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РЕФЕРАТ В представленном обзоре рассмотрено применение метода регистрации хемилюминесценции 
для оценки течения свободнорадикальных процессов в модельных биологических системах. Приведена 
классификация экспериментальных модельных биологических систем. В общих чертах рассмотрены ме-
таболические пути свободных радикалов в клетке. Представлены аргументы в пользу необходимости ис-
пользования метода регистрации хемилюминесценции при исследовании свободнорадикальных процессов 
наряду с такими методами регистрации электромагнитного излучения, как электронный парамагнитный 
резонанс, спектрофотометрия и регистрация инфракрасного излучения, а также с химическими методами 
оценки конечных продуктов свободнорадикальных реакций. Наиболее подробно рассмотрена хемилю-
минесценция, сопровождающая свободнорадикальные реакции с участием липидов – одну из ключевых 
причин гибели клеток по пути апоптоза (в случае запуска комплексом цитохрома c с кардиолипином) 
или ферроптоза (индуцируемого свободными ионами двухвалентного железа), а также разобрано понятие 
квантового выхода хемилюминесценции. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА свободнорадикальные реакции, апоптоз, ферроптоз, хемилюминесценция, перекисное 
окисление липидов, активные формы кислорода.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МДА – малоновый диальдегид; ЭВС – электронные возбужденные состояния; ЭПР – 
электронный парамагнитный резонанс.

УДК 576.32/36:535.379

Хемилюминесценция в исследовании 
свободнорадикальных реакций. Часть 1

Л. А. Ромодин* 
Московская государственная академия ветеринарной медицины и биотехнологии – МВА 
имени К.И. Скрябина, Министерство сельского хозяйства РФ, Москва, 109472 Россия
*E-mail: rla2904@mail.ru 
Поступила в редакцию 18.03.2020
Принята к печати 11.06.2020
DOI: 10.32607/actanaturae.10912

ВВЕДЕНИЕ
Биохемилюминесценция – явление генерации фото-
нов в биологических системах. Нередко можно встре-
тить также термин «биолюминесценция», который, 
строго говоря, лишен смысла, так как описывает све-
чение живых организмов, обусловленное химически-
ми реакциями. Это свечение вызвано протеканием 
в этих системах реакций с участием свободных ра-
дикалов. Закономерности протекания этих реакций 
и влияние на этот процесс различных факторов, на-
пример антиоксидантов, изучают с использованием 
метода регистрации хемилюминесценции. Однако 
перед непосредственным описанием хемилюминес-
ценции и механизмов ее возникновения в биологиче-
ских системах необходимо написать несколько фраз, 
относящихся к систематизации модельных биологи-
ческих систем. 

МОДЕЛЬНЫЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ СИСТЕМЫ 
В ИЗУЧЕНИИ СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ
Экспериментальная модельная система – матери-
альная система, воздействие на которую физиче-

ским, химическим, биологическим или иным фак-
тором способно дать информацию о последствиях 
влияния этого фактора на систему-оригинал. Можно 
привести следующую классификацию эксперимен-
тальных модельных систем, имеющих отношение 
к биологическим исследованиям. 

A. Собственно биологические модельные системы:
A1. Лабораторные животные. Эта модель наиболее 

полно отражает свойства человеческого организма. 
Однако необходимо учитывать таксономические осо-
бенности используемых животных (например, спо-
собность синтезировать витамин C), что позволит 
понять, насколько результат, полученный на данной 
модели, можно перенести на организм человека. В ка-
честве примера можно привести изучение свободно-
радикальных процессов, выполненное коллективом 
под руководством М.В. Листова [1, 2] на мышах, и раз-
работку модели цирроза печени у крыс, индуциро-
ванного ацетаминофеном (парацетамолом) [3]; 

A2. Эмбрионы животных. Основное отличие дан-
ной модели от предыдущей заключается в возмож-
ности сокращения времени эксперимента, а также 
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в использовании более полного набора воздействий 
в силу нераспространения на эмбрионы ранних 
стадий развития нормативных актов о правах ла-
бораторных животных. В качестве примера можно 
привести работу [4], в которой на эмбрионах рыбки 
Brachydanio rerio (полосатый данио) изучали послед-
ствия авитаминоза и гипервитаминоза витамина E 
у их родителей; 

A3. Нейромышечный препарат. На этой модели [5] 
показана свободнорадикальная природа возбужде-
ния и торможения в нервной ткани; 

A4. Культуры клеток. Эту модель используют 
для определения содержания формальдегида мето-
дом регистрации хемилюминесценции, усиленной 
производным кумарина, в условиях искусственно 
индуцированного стресса [6].

A5. Культура митохондрий. Эта модель позволя-
ет прицельно исследовать процессы, происходящие 
в митохондриях. В качестве примера можно привести 
работы под руководством Ю.А. Владимирова по реги-
страции хемилюминесценции в суспензии митохон-
дрий, результаты которых позволили предположить, 
что перекисное окисление липидов митохондриаль-
ных мембран инициируется при дефиците фермен-
тов, катализирующих β-окисление жирных кислот 
[7–9]. К этой же группе можно отнести и культуру 
изолированных пластид растений, например хлоро-
пластов [10];

A6. Препарат тканей. При исследовании тканей, 
полученных непосредственно от животных, экспе-
риментальной моделью служат, строго говоря, сами 
лабораторные животные. На тканевом препарате 
впервые обнаружили биохемилюминесценцию [11]. 
Метод регистрации хемилюминесценции крови и ее 
фракций используется во многих работах [12–16];

A7. Модель на основе грибов. Наиболее часто в ка-
честве экспериментальной модели используют пе-
карские дрожжи (Saccharomyces cerevisiae). Так, эту 
модель использовали для изучения окислительного 
стресса методом регистрации хемилюминесценции 
[17];

A8. Растительные модели. К этой группе моде-
лей можно отнести как целые растения, проростки 
или отдельные органы, так и культуры растительных 
клеток и тканей. На семядолях бобов [18] показано 
увеличение концентрации супероксидного анион-
радикала при повышении активности липоксигеназ. 
В качестве примера можно привести применение ме-
тода регистрации хемилюминесценции [19] при из-
учении связывания пептидного лиганда с клеточным 
рецептором.

Можно выделить также большую группу моделей, 
названную молекулярными моделями, в которую 
вошли две группы систем.

B. Условно биологические экспериментальные мо-
дели:

B1. Модели на основе биологических молекул, 
выделенных исключительно из живых организмов, 
например, на выделенных из животных цитохроме c 
и кардиолипине [20], в качестве молекулярной моде-
ли использовали также ДНК Escherichia coli [1];

B2. Молекулярные модели на основе биологиче-
ских молекул, выделенных из живых организмов, 
и идентичных им искусственно синтезированных мо-
лекул. В качестве примера можно привести изучение 
участия производных кумарина в реакции, катали-
зируемой комплексом цитохрома c с кардиолипином, 
с использованием цитохрома c, выделенного из серд-
ца лошади, и искусственно синтезированного тетра-
олеилкардиолипина [21];

C. Модели на основе синтетических полиме-
ров и низкомолекулярных органических веществ. 
Строго говоря, эти модели нельзя считать биоло-
гическими, однако некоторые данные, полученные 
с их использованием, можно переносить на живые 
системы. При этом именно эти модели зачастую 
оказываются наиболее подходящими при изучении 
базовых закономерностей свободнорадикальных ре-
акций:

C1. Молекулярная модель, в которой использу-
ются биомолекулы и небиологический аналог био-
молекулы. Так, додецилсульфат-анион используют 
в качестве аналога кардиолипина для изучения из-
менения свойств цитохрома c при связывании с фос-
фолипидами [22]. Эта модель позволяет изучать 
комплекс цитохрома c с кардиолипином, запускаю-
щий пероксидацию липидов мембран митохондрий, 
что приводит к инициации апоптоза по митохондри-
альному пути [23];

C2. Молекулярная модель с использованием син-
тетического полимера. С помощью данной модели из-
учали генерацию хемилюминесценции при разруше-
нии полимеров [24] и кинетику алкил-радикального 
распада полиэтилена [25];

C3. Молекулярная модель на основе только низ-
комолекулярных органических веществ. С по-
мощью этой модели получены данные о природе 
хемилюминесценции, вызванной реакциями угле-
водородных радикалов, образующихся при дей-
ствии продуктов термического распада α

1
,α

2
-

азобисизобутиронитрила [26]. Углеводороды можно 
считать весьма удобной моделью для изучения сво-
боднорадикальных реакций с участием липидов, 
так как «хвосты» липидных молекул являются 
по своей сути углеводородами. Опубликованы ре-
зультаты подобных работ [26, 27], послужившие ос-
новой для исследования механизмов перекисного 
окисления липидов [28–31].
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ЯВЛЕНИЕ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ И МЕХАНИЗМ 
ЕГО ВОЗНИКНОВЕНИЯ
Впервые испускание биообъектами светового излу-
чения очень слабой интенсивности было замечено 
в конце первой трети прошлого века: В.В. Лепешкин 
обнаружил засветку лежащих на биопрепаратах 
фотопластинок, посчитав это излучение ультрафио-
летовым, испускаемым при коагуляции протопласта 
при гибели клеток и назвав его некробиотическим из-
лучением [32, 33]. А.Г. Гурвич, зарегистрировавший 
свечение суспензии делящихся дрожжей, выдвинул 
предположение о сигнальной роли люминесценции 
биопрепаратов в ультрафиолетовой области спектра. 
Это свечение он назвал «митогенетическим излуче-
нием» [34].

Впоследствии при помощи фотоэлектронных ум-
ножителей в третьей четверти XX века обнаружи-
ли световое излучение чрезвычайно низкой интен-
сивности в видимой области спектра (обозначенное 
в англоязычной литературе термином ultraweak 
chemiluminescence [35]), испускаемое биообъекта-
ми растительного [36] происхождения и животными 
тканями [11], была открыта хемилюминесценция 
интактных тканей, митохондрий [7–9] и хлоропла-
стов [10]. В начале 1970-х годов Р. Эллан открыл хе-
милюминесценцию лейкоцитов из крови человека, 
осуществляющих фагоцитоз бактерий [37, 38]. Это 
открытие позволило использовать хемилюминесцен-
цию в качестве клинического метода определения 
иммунореактивности.

Хемилюминесценция – это свечение, обусловлен-
ное переходом различных метаболитов свободнора-
дикальных реакций из электронно-возбужденного 
состояния (ЭВС) в основное [39, 40]. 

Свободнорадикальные процессы в биологических 
системах
Свободным радикалом называют частицу, имеющую 
свободную валентность, обусловленную наличием 
неспаренного электрона. Впервые радикалы опи-
сал М. Гомберг в начале XX века [41–43]. Свободные 
радикалы обладают высокой реакционной способ-
ностью. Это обуславливает их химическую неста-
бильность и короткое время жизни. При этом моле-
кулярная структура радикала может влиять на его 
стабильность. К примеру, метильные заместители 
[44, 45] и иминоацетильный заместитель в пара-по-
ложении [44] способствуют стабилизации радикала 
хинона. 

В середине XX века были открыты радикальные 
формы компонентов дыхательной цепи – описан 
одноэлектронный перенос энергии [46–48]. До это-
го считалось, что окислительно-восстановительные 
реакции в биологических системах возможны лишь 

отдачей и получением одновременно двух электро-
нов [31].

Один из наиболее важных радикалов в процессах 
окислительного стресса – супероксид-анион ради-
кал (O

2
●−), образующийся при взаимодействии ра-

дикала семихинона (полувосстановленной формы 
убихинона) и молекулярного кислорода с внутрен-
ней стороны мембраны митохондрий, на комплексе 
III дыхательной цепи [49], а также на комплексе I 
[29] и в цитоплазме: NADPH-оксидазным комплек-
сом на мембране эндоплазматического ретикулума 
или плазмалемме [50, 51]. Кроме того, супероксид-
ный радикал образуется при окислении гемогло-
бина до гемина [2]. Образующийся супероксидный 
радикал является одним из компонентов нейро-
гуморальной регуляции [1, 2, 5, 52]. Коллективом 
под руководством М.В. Листова установлено, что су-
пероксид-анион радикал, образующийся в крови, 
способствует генерации потенциалов на поверхно-
сти клеток, выполняя функцию триггера для эффек-
торов [5]. В частности, супероксидный радикал под-
держивает автоматические сокращения миокарда, 
действуя на синусно-предсердный узел проводящей 
системы миокарда [52] и являясь мощным факто-
ром деполяризации и гиперполяризации клеточ-
ной мембраны. Тем самым супероксидный радикал 
запускает механизмы возбуждения и торможения 
на поверхности проводящих волокон [5]. В предло-
женной Ю.А. Владимировым классификации супе-
роксид-анион радикал наряду с монооксидом азота, 
образуемым NO-синтазами, назван первичным [29]. 
Этот термин указывает на то, что образование обоих 
радикалов катализируется ферментными системами 
[29, 53].

Первичные радикалы образуют молекулярные 
продукты: O

2
●− превращается под действием фер-

мента супероксид-дисмутазы в пероксид водорода 
или реагирует с NO● с образованием токсичного иона 
пероксинитрита ONOO¯ [54]. Cупероксид обладает 
также способностью восстанавливать трехвалентное 
железо, содержащееся в ферритине или входящее 
в состав железосерных комплексов цепей переноса 
электронов, до двухвалентного, которое реагирует 
с пероксидом водорода или гипохлоритом с обра-
зованием чрезвычайно активного гидроксильного 
радикала (●OH) и способно разветвлять цепи окис-
ления липидов, реагируя с липогидропероксидами. 
Гидроксил радикал может инициировать процесс 
перекисного окисления липидов с образованием ли-
пидных радикалов [29]. Образующиеся при этом ак-
тивные формы кислорода и азота и гипохлорит в ма-
лых концентрациях выполняют функции вторичных 
мессенджеров, а при нарушении антиоксидантных 
систем клетки (большую роль играет глутатион 
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и глутатионпероксидаза [56]) приводят к состоянию 
окислительного стресса и, как следствие, к апопто-
зу [23, 58] или ферроптозу [59–61], запуская реак-
ции пероксидации липидов. Необходимо заметить, 
что чаще всего пероксидацию липидов, ведущую 
к апоптозу, запускает цитохром c, образующий ком-
плекс с кардиолипином; при связывании с которым 
происходит изменение конформации цитохрома c, 
и в результате данный белок приобретает способ-
ность катализировать липопероксидазную реакцию 
[62–64]. А ферроптоз обусловлен запуском ионами 
Fe2+ реакции Фентона с последующей пероксидаци-
ей липидов, вызванной гидроксильными радикалами 
[59–61]. В предложенной Ю.А. Владимировым клас-
сификации и гидроксильные, и липидные радикалы 
названы вторичными [53]. На схеме, представленной 
на рис. 1, приведены основные метаболические пути 
свободных радикалов в организме. Необходимо отме-
тить отсутствие единой системы терминов, описыва-
ющих свободнорадикальные процессы в биологиче-
ских системах и окислительный стресс.

Обнаружение свободных радикалов 
в биологических системах, собственная 
хемилюминесценция
Метод регистрации хемилюминесценции позволяет 
оценить скорость реакции образования свободных 

радикалов [28, 31]. Этот физический метод исполь-
зуется при изучении свободнорадикальных процес-
сов наряду с химическими методами обнаружения 
молекулярных продуктов радикальных реакций. 
Наиболее часто маркером свободнорадикальных ре-
акций и состояния окислительного стресса служит 
один из продуктов реакции перекисного окисления 
липидов – малоновый диальдегид (МДА), концен-
трацию которого определяют с использованием тио-
барбитуровой кислоты (ТБА) [65, 66]. Для большей 
достоверности результатов предпочтительно также 
определять концентрации оснований Шиффа [67, 
68], диеновых [69, 70] и триеновых [67] конъюгатов. 
Другие методы основаны на использовании пере-
хватчиков радикалов: антиоксидантных ферментов, 
таких, как каталаза (H

2
O

2
) [71] и супероксиддисму-

таза (O
2
●−) [69], фенольных антиоксидантов – для ги-

дроксильных и липидных радикалов и других 
органических молекул [71]. Главный недостаток хи-
мических методов – невозможность определить при-
роду и концентрацию самих свободных радикалов 
[29].

Метод электронного парамагнитного резонанса 
(ЭПР), разработанный в середине XX века [72], по-
зволяет обнаружить и идентифицировать многие 
радикалы путем анализа сверхтонкой структуры 
ЭПР-сигналов [73, 74]. Однако применение мето-

Рис. 1. Метаболические пути свободных радикалов [29, 54–57]
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да ЭПР затрудняется малой продолжительностью 
жизни и, как следствие, низкой концентрацией 
свободных радикалов [75]. К примеру, обнаружить 
радикалы, образующиеся в реакции катионов Fe2+ 
с гидропероксидами липидов, удалось только в про-
точной системе при большом расходе реактивов [76]. 
Расход реактивов можно снизить, используя спино-
вые ловушки [1, 77], которые, однако, могут влиять 
на биохимические реакции, протекающие в систе-
ме, а также разрушаться в ходе некоторых из них 
[29]. Свободнорадикальные процессы при гемзави-
симом экзофтальме изучали наряду с ЭПР методом 
спектроскопии в инфракрасном диапазоне (ИК-
спектроскопии) [1]. Среди физических методов сле-
дует также указать метод спектрофотометрии. Так, 
этот метод использовали для определения концен-
трации продуктов окисления при изучении механиз-
мов окисления гетероауксина (β-индолилуксусной 
кислоты) пероксидазой хрена и анионной пероксида-
зой табака [78]. Концентрацию маркеров перекисно-
го окисления липидов в подавляющем большинстве 
случаев также определяют спектрофотометрически. 
При помощи спектрофотометрии с параллельной ре-
гистрацией хемилюминесценции исследовали произ-
водные кумарина, используемые в качестве люми-
несцирующей добавки при изучении пероксидазных 
свойств комплекса цитохрома c с кардиолипином [21].

Метод регистрации хемилюминесценции позво-
ляет изучать интенсивность реакций с участием ко-
роткоживущих радикалов. Это возможно благодаря 
большому количеству энергии, которая образуется 
в элементарном акте радикальной реакции и частич-
но выделяется в виде фотонов [40].

Представим обобщенные сведения о кинетике ре-
акций, сопровождающихся хемилюминесценцией. 
В ходе этих реакций исходные вещества R образу-
ют свободные радикалы R●, способные в последу-
ющей реакции привести к образованию электрон-
но-возбужденных продуктов P*, которые, переходя 
в основное состояние P, могут высветить фотон (hν). 
Возникновение продукта в ЭВС весьма высоко, если 
активированный комплекс реагентов и продукты 
реакции имеют состояния с разной мультиплетно-
стью [40]. Для удобства дальнейшего описания рас-
сматриваемых процессов приведем общую схему 
цепной реакции с образованием и участием сво-
бодных радикалов с последующим высвечиванием 
фотона:

                               ν→ → → + hR R P P
k k k

*
1 2 3

.  (1)

При этом необходимо заметить, что в большинстве 
случаев спектр хемилюминесценции не соответству-
ет спектру флуоресценции продукта P*, но соответ-

ствует его спектру фосфоресценции [79]. Это явно 
указывает на то, что продукты P* находятся в три-
плетном возбужденном состоянии.

Интенсивность хемилюминесценции (J) пропорци-
ональна скорости третьей реакции на приведенной 
схеме (1): J∝k

3
[P*].

Из-за большой скорости реакции превращения 
свободных радикалов в продукты реакции в систе-
ме быстро устанавливается стационарное состоя-
ние, при котором скорости всех реакций данной 
цепи равны. Следовательно, интенсивность свече-
ния пропорциональна скорости v

1
 образования сво-

бодных радикалов (реакция с константой скорости 
k

1
).

 
Отсюда следует, что интенсивность хемилюми-

несценции пропорциональна также стационарной 
концентрации свободных радикалов, определить ко-
торую можно, зная скорость реакции их образова-
ния и константу скорости превращения в продукты 
в ЭВС [40, 80]:

                                          ∝ = ⎡⎣ ⎤⎦J v k R1 2
  (2)

                                          ⎡⎣ ⎤⎦ =
v
k

R 1

2

.  (3)

Важно заметить,  что  как ЭПР-методом, 
так и флуориметрически и спектроскопически 
определяют стационарные концентрации веществ, 
в нашем случае – свободных радикалов [R●]. По мере 
увеличения реакционной способности радикалов, 
т.е. с ростом k

2
, величина [R●] падает – уменьша-

ется регистрируемый сигнал. И активные радика-
лы, даже при крайне высокой степени их образо-
вания, не будут регистрироваться ЭПР-методом 
из-за большого значения k

2
, означающей высокую 

скорость их превращения в продукты реакции. 
Однако интенсивность хемилюминесценции зависит 
не от концентрации радикалов, а от скорости сво-
боднорадикальных реакций. Поэтому при помощи 
этого метода можно детектировать даже самые ак-
тивные радикалы, концентрация которых ничтожно 
мала [80].

Понятие квантового выхода собственной 
хемилюминесценции
Применительно к явлению хемилюминесценции не-
обходимо рассматривать два понятия квантового 
выхода: квантовый выход возбуждения (Q

ex
) – отно-

шение молекул в ЭВС продуктов радикальной ре-
акции к общему числу молекул продуктов реакции; 
квантовый выход люминесценции (Q

lum
) – отношение 

молекул в ЭВС, испустивших фотон, к общему коли-
честву молекул в ЭВС. Общий выход свечения, хе-
милюминесценции (Q

ChLum
), равен их произведению: 

Q
ChLum

 = Q
ex

 ∙ Q
lum

 [40].
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Рассмотрим более подробно реакции, приведенные 
на схеме (1) с константами скоростей k

2
 и k

3
:

                      A B P
k

*
2

+ →  +другие продукты.  (4)

Это хемилюминесцентная реакция [40].

                                   hP P
k

*
3

ν→ + .  (5)

Это люминесценция [40].

                                        P P
k

*
not3

→ .  (6)

Это безызлучательный переход [40].
Квантовый выход Q

lum
 реакции (5) – это кванто-

вый выход фотолюминесценции продукта, близ-
кий к нулю в большинстве биохимических реакций. 
Но и квантовый выход Q

ex
 при образовании продук-

тов в ЭВС крайне низок, так как большая часть моле-
кул в химических реакциях, протекающих в водной 
среде при обычных температурах, сопровождается 
образованием молекул не в возбужденном, а в основ-
ном электронном состоянии [29] («другие продукты» 
из реакции (4) с константой k

2
). А общий квантовый 

выход хемилюминесценции, используемый для оцен-
ки именно скорости образования свободных радика-
лов, вычисляется по формуле: Q

ChLum
 = Q

ex
 ∙ Q

lum
 [40]. 

Это свечение называют сверхслабым именно из-за 
столь низкого значения квантового выхода биохеми-
люминесценции [31, 81].

Величину квантовых выходов, а значит, и итоговой 
интенсивности хемилюминесценции можно вычис-
лить по формулам [40]:

                                          Q
k

k klum
3

3 3not

=
+

 (7)

                 J k Q
k

k k
kP A B3

*
ex

3

3 3
2

not

= ⎡⎣ ⎤⎦ =
+

⎡⎣ ⎤⎦ ⎡⎣ ⎤⎦ ,  (8)

где k
3
 – константа скорости реакции (5), k

3not
 – кон-

станта скорости реакции (6), k
2
 – константа скоро-

сти реакции (4), J – интенсивность хемилюминес-
ценции.

Очевидно, что не каждый квант света, попадаю-
щий на хемилюминометр, способен выбить электрон 
с фотокатода фотоэлектронного умножителя [31]. 
Поэтому программное обеспечение современных хе-
милюминометров учитывает коэффициент светосбо-
ра (доля квантов, попавших на фотокатод, от обще-
го числа квантов, высвеченных изучаемой системой 
[82]) и квантовый выход фотокатода (отношение вы-
битых с катода электронов к числу упавших на катод 
квантов).

Механизм хемилюминесценции при реакциях 
пероксидации биомолекул
Перекисное окисление липидов – один из основных 
процессов, способствующих развитию ферроптоза 
[60, 61, 83] и апоптоза по митохондриальному пути 
[23]. Поэтому при изучении этих процессов наи-
большее внимание уделяется именно радикаль-
ным реакциям с участием липидов. Однако схема, 
описывающая липидные радикальные реакции, со-
провождающиеся хемилюминесценцией, в целом 
справедлива и применима к хемилюминесцентным 
реакциям белков, что показано И.И. Сапежинским 
и Е.А. Лисси [75, 84–86], и нуклеиновых кислот 
в растворах, подвергнутых воздействию низко-
частотного электромагнитного излучения [87, 88]. 
Обратим внимание, что для возбуждения, вызыва-
ющего дальнейшую люминесценцию, энергетиче-
ский выход реакции должен быть не менее 40 ккал/
моль (167.5 кДж/моль) [40]. Механизмы генерации 
люминесценции первоначально были открыты 
и продолжают изучаться на модельных системах 
на основе синтетических полимеров [24, 89] и низ-
комолекулярных органических веществ [26, 90, 
91]. К примеру, изучен алкил-радикальный распад 
полиэтилена [25], а также опубликованы резуль-
таты спектрометрического исследования хемилю-
минесценции, сопровождающей окисление поли-
карбоната, полистирола и полиэтилметакрилата 
продуктами температурного распада дициклогек-
силпероксидикарбоната, приведено значение обще-
го квантового выхода хемилюминесценции, равное 
10-9 [24].

Пероксидация липидов, которой в наибольшей 
степени подвержены полиненасыщенные ацилы, 
представлена в виде не одной реакции, а каскада раз-
ветвляющихся цепных реакций [92–94]. Приведем 
более подробно схему реакции (4) с общей константой 
скорости k

2
: 

                         → →
− +⎡⎣ ⎤⎦

R H R R OO
k k

1

; H

1

O ;  

1

a1 2 2

  (9)

                     + → +R OO R H R OOH R
k

1 2 1 2

b2

  (10)

                              + ⎡⎣ ⎤⎦→R O R OO
k

2 2 2

a2

.  (11)

Гидропероксиды липидов ROOH очень легко ста-
новятся источниками новых цепей окисления липи-
дов, согласно общим принципам протекания подоб-
ных реакций [95, 96]:

                        + → +− −e ROOH RO OH
k c2

  (12)

                             + → + −RO RH 2R OH .  (13)
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Образование кислородсодержащих радикалов – 
ключевой этап каскада реакций, приводящих в ко-
нечном счете к хемилюминесценции. Несмотря 
на известный факт, что молекулярный кислород 
является тушителем люминесценции [97], в сере-
дине XX века установили, что присутствие кисло-
рода в системе с белками и углеводородами усили-
вает интенсивность хемилюминесценции [26, 40, 75, 
80, 90, 98]. Это позволило предположить, что воз-
бужденные частицы, в конечном итоге испускаю-
щие свет, образуются в результате рекомбинации 
именно кислородсодержащих радикалов. Следует 
также обратить внимание на то, что, помимо белков 
и углеводородных группировок, субстратом окисле-
ния с последующим высвечиванием фотонов может 
служить люминол [99, 100]. Однако образующийся 
в этом случае люминесцирующий продукт находит-
ся в синглетном ЭВС, а не в триплетном, в котором 
пребывают возбужденные продукты свободноради-
кальных реакций с участием углеводородных груп-
пировок. К слову, люминол широко используется 
в качестве добавки для усиления интенсивности хе-
милюминесценции. 

Хемилюминесценция, сопровождающая реакции 
перекисного окисления липидов, обусловлена дис-
пропорционированием радикалов ROO● [27, 90]. В об-
щем виде этот процесс можно описать следующим 
образом [90]:

   ( )→ + + − +Q Q2ROO ROH R=O 1 R=O O
k

ex
*

ex 2

e2

.  (14)

Впервые механизм диспропорционирования пе-
роксильных радикалов с образованием карбониль-
ного соединения, спирта и молекулы кислорода был 
описан Г. Расселлом [101] и впоследствии назван 
его именем. Реакция (14) является реакцией обрыва 
цепи радикального окисления, в то время как реак-
ция (10) – это реакция продолжения цепи. Г. Расселл 
определил среднее отношение скорости реакции (10) 
к скорости реакции (14), равное 7.4 для углеводород-
ной модельной системы [101].

Реакция (14) – это реакция второго порядка. 
Следовательно, к ней можно применить общеизвест-
ное математическое выражение: 

                               
C C

k t1 1
e

0
2− = ,  (15)

где t – время, прошедшее от начала реакции, C и C
0
 – 

концентрации радикалов ROO● в момент времени t 
и в начале реакции соответственно. Однако М. Дол 
[102] указывает на то, что часть радикалов ROO● 
в системе может не вступать в реакцию диспропор-
ционирования. Концентрацию этих радикалов обо-
значим буквой A. Тогда согласно [102], формула (15) 

приобретает вид (для удобства восприятия предста-
вим выражение в двух видах):

π π π( )( ) ( )−
=

−
+

−
−

− +

t
C C C A Dr

t
C A D C A r Dt

1

4

1

2 20 0

2

0 0 0

2

0

π π π( )( ) ( )−
=

−
+

−
−

− +

t
C C C A Dr

t
C A D C A r Dt

1

4

1

2 20 0

2

0 0 0

2

0

     
π π π

π π

( )
( )

( )
( )−

=
+ − +

− +

t
C C

Dt Dr t C A r Dt

Dr C A r Dt

4 2

4 20

0 0 0

0 0

2

0

,  (16)

где r
0
 – расстояние между радикалами, в пределах 

которого они реагируют, D – сумма коэффициентов 
диффузии реагентов.

Высвечивание фотона происходит при переходе 
кетона, образовавшегося в ходе реакции (14) из три-
плетного ЭВС в основное:

                                 →R=O R=O
k

*
3

+фотон.  (17)

При этом выделяется свет с максимумом интен-
сивности в области 450–550 нм [103]. 

Реакция (14) протекает через образование тетра-
оксида с последующим его распадом на спирт и бира-
дикал вследствие механического напряжения в ске-
лете молекулы – это момент разделения электронов 
в молекуле. После этого происходит выделение мо-
лекулы кислорода и образуется кетон в триплетном 
ЭВС [27, 80]. Однако тетраоксид с высокой долей ве-
роятности может вновь распасться на два липоперок-
сильных радикала. В пользу этого говорит тот факт, 
что константа скорости диффузии этих радикалов 
на порядки выше, чем константа скорости реакции 
их диспропорционирования [27]. Графически ме-
ханизм Расселла представлен на рис. 2А. Отметим, 
что образовавшийся кислород может находиться 
в синглетном ЭВС. Согласно [104], квантовый выход 
возбуждения молекулы O

2
 в данном случае состав-

ляет ≈11%. При переходе кислорода в основное со-
стояние наблюдается люминесценция с максимумом 
в области 634 и 703 нм [103, 105]. 

В силу крайне низких значений квантовых выхо-
дов образования возбужденных молекул кетона и их 
люминесценции (в данном случае фосфоресценции) 
общий квантовый выход хемилюминесценции со-
ставляет всего порядка 10–8 [80].

Связь между концентрацией липопероксильных 
радикалов и интенсивностью свечения J следует 
из уравнения [24, 40]:

                           
= ⎡⎣ ⎤⎦J Q k ROOeChLum 2

2
,  (18)
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где J – общий световой поток при всех длинах волн 
и во всех направлениях; Q

ChLum
 – квантовый выход 

хемилюминесценции.
Помимо механизма Расселла, существует еще 

один путь образования карбонильных соединений 
в триплетном ЭВС – распад диоксетановой группи-
ровки [86], образовавшейся в ходе циклизации пере-
кисной структуры. Графически этот процесс пред-
ставлен на рис. 2Б.

Научным коллективом под руководством Е. 
Бечары исследованы механизмы реакций образова-
ния и распада диоксетановой структуры, результа-
ты которого рассмотрены в [103]. Приведены данные 
о том, что кроме классического нерадикального рас-
пада диоксетановой структуры на два карбонильных 
соединения, одно из которых находится в триплет-
ном возбужденном состоянии, а второе – в основном 
состоянии, вместо второго соединения образуется 
радикал, содержащий карбонил, а также липоперок-
сид или липопероксильные радикалы. В обход меха-
низма Расселла эти радикалы могут превратиться 
в липоксильный радикал RO●, который может перей-
ти в алкильный радикал и карбонильное соединение 
или радикал с оксетановой структурой, или же ради-
кал, содержащий оксирановую структуру, которая 
быстро распадается, что ведет к образованию тре-
тичного радикала, связанного с алкоксильной груп-
пировкой [103]. В обзоре Г. Чиленто и В. Адама [106] 
приведены различные механизмы образования диок-
сетановых группировок с последующим их распадом 
с образованием возбужденного продукта. Помимо 
классической схемы, приведен механизм окисления 

альдегида кислородом через образование диоксета-
новой структуры с последующим отрывом формиата 
и образованием возбужденного альдегида, на одну 
гомологическую разность короче изначального [106]. 
Описан также механизм образования возбужденного 
кетона при окислении и распаде диэтилстилбэстрола 
и другие похожие механизмы. Образование диоксе-
тана возможно при окислении кислородом феноль-
ного радикала, образовавшегося при взаимодействии 
фенола с липопероксильным радикалом. Эта реакция 
является частью механизма действия фенольных 
антиоксидантов [107]. Приведены и иные варианты 
образования возбужденных продуктов [107], такие, 
как рекомбинация двух третичных α-радикалов 
спиртов, образование возбужденных продуктов 
при «склеивании» радикалов свободными валентно-
стями, образование возбужденного кетона при деги-
дратации углеводородного гидропероксида (сюда же 
можно отнести и липогидропероксиды) и т.д. 

Но вернемся к процессам пероксидации липидов. 
Скорость пероксидного окисления – это скорость об-
разования продуктов окисления липогидроперокси-
дов в реакции (10) с константой скорости k

2b
, поэтому:


⎡⎣ ⎤⎦ = ⎡⎣ ⎤⎦ ⎡⎣ ⎤⎦ = ⎡⎣ ⎤⎦

d
dt

k k J
Q k

ROOH
RH ROO RH .

e
2b 2b

ChLum 2

                              
⎡⎣ ⎤⎦ = ⎡⎣ ⎤⎦ ⎡⎣ ⎤⎦ = ⎡⎣ ⎤⎦

d
dt

k k J
Q k

ROOH
RH ROO RH .

e
2b 2b

ChLum 2

  (19)

Следовательно, скорость перекисного окисления 
в определенной степени пропорциональна стацио-
нарной концентрации свободных радикалов в систе-
ме и связана с интенсивностью хемилюминесценции. 
Поэтому, регистрируя интенсивность хемилюми-
несценции, можно оценивать изменения во времени 
скорости перекисного окисления липидов – изучать 
кинетику этого процесса и его механизм [24].

Описанная связь между интенсивностью соб-
ственной хемилюминесценции, сопровождающей 
свободнорадикальное окисление липидов, и скоро-
стью этого окисления подтверждена при изучении 
последовательных стадий хемилюминесценции мо-
дельных систем, содержащих липиды (липосомы 
и митохондрии), при добавлении в них солей, диссо-
циирующих с образованием катионов Fe2+ [108, 109]. 
Исследование кинетики такой хемилюминесценции 
вместе с определением уровня потребления кисло-
рода, окисления Fe2+ до Fe3+ и математическим мо-
делированием реакций [110] позволило расшифро-
вать уравнения каскада реакций окисления липидов, 
определить константы скоростей основных его ре-
акций, а также изучить влияние на него различных 

Рис. 2. Основные механизмы высвечивания фотонов 
в результате окисления липидов [80, 101, 103, 106]. 
А – реакция диспропорционирования пероксильных 
радикалов; Б – образование и распад диоксетановой 
группировки (на схеме – диоксетанон)

А

Б

Фотон
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антиоксидантов. Метод регистрации хемилюминес-
ценции является удобным инструментом исследова-
ния перекисного окисления липидов. Данный метод 
широко применяли представители научной школы 
Р.Ф. Васильева [111–116], Ю.А. Владимирова [62, 
117–119], А.И. Журавлева [31] и другие авторы [17, 
30, 120–127].

В настоящее время актуальным вновь становит-
ся изучение кинетики пероксидации липидов, вы-
званной свободными ионами железа. Связано это 
с открытием в 2012 году еще одного способа запро-
граммированной гибели клетки – ферроптоза [61], 
некрозоподобной гибели клетки, обусловленной 
окислением митохондриальных структур, в первую 
очередь мембран, индуцированным ионами железа 
через реакцию Фентона [59, 83, 93].

При помощи регистрации собственной хемилюми-
несценции исследуют различные модельные биоло-
гические системы [29, 128, 129]. Хемилюминесценция 
тканей помимо пероксидации липидов обусловлена 
также синтезом NO, что показано группой под ру-
ководством Тьюренса на перфузируемом легком 
и на модельных системах [130, 131], а также взаимо-
действием пероксинитрита с белками [132], причем 
наибольший вклад в свечение вносит взаимодействие 
пероксинитрита с триптофаном, несколько мень-
ший – с фенилаланином [131]. Метод регистрации 
собственной хемилюминесценции с успехом исполь-

зован при изучении пероксидации липидов в составе 
липопротеинов низкой плотности плазмы крови, сти-
мулированной нейтрофилами [133].

Однако интенсивность собственной хемилюминес-
ценции в абсолютном большинстве случаев крайне 
мала [29, 31, 134], что сильно усложняет ее регистра-
цию. К тому же зачастую необходимо исследовать 
конкретные радикалы, к примеру, реакции перок-
сидации липидов, т.е. оценить наличие в исследуе-
мой системе именно липидных радикалов, но метод 
регистрации собственной хемилюминесценции аб-
солютно неспецифичен [29]. Поэтому в большинстве 
исследований приходится использовать специаль-
ные люминесцирующие добавки, усиливающие све-
чение за счет миграции на них энергии электронного 
возбуждения с молекул продуктов свободноради-
кальных реакций с последующим высвечиванием 
фотонов с бό́льшим квантовым выходом, чем у этих 
продуктов. Такие вещества можно назвать усили-
телями, или активаторами хемилюминесценции, 
и о них речь пойдет в следующей части обзора. 
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