OH•, а вторич-
ным — радикал ROO•), то и ловушки для них в общем 
случае могут быть разные. Таким образом, можно 
говорить, что ловушки для первичных радикалов, 
инициирующих цепную реакцию, обладают антиради-
кальной активностью, а ловушки для вторичных ради-
калов, образующихся на стадии продолжения цепи, 
обладают антиоксидантной активностью.

Однако схема ингибирования на основе реакций 10 
и 11 является сильно упрощенной. Каждый ингибитор 
(антиоксидант) имеет свою, характерную только для 
него схему превращения в неактивный продукт после 
первичного взаимодействия с радикалами. Примером 
служит схема окисления аскорбиновой кислоты, рас-
смотренная в работе [10]. К тому же ингибитор может 
взаимодействовать только с определенными радика-
лами.

Процессы ингибирования цепных реакций детально 
были изучены для защиты полимерных материалов 
от термоокислительной деструкции [11]. В этом слу-
чае защищается одно определенное соединение от 
радикалов известной природы. В биологии задача су-
щественно усложняется [12, 13]. Например, в пробах 
крови присутствуют разные вещества, точный состав 
которых не известен, поэтому природа первичных ра-
дикалов, которые инициируют окисление, также может 
быть различной.

Когда в составе пробы обнаруживаются несколько 
веществ, возможны два варианта интерпретации ре-

зультатов. Если одно вещество — антиоксидант и не 
поддерживает цепную реакцию, то все или бóльшая 
часть гидроксильных радикалов расходуются на окис-
ление этого вещества и цепная реакция окисления 
других веществ сильно подавляется. Практически пол-
ное подавление хемилюминесценции при добавлении 
в пробу конкретного вещества может означать, что это 
вещество обладает сильной антирадикальной актив-
ностью и поглощает все гидроксильные радикалы.

Если все вещества могут участвовать в цепной ре-
акции, то первичные гидроксильные радикалы иници-
ируют окисление всех веществ. Соотношение выходов 
продуктов окисления этих веществ определяется кон-
центрацией самих веществ и соотношением констант 
скоростей реакций инициирования, продолжения и об-
рыва цепи.

Может оказаться, что окисляться будет преимуще-
ственно одно из этих веществ. Тогда можно говорить, 
что это вещество будет обладать антиоксидантным 
эффектом по отношению к другим. Эффект можно 
считать установленным, если мы будем наблюдать 
продукты цепной реакции. На основании только вели-
чины светосуммы многокомпонентного субстрата сде-
лать однозначный вывод об антиоксидантных свойст-
вах какого-либо вещества практически невозможно. 
Такая ситуация иллюстрируется данными по смеси 
альбумина и гемоглобина (см. табл. 2). Светосумма 
смеси оказалась больше светосуммы гемоглобина, 
но меньше — альбумина. Сделать отсюда вывод, что 
гемоглобин обладает антиоксидантными свойствами 
по отношению к альбумину, нельзя. Анализ продуктов 
окисления и расходования исходных веществ пока-
зывает, что антиоксидантными свойствами по отно-
шению к другим компонентам крови обладает именно 
альбумин [14].

Особенности протекания реакции Фентона 
при разных концентрациях перекиси водорода

Случай 1: [Fe2+]>[H2O2], [Fe2+]=10–3 моль/л, концент-
рация перекиси водорода — 10–3 моль/л. Зависимость 
светосуммы хемилюминесценции при последователь-
ных разведениях пробы в 10 раз исследована экспе-
риментально. Эта зависимость для альбумина (раз-
бавления lg[C]/[C0]=0, –1, –2, –3, –4) представлена на 
рис. 1, кривая 1. Видно, что светосумма достигает мак-
симума при разбавлении –1, для исходной концентра-
ции (разбавление 0) светосумма меньше, а при более 
сильных разбавлениях (–2, –3, –4) светосумма также 
уменьшается. Для гемоглобина ситуация аналогична 
(рис. 1, кривая 2), но максимум хемилюминесценции 
наблюдается при разбавлении –2. Эффект уменьше-
ния хемилюминесценции при большой концентрации 
[RH] в обоих случаях связан с расходованием ROO• в 
реакции 8, так что реакция 9 оказывается подавлен-
ной [4]. Молекулярная масса альбумина — 69 кДа, 
гемоглобина — 64,5 кДа, их содержание в исходном 
растворе — 50 и 70 г/л, что соответствует концентра-
ции ~10–3 моль/л. Расчеты показали, что подавление 
хемилюминесценции в реакции 8 возможно при кон-
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центрации [RH] ~1 моль/л и более [5]. Наблюдение 
эффекта подавления хемилюминесценции может 
означать, что в реакциях 3 и 8 (табл. 3) участвует не 
весь белок как целое, а его фрагменты RH. При кон-
центрации белковых молекул ~10–3 моль/л концентра-
ция окисляющихся фрагментов может быть сущест-
венно больше и составлять 1–10 моль/л, поэтому мы 
наблюдаем подавление свечения при концентрациях 
белковых молекул ~10–3 моль/л.

Расчет зависимости параметров хемилюминесцен-
ции от концентрации реагентов выполнен в работе 
[15]. Показано, что концентрация окисляющихся фраг-
ментов [RH] определяет положение максимума хеми-
люминесценции (разведение пробы). Ингибитор InH и 
гидроперекись ROOH, которые могут входить в состав 
пробы, уменьшают светосумму хемилюминесценции, 
и величина светосуммы в максимуме определяется 
отношением [InH]/[RH] и [ROOH]/[RH].

Особенность рассмотренного режима заключа-
ется в том, что хемилюминесценция определяется 
только выходом светящихся продуктов в реакции 9. 
Гидроперекиси, которые также являются продуктом 
цепной реакции, не дают вклада в хемилюминесцен-
цию, и получаемая информация является не полной.

Случай 2: [Fe2+]<[H2O2], [Fe2+]=10–3 моль/л, концен-
трация перекиси водорода — 10–1 моль/л. Когда кон-
центрация перекиси водорода больше концентрации 
железа, двухвалентное железо, окисленное до трех-
валентного в реакции Фентона, регенерируется (вос-
станавливается) в двухвалентное. При этом расходу-
ется перекись, и процесс будет продолжаться до тех 
пор, пока перекись полностью не израсходуется [7]. 
Продолжительность реакции определяется концентра-
цией перекиси водорода, и она будет превышать 30 с 
(выбранное время измерения хемилюминесценции). 
Но основное количество актов реакции происходит в 
первые доли секунды, после чего хемилюминесцен-
ция уменьшается [4]. Накопления органических гидро-
перекисей не происходит, так как они сразу расходу-
ются в реакции с двухвалентным железом (реакция 2, 
табл. 3). Возникающее при этом свечение пропорцио-
нально выходам реакций 8 и 9. Концентрация двухва-
лентного железа не падает быстро, как в случае 1, а 
за счет регенерации поддерживается на почти посто-
янном уровне [7]. Из-за ограниченного быстродейст-
вия регистрирующей аппаратуры часть информации 
(часть светосуммы, высветившейся во время перед-
него фронта импульса хемилюминесценции) теряется, 
но зато зарегистрированная светосумма пропорцио-
нальна сумме выходов реакций 8 и 9, т.е. полному вы-
ходу продуктов цепной реакции. При стабильном вос-
произведении условий эксперимента в разных опытах 
светосумма будет пропорциональна полной окисли-
тельной способности пробы.

Расчет кинетики хемилюминесценции для слу-
чая [Fe2+]<[H2O2]. В рамках схемы из 25 реакций, опи-
санной ранее [4], в которую дополнительно включены 
реакции с ингибитором и реакция гидроперекиси с ги-

дроксильным радикалом (реакции 10–12, табл. 3), рас-
считана зависимость относительной светосуммы S/S0 
от концентрации в пробе окисляющихся фрагментов 
[RH]. Для расчета кинетики решалась система из 15 
дифференциальных уравнений. При этом предполага-
лось, что константа скорости реакции гидроксильных 
радикалов с ингибитором составляла 109 л(моль·с)–1, а 
с веществом RH — 107 л(моль·с)–1. Константы скорости 
остальных реакций выбраны наиболее характерными 
для биологических субстратов [8]. Под концентраци-
ей [RH] в случае высокомолекулярного соединения 
(белка) подразумевалась концентрация фрагментов 
этого соединения, способных независимо окисляться. 
Концентрация белков в крови, также как в рассмотрен-
ном выше случае 1 ([Fe2+]>[H2O2]), составляла поряд-
ка 10–3 моль/л, в то время как концентрация окисля-
ющихся групп [RH] могла достигать 1 моль/л и более. 
Результаты расчета представлены на рис. 3. Видно, 
что светосумма S/S0 монотонно растет с ростом кон-
центрации [RH]. Следует подчеркнуть, что эта зависи-
мость — нелинейная. Это видно как из расчета, так и 
из экспериментальных данных (рис. 1, б).

При концентрации окисляющихся фрагментов [RH], 
равной 10 моль/л, рассчитана зависимость S/S0 от 
концентраций ингибитора [InH] и окисленного вещест-
ва [ROOH] (рис. 4). С ростом концентрации ингибито-
ра и гидроперекиси светосумма уменьшается. Видно, 
что при равных концентрациях ингибитора и гидропе-
рекиси гидроперекись сильнее уменьшает светосум-
му, чем ингибитор. Связано это с тем, что гидропере-
кись взаимодействует с железом (реакция 2, табл. 3), 
расходует его, уменьшая выход радикалов в реакции 
Фентона. Концентрация железа в реакции 2 больше, 
чем концентрация радикалов ROO•, с которыми взаи-
модействует ингибитор (реакция 11). Поэтому влияние 
гидроперекисей на величину светосуммы оказывает-
ся сильнее, несмотря на большую разницу величины 
констант реакций 2 и 11.

Таким образом, при наличии в пробе гидроперекиси 
она будет расходовать двухвалентное железо, умень-
шая тем самым выход гидроксильных радикалов и 
светосумму хемилюминесценции, индуцированной ре-
акцией Фентона. Подчеркнем, что гидроперекись не 
является антиоксидантом. Взаимодействие гидропере-
киси с гидроксильным радикалом (реакция 12) поддер-
живает цепную реакцию. Однако гидроперекись умень-
шает количество первичных гидроксильных радикалов 
путем снижения концентрации реагентов и тем самым 
уменьшает светосумму хемилюминесценции. Если в 
исходной пробе много гидроперекисей, проба сильно 
окислена, то хемилюминесценция будет подавлена. 
Уменьшение хемилюминесценции окисленной пробы 
по сравнению с пробой того же состава, но не окислен-
ной, не будет означать, что в пробе есть антиоксидан-
ты. Это будет только означать, что окислительная спо-
собность предварительно окисленной пробы меньше, 
чем неокисленной. Это является особенностью проте-
кания реакции Фентона, а не свойством субстрата.
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Случай 2 ([Fe2+]<[H2O2]) позволяет более оператив-
но оценивать способность субстрата к окислению, но 
случай 1 ([Fe2+]>[H2O2]) дает возможность получать 
дополнительную информацию о составе пробы [15].

Линейной зависимости между какой-либо характе-
ристикой испытываемого вещества и регистрируемой 
светосуммой хемилюминесценции не существует. Это 
видно как из экспериментальных данных (см. рис. 1), 
так и из расчетных (см. рис. 3, 4). Во всех случаях при 
[Fe2+]<[H2O2] светосумма уменьшается с ростом кон-
центрации антиоксиданта [InH], гидроперекиси [ROOH] 
и увеличивается с ростом [RH]. Линейная зависимость 
имеется только при [Fe2+]=[H2O2]=10–3 моль/л (слу-
чай 1) между концентрацией [RH] и разведением, при 
котором наблюдается максимум хемилюминесценции. 
Таким образом, при [Fe2+]<[H2O2] отсутствует линейная 
зависимость между светосуммой S/S0 и концентраци-
ями [RH], [ROOH] и [InH], поэтому получаемые резуль-
таты носят качественный характер.

Связь светосуммы в реакции Фентона с ан-
тиоксидантной активностью пробы. Реакция 
перекисного окисления органического вещества RH 
является цепной, и малое первичное воздействие при-
водит к большим конечным повреждениям в объекте. 
Задача антиоксиданта — прервать цепь окисления 
или не допустить ее возникновения. Снижение скоро-
сти развития цепного окисления также имеет большое 
значение для поддержания равновесия в системе, ба-
ланса антиоксидантов и прооксидантов.

В биологии термин «антиоксидант», а в химии по-
лимеров «ингибитор» — это вещество, которое после 
взаимодействия с радикалом образует малоактивный 
радикал, который не может участвовать в продолже-
нии цепи. После введения в систему антиоксидант 
расходуется, и когда он израсходуется, цепная реак-
ция продолжится.

Применительно к биологии термин «антиоксидант» 

можно определить следующим образом: это вещест-
во, которое, присутствуя в малых концентрациях от-
носительно окисляющегося субстрата, значительно 
замедляет или предотвращает окисление последнего. 
Окислителями являются активные формы кислорода 
и азота, в большинстве случаев это радикалы. Однако 
существуют активные частицы разного типа. Они мо-
гут не быть радикалами, к таким частицам относятся 
пероксинитрит, азотистая и пероксиазотистая кислота. 
Антиоксидант может перехватывать активную части-
цу (взаимодействовать в первую очередь с ней) либо 
предотвращать ее образование. Таким образом, анти-
оксидант должен быть ориентирован на объект, кото-
рый необходимо защищать.

Для характеристики антиоксидантной способности 
используют разные понятия [16–18]: полная анти-
окислительная способность (total antioxidant capacity, 
TAC), полная реакция антиоксидантов (total antioxidant 
response, TAR). Поскольку антиоксиданты ориентиро-
ваны на определенный вид радикалов, то использу-
ют понятия, ориентированные на вид поглощаемых 
радикалов: способность поглощать кислородные ра-
дикалы (oxygen radical absorbance capacity, ORAC). 
Характеристики испытываемых веществ связывают 
с характеристиками известных антиоксидантов, на-
пример эквивалентная Тролоксу антиокислительная 
способность (Trolox-equivalent antioxidant capacity, 
TEAC). Наиболее общим является параметр, характе-
ризующий способность антиоксиданта поглощать все 
радикалы (total radical trapping antioxidant parameter, 
TRAP). Величина TRAP равна сумме концентраций 
всех антиоксидантов, умноженной на стехиометриче-
ский коэффициент каждой реакции. При этом содер-
жание каждого антиоксиданта определяется отдельно. 
Характеристики радикалов, возникающих в биологи-
ческих объектах, и их реакции рассмотрены в работах 
[19, 20].
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Рис. 3. Зависимость светосуммы хемилюинесцен-
ции S/S0 в реакции Фентона при [Fe2+]=10–3 моль/л и 
[H2O2]=0,1 моль/л от концентрации окисляющегося веще-
ства [RH]. Расчет

Рис. 4. Зависимость светосуммы S/S0 от концентрации 
(моль/л) гидроперекиси ROOH (1) и ингибитора InH (2) 
при концентрации окисляющегося вещества [RH], равной 
10 моль/л; [Fe2+]=10–3 моль/л; [H2O2]=10–1 моль/л. Расчет
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Для биологических субстратов важным является 
баланс «прооксидант–антиоксидант» (prooxidant anti-
oxidant balance, PAB). Были выполнены работы, в ко-
торых такой баланс определялся в одном опыте [21, 
22]. Для оценки баланса использовалась способность 
реагента TMB (3,3’.5,5’-tetramethylbenzidine.2HCl, 
T-3405) в водном растворе менять цвет: при окисле-
нии TMB раствор окрашивается, измеряется оптиче-
ская плотность при λ=450 нм относительно оптической 
плотности линий 620 или 570 нм. При восстановлении 
раствор обесцвечивается. Метод не работает, если 
восстановительная способность пробы превышает 
окислительную способность, раствор будет все время 
бесцветным.

При исследовании антиоксидантной активности 
всегда используется искусственный источник сво-
бодных радикалов (инициатор окисления), воздейст-
вию которого подвергается испытываемое вещество. 
Затем регистрируются либо промежуточные продукты 
процесса окисления, либо снижение концентрации 
исходного вещества. Процесс окисления характеризу-
ется также потреблением кислорода, который можно 
измерять. Для количественной характеристики анти-
оксидантной активности исследуемой пробы сравни-
вают антиоксидантные показатели пробы с показа-
телями антиоксиданта, принятого за эталон. Разные 
инициаторы окисления генерируют разные свобод-
ные радикалы. Поэтому для конкретной задачи важно 
знать, для каких именно радикалов нужно исследо-
вать антиоксидантную активность.

В качестве одного из экспресс-методов оценки ан-
тиоксидантной способности применяется наблюде-
ние регистрируемой биохемилюминометром хемилю-
минесценции при введении в пробу двухвалентного 
железа [23, 24]. При наличии в пробе гидроперекиси 
двухвалентное железо позволяет длительное время 
генерировать радикалы ROO•, которые идентифици-
руются по образованию синглетного кислорода.

В качестве источника свободных радикалов ROO• 
в работе [24] использовали 2,2’-азо-бис(2-амидино-
пропан)дигидрохлорид (АБАПД) или 2,2’-азо-бис(2-
амидинопропан) (АБАП), а возникающее при нагре-
вании препарата излучение усиливали люминолом. 
При 37°С эти вещества разлагаются с образованием 
двух радикалов R• и газообразного азота. Период по-
лураспада АБАП составляет 195 ч, поэтому после 
установления стационарного режима он представля-
ет собой источник радикалов практически постоян-
ной интенсивности. После соединения с кислородом 
воздуха (R•+O2) образуются радикалы ROO•, которые 
инициируют свечение люминола. В случае добавле-
ния вещества, которое обладает антиоксидантными 
свойствами, оно перехватывает радикалы ROO• и 
влияет на свечение: уменьшает, если цепь окисления 
прерывается, но может и увеличивать свечение, если 
радикалы ROO• инициируют продолжение цепной ре-
акции. В реакции с радикалами антиоксидант расходу-
ется. Антиоксидантная способность пропорциональна 

длительности периода индукции: чем он больше, тем 
больше антиоксидантная способность. Зависимость 
периода индукции от концентрации вводимого антиок-
сиданта оказывается линейной [23–25]. Метод наблю-
дения периода индукции не работает, если окисли-
тельная способность превышает восстановительную, 
так как свечение будет появляться сразу после введе-
ния железа.

Рассмотрим возможности применения реакции 
Фентона для оценки антиоксидантной активности. 
Реакция Фентона является источником гидроксиль-
ных радикалов, способных окислять практически 
любые вещества, в том числе и все антиоксиданты. 
Хемилюминесценцию вызывают продукты взаимодей-
ствия гидроксильных радикалов с веществами. Только 
очень сильные антиоксиданты, такие как фенол, пол-
ностью гасят хемилюминесценцию и не поддержи-
вают цепную реакцию. Поэтому в реакции Фентона 
можно говорить о способности субстрата к окисле-
нию гидроксильными радикалами. При этом, в связи 
с отсутствием строго линейной зависимости между 
характеристиками пробы (концентрациями [RH], [InH], 
[ROOH]) получаемые результаты являются качествен-
ными.

Традиционно применяемые методы определения 
антиоксидантной активности основаны на том, что в 
них определяется количество радикалов, вырабаты-
ваемых реагентом, генерирующим радикалы. Далее 
регистрируется уменьшение их концентрации после 
введения антиоксиданта, связанное с поглощением 
радикалов. Если антиоксидант сильный и сразу погло-
щает все радикалы, то радикалы исчезают и наблюда-
ется период индукции, т.е. время, через которое анти-
оксидант израсходуется, и радикалы снова появятся. 
В этих методах происходит поглощение радикалов 
антиоксидантами, что является прямым доказательст-
вом наличия антиоксиданта и его активности.

В отличие от этого в реакции Фентона наблюдают-
ся продукты реакции, а не сами радикалы. Притом 
реакция возникает практически с любым веществом. 
Выход продуктов реакции, инициированной гидрок-
сильными радикалами, определяется константами 
скорости реакций инициирования, продолжения и об-
рыва цепи. Увеличение или уменьшение выхода сви-
детельствует о разных значениях этих констант, но не 
указывает на подавление цепной реакции путем обра-
зования неактивных продуктов. Поэтому нельзя дока-
зать, как способность субстрата к окислению гидрок-
сильными радикалами связана с антиоксидантной 
способностью пробы.

Можно указать на возможность определения анти-
оксидантной активности с использованием реакции 
двухвалентного железа с гидроперекисью (реакция 2, 
табл. 3). После реакций 4 и 7 образуется радикал 
ROO•. Этот радикал идентифицируется в реакции 9 по 
свечению димера синглетного кислорода. При введе-
нии в пробу испытываемого вещества, являющегося 
антиоксидантом и расходующим радикалы ROO•, све-
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чение, возникающее в реакции 9, будет уменьшаться. 
Если вещество является прооксидантом и поддержи-
вает цепную реакцию, свечение будет увеличиваться. 
Используемая в такой реакции гидроперекись должна 
быть сильным окислителем. Например, можно исполь-
зовать гидропероксид трет-бутила. Поэтому исследо-
вание хемилюминесценции, возникающей в реакци-
ях гидроперекисей с двухвалентным железом, может 
представлять интерес для дальнейших исследований.

Заключение. Гидроксильные радикалы, генериру-
емые в реакции Фентона, инициируют протекание в 
субстрате цепной реакции. Продуктами цепной реак-
ции являются гидроперекись и синглетный кислород. 
Характеристики хемилюминесценции, возникающей в 
реакции Фентона, определяются соотношением кон-
центраций двухвалентного железа и перекиси водо-
рода.

При [Fe2+]>[H2O2] двухвалентное железо расходу-
ется, светосумма хемилюминесценции определяется 
выходом светящихся продуктов (синглетного кисло-
рода). Время реакции определяется концентрацией 
двухвалентного железа. Образующиеся в цепной ре-
акции гидроперекиси остаются неидентифицирован-
ными.

При [Fe2+]<[H2O2] окисленное до трехвалентного 
состояния железо регенерируется в двухвалентное. 
Время реакции определяется концентрацией переки-
си водорода. Светосумма хемилюминесценции про-
порциональна суммарному выходу гидроперекиси и 
синглетного кислорода. Светосумма увеличивается 
с ростом концентрации окисляющихся групп [RH] и 
уменьшается с ростом концентрации ингибитора [InH] 
и гидроперекиси [ROOH], уже накопленной в пробе. 
Линейной зависимости между светосуммой и характе-
ристиками пробы нет, поэтому получаемые результа-
ты носят качественный характер.

Светосумма в реакции Фентона характеризует спо-
собность субстрата к окислению и в общем случае ни-
как не связана с антиоксидантной способностью про-
бы.

Финансирование исследования и конфликт ин-
тересов. Исследование не финансировалось какими-
либо источниками, и конфликты интересов, связанные 
с данным исследованием, отсутствуют.
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