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РЕФЕРАТ В настоящем обзоре рассмотрено применение метода регистрации хемилюминесценции, уси-
ленной специальными люминофорами, для оценки течения свободнорадикальных процессов в модель-
ных биологических системах. Проанализировано применение метода при использовании люминесци-
рующих добавок, усиливающих свечение за счет триплет-синглетного переноса энергии электронного 
возбуждения с продуктов радикальных реакций с последующим ее испусканием с высоким квантовым 
выходом в виде света и называемых активаторами, или усилителями хемилюминесценции. Приведены 
примеры этих веществ, описаны различия между так называемыми химическими и физическими уси-
лителями, подробно рассмотрены производные кумарина как усилители хемилюминесценции, наиболее 
перспективные для изучения перекисного окисления липидов. Обозначены главные проблемы, связан-
ные с использованием производных кумарина, и возможные пути решения этих проблем. Собственная 
хемилюминесценция и механизм возникновения свечения, сопровождающего реакции пероксидации 
биомолекул, были рассмотрены в первой части обзора.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА свободнорадикальные реакции, апоптоз, ферроптоз, хемилюминесценция, перекисное 
окисление липидов, активные формы кислорода, усилители хемилюминесценции, производные кумарина.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ DTMC – 7-(4,6-дихлор-1,3,5-триазинил-2-амино)-4-метилкумарин; C-314 – кума-
рин-314 – хинолизидин[5,6,7-gh]3-этоксикарбонилкумарин; C-334 – кумарин-334 – хинолизидин[5,6,7-
gh]3-ацетилкумарин; C-525 – кумарин-525 – хинолизидин[5,6,7-gh]3,2′-бензимидазолилкумарин; ЭВС – 
электронные возбужденные состояния.

ВВЕДЕНИЕ
В силу крайне низкой интенсивности собствен-
ной хемилюминесценции, механизмы возникнове-
ния которой описаны в первой части обзора [1], ее 
регистрация крайне сложна. К тому же зачастую 
необходимо исследовать реакции с образованием 
и участием конкретных радикалов, к примеру, ре-
акции пероксидации липидов, т.е. оценить наличие 
в исследуемой системе именно липидных радика-
лов, но метод регистрации собственной хемилюми-
несценции неспецифичен.

Для увеличения интенсивности хемилюминес-
ценции применяют вещества, внесение которых 
в систему увеличивает интенсивность хемилюми-
несценции. Эти вещества называют активаторами 
хемилюминесценции (chemiluminescence enhancers, 
или activators). Определенную группу этих веществ 

называют хемилюминесцентными зондами, однако 
и этот термин зачастую используется бессистемно. 
С химической точки зрения наиболее верными тер-
минами были бы «хемилюминесцентный реагент», 
или «люминесцентная добавка». Неудачность тер-
мина «активатор» обусловлена тем, что в широком 
смысле этот термин трактуется как проявление спо-
собности того или иного соединения к химическим 
взаимодействиям, а в узком – как действующая 
часть концентрации. В монографии [2] приведен 
небольшой список терминов, относящихся к теме 
хемилюминесценции. В этом списке представлен 
термин «инициатор», под которым понимается «хи-
мически активное вещество, создающее первичные 
активные центры и тем увеличивающее скорость 
реакции, поставляющей активные продукты и из-
меняющей квантовый выход возбуждения». Под это 



32 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 1 (52) 2022

ОБЗОРЫ

определение может подойти и термин «активатор». 
Отметим, что в биологических системах люминес-
цирующие добавки находятся в водной среде с pH 
около 7, где они могут иметь слабую растворимость, 
что ведет к агрегации. А взаимодействие фагоцитов 
с микрочастицами добавки активирует выработку 
активных форм кислорода [3, 4], поэтому термин 
«активатор» можно применить в данной системе 
по отношению к обсуждаемым добавкам. 

Термин «активатор» допустимо использовать 
при описании систем с химически инициированной 
электронно-обменной люминесценцией, например, 
хемилюминесценцией эфиров оксалата [5]. В этом 
случае введение в систему флуорофора с низ-
ким потенциалом ионизации приводит к переносу 
электрона с этого соединения на интермедиат с по-
следующим обратным переносом электрона, при-
водящим к возбуждению флуорофора, становяще-
гося эмиттером хемилюминесценции. Однако чаще 
всего для обозначения люминесцирующей добавки 
используют именно термин «активатор», опреде-
ляя это вещество как соединение, имеющее высо-
кий квантовый выход излучения и усиливающее 
свечение за счет физической миграции энергии 
электронных возбужденных состояний (ЭВС), не из-
меняя квантовых выходов возбуждения продуктов 
радикальной реакции и ее скорость [2, 6, 7].

Усиление свечения в присутствии указанных ве-
ществ происходит в результате миграции энергии 
электронного возбуждения с продуктов реакции 
на добавку, которая (или продукт взаимодействия 
которой с продуктом радикальной реакции – до-
нором возбуждения) является более эффективным 
эмиттером света, чем возбужденное вещество-до-
нор. В 1963 году Р.Ф. Васильев исследовал меха-
низм усиления хемилюминесценции при добавле-
нии к находящимся в триплетном ЭВС кетоновым 
продуктам свободнорадикального окисления угле-
водородных субстратов производных антрацена 
[8]. Образующиеся возбужденные молекулы про-
изводных антрацена находились не в триплетном, 
а в синглетном ЭВС. Таким образом, был детально 
изучен процесс физического усиления хемилюми-
несценции в результате триплет-синглетного пере-
носа энергии в жидкой фазе – фундаментальный 
фотофизический процесс, который широко исполь-
зуется для усиления свечения в хемилюминесцент-
ных системах [8]. Заметим, что усиление хемилю-
минесценции в присутствии производных антрацена 
показано на год раньше [9], однако механизм этого 
усиления не был изучен. Анализ действия антра-
цена и его производных показал, что сам антрацен 
менее эффективен, нежели его галогензамещенные 
производные, особенно 9,10-дибромантрацен [9–11]. 

Рассчитанный для него «коэффициент запрета» 
триплет-синглетного перехода, равный отношению 
константы скорости этого процесса к константе ско-
рости диффузии, составляет 10-2 [11].

Процесс усиления хемилюминесценции схематич-
но можно представить следующим образом:
P* →

k3 P+hv (это неактивированная хемилюминесцен-
ция, квантовый выход Qlum1).
P* + усилитель (активатор) → P + усилитель* → 

k3enh  
 → 
k3enh P + усилитель + hv.  (1)

Это активированная хемилюминесценция, кванто-
вый выход Qlum2. При этом Qlum1<<Qlum2.

Важной характеристикой усилителя хемилюми-
несценции является не только значение квантового 
выхода хемилюминесценции, но и его произведе-
ние на коэффициент молярной экстинкции данного 
вещества, так как именно это произведение прямо 
пропорционально яркости свечения [12].

Р.Ф. Васильев и В.Я. Беляков заложили основы 
использования триплет-триплетного и триплет-син-
глетного переноса энергии ЭВС для количественно-
го исследования процессов хемилюминесценции [11]. 
В частности, раскрыта взаимосвязь между скоро-
стями процессов миграции электронного возбуж-
дения с продукта радикальной реакции – донора 
электронного возбуждения, концентрацией акцепто-
ра (обозначим ее буквой A) электронного возбужде-
ния – усилителя хемилюминесценции, и интенсив-
ностью хемилюминесценции в отсутствие акцептора 
возбуждения J0 и в его присутствии J:
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где QLumEnh – квантовый выход люминесценции уси-
лителя – акцептора электронного возбуждения, 
QLumPr – квантовый выход возбужденного продукта 
радикальной реакции – донора электронного воз-
буждения, tP* – среднее время жизни возбуждения 
донора в отсутствие акцептора, kTT – константа ско-
рости триплет-триплетного переноса энергии – ту-
шения хемилюминесценции, kTS – константа скорости 
триплет-синглетного переноса электронного возбуж-
дения на молекулу акцептора. Константа скорости 
триплет-триплетного переноса, не ведущего к по-
следующей люминесценции, выше, чем триплет-
синглетного [11]. При разложении 1,2-диоксетанона 
неэмиссионный триплет-триплетный переход энер-
гии присутствует в большей степени в сравнении 
с 1,2-диоксетаном, что определяет более низкую эф-
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фективность эмиссии активированного разложения 
диоксетанона по сравнению с диоксетаном [13].

Однако разные усилители хемилюминесценции 
имеют разные механизмы перехвата ЭВС у про-
дуктов радикальных реакций. Имеются две группы 
усилителей хемилюминесценции. При этом необхо-
димо указать на ряд проблем в их терминологии. 
Люминесцирующие добавки первой группы хими-
чески реагируют с участниками или продуктами 
свободнорадикальной реакции, переходя при этом 
в ЭВС, квантовый выход которого гораздо выше, не-
жели у собственной хемилюминесценции. По тер-
минологии, предложенной А.И. Журавлевым [2], эти 
вещества названы «хемилюминесцентными зондами». 
Ю.А. Владимиров эти вещества называет также «хи-
мическими активаторами» хемилюминесценции [6]. 
С точки зрения химии, этим веществам больше по-
дошел бы термин «хемилюминесцирующий реагент», 
так как они лишь заменяют реакционные маршру-
ты активных форм кислорода, которые в естествен-
ных условиях ведут к сверхслабой хемилюминес-
ценции, на другие пути, которые приводят к более 
сильной хемилюминесценции. Вещества из второй 
группы люминесцирующих добавок перехватыва-
ют ЭВС без химического взаимодействия с компо-
нентами системы. Представители научной школы 
Ю.А. Владимирова [6, 14–16] называют эти вещества 
физическими активаторами хемилюминесценции, 
распространяя термин «активатор» на обе группы хе-
милюминесцирующих реагентов, в то время как ав-
торы [2] термином «активатор» обозначают лишь 
строго физические активаторы хемилюминесценции.

Однако необходимо указать, что приведенная 
классификация во многом носит лишь теоретический 
характер: для большинства люминесцирующих доба-
вок невозможно четко определить, к какой группе их 
следует относить. Это следствие того, что механизм 
хемилюминесценции большинства из них изучен не-
достаточно полно. А простое наблюдение увеличения 
интенсивности регистрируемой хемилюминесцен-
ции в ответ на введение той или иной добавки еще 
не позволяет отнести эту добавку ни к химическим, 
ни к физическим активаторам.

Отметим, что усилители хемилюминесценции 
были разделены на две группы в одной из первых 
работ, сделанной с их использованием [10]. В ней 
активаторы разделили на две группы – «плохие», 
не обладающие химической устойчивостью и туша-
щие люминесценцию при высоких концентрациях, 
и «хорошие», обладающие химической устойчиво-
стью и коэффициентом усиления хемилюминесцен-
ции, монотонно растущим с увеличением концен-
трации (формулу расчета коэффициента усиления 
люминесценции см. в [10]).

НЕКОТОРЫЕ ПРИМЕРЫ ВЕЩЕСТВ, УСИЛИВАЮЩИХ 
ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЮ
Впервые явление усиления хемилюминесценции на-
блюдали при использовании производных антрацена 
[8–10]. Впоследствии дибромантрацен, являющийся 
физическим усилителем хемилюминесценции, при-
меняли, например, при изучении распада полиме-
ров при их окислении перекисным соединением [17]; 
дибромантрацен и дифенилантрацен использовали 
при изучении хемилюминесценции мозга, индуциро-
ванной воздействием аскорбата и гемоглобина [18]. 
Антрацен использовали при изучении особенностей 
разложения диоксетанов и диоксетанонов с генера-
цией ЭВС [13]. 

Наиболее часто в качестве хемилюминесцирую-
щего реагента применяют люминол (5-амино-2,3-
дигидро-1,4-фталазиндион) [19–28]. В первой поло-
вине XX века люминол был известен как вещество, 
способное к хемилюминесценции при окислении [29]. 
А в качестве активатора хемилюминесценции в био-
логической системе люминол впервые применили 
сотрудники группы под руководством Р. Эллана 
в 1972 году при изучении иммунной реакции поли-
морфно-ядерных лейкоцитов [30].

Механизм свечения, возникающего при окис-
лении люминола, заключается в  образовании 
4-гидроперокси-1-окси-5-аминофталазин-4-олата – 
гидропероксидного продукта взаимодействия лю-
минола с активными формами кислорода [31], хло-
раминами в сочетании с пероксидом водорода [32] 
или окисленными формами пероксидаз на опреде-
ленных стадиях пероксидазного каталитического 
цикла [6]. Это соединение далее самопроизвольно 
превращается в 2,3-перокси-ди[гидроксиметиленил]-
фениламин, содержащий эндопероксидную 
группировку, которая в конечном счете разры-
вается, что приводит к образованию иона гидро-
амино фталата в ЭВС. Этот ион, переходя в основ-
ное состояние, испускает фотон (подробно механизм 
взаимодействия люминола с различными вещества-
ми см. в [6, 31, 33, 34]). Наряду с люминолом иногда 
применяют изолюминол, который активирует свече-
ние посредством сходного механизма [35–37]. 

Люминол используется в методе определения об-
щей антиоксидантной активности, в основе которого 
лежит его реакция с 2,2′-азо-бис(2-амидинпропаном) 
[38, 39], и в различных хемилюминесцентных мето-
дах обнаружения пероксида водорода (см. обзор [40]). 
В некоторых методиках в качестве хемилюминес-
цирующих реагентов предполагается использовать 
одновременно несколько веществ. Так, добавление 
в систему флуоресцеина повышает интенсивность 
хемилюминесценции в присутствии люминола [41]. 
Описано также увеличение интенсивности свечения 
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[42] при добавлении с систему пероксидаза хрена–
H2O2–люминол некоторых фенолов. Однако некото-
рые фенолы, так называемые non-enhancer phenol, 
подавляют хемилюминесценцию в системе перокси-
даза хрена–H2O2–люминол–4-йодфенол [43]. В каче-
стве субстратов люминола эти фенолы конкурируют 
между собой, но не с 4-йодфенолом. Люминол до сих 
пор наиболее часто применяется при определении 
иммунореактивности лейкоцитов [37, 44, 45], его ис-
пользуют и в исследовании липопероксидазных 
реакций [24]. Широкое применение люминола обу-
словлено большим квантовым выходом его люминес-
ценции, однако усиленная люминолом хемилюминес-
ценция неспецифична, поэтому, используя люминол, 
невозможно точно определить, какие именно сво-
боднорадикальные реакции и в каких соотношениях 
протекают в исследуемом образце.

Существуют и более специфичные хемилюми-
несцирующие реагенты, например люциферин-лю-
циферазная система [46] (помимо люциферина лю-
цифераза может иметь и другие субстраты [46]), 
применяемая для обнаружения молекул АТР [47], 
что может использоваться для решения большого 
количества задач. 

Другой специфический химический хеми-
люминесцирующий реагент – целентеразин 
(2-(4-гидроксибензил)-6-(4-гидрофенол)-8-бензил-
3,7-дигидроимидазо[1,2-альфа]пиразин-3-он), с по-
мощью которого определяют содержание суперок-
сидного радикала O2

·–.
Один из реагентов, наиболее часто применяемых 

для детекции супероксидного радикала, – люци-
генин [6, 48]. Его, к примеру, можно использовать 
для изучения окисления ксантина или гипоксантина 
ксантиноксидазой [49] с целью обнаружения супе-
роксидного радикала, образующегося в ходе работы 
NADPH-оксидаз [49–52], а также в митохондриях 
интактных клеток [53] или же в суспензии выделен-
ных митохондрий [54, 55]. В последнее время раз-
работаны методики, в которых люцигенин использу-
ется для обнаружения дофамина [56] и глутатиона 
[57]. В обоих случаях люцигенин входит в состав от-
носительно сложной тест-системы (гипотетические 
механизмы активации люцигенинзависимой хеми-
люминесценции в различных системах подробно 
рассмотрены в обзоре [6]).

В качестве хемилюминесцирующего реагента ис-
пользуют также флуоресцеин, обладающий высо-
ким квантовым выходом триплетного возбуждения 
[58], например, в одной из методик индикации пе-
роксида водорода [40].

Используя в качестве хемилюминесцирующего 
реагента бромистый этидий, изучали дезаминиро-
вание аминокислот при их окислении H2O2 в при-

сутствии Fe2+ [59]. Установлено, что в системах, ис-
пользованных в этой работе, рост концентрации 
бромистого этидия до 100 мкМ сопровождался уве-
личением интенсивности люминесценции, которая 
снижалась при более высоких концентрациях бро-
мистого этидия. Причем бромистый этидий в кон-
центрации 1 мМ в значительной степени замедлял 
окисление аминокислот. 

Хемилюминесцентные зонды, несмотря на то, 
что они зачастую вызывают большее усиление све-
чения, поскольку сами участвуют в процессах, проис-
ходящих в изучаемой системе, не пригодны для про-
ведения фундаментальных исследований, к которым 
относится и изучение процессов пероксидации липи-
дов. В этом случае желательно использовать физи-
ческие усилители хемилюминесценции, обеспечиваю-
щие увеличение квантового выхода свечения за счет 
резонансного переноса энергии ЭВС продуктов реак-
ции без химического взаимодействия с участниками 
и продуктами этой реакции [60–62]. Подобный под-
ход в полной мере соответствует принципу невмеша-
тельства в исследуемую систему.

На рис. 1 представлены формулы некоторых ве-
ществ, используемых в качестве люминесцирующих 
реагентов, в ряде исследований.

ПОИСК ФИЗИЧЕСКИХ УСИЛИТЕЛЕЙ 
ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ, СОПРОВОЖДАЮЩЕЙ 
РЕАКЦИИ ПЕРОКСИДАЦИИ ЛИПИДОВ 
Взаимодействие хемилюминесцентного зонда 
с компонентами изучаемой системы представляет 
большую проблему для их использования в фун-
даментальных исследованиях, так как при этом 
анализируется хемилюминесцентный сигнал 
не от системы, допустим, липидный субстрат–пе-
роксидаза–пероксид водорода, а от системы липид-
ный субстрат–пероксидаза–пероксид водорода–ак-
тиватор хемилюминесценции. Такие данные нельзя 
считать в полной мере адекватными для переноса 
их на живые организмы.

Большой вклад в исследование усилителей хе-
милюминесценции, специфичных для свободно-
радикальных процессов с участием липидов, внес 
В.С. Шаров. В 1980-х годах была изучена воз-
можность использования различных лантаноидов 
для усиления хемилюминесценции. Выдвинуто 
предположение, что в основе этого процесса лежит 
межмолекулярный перенос энергии от продуктов, 
образующихся в ходе свободнорадикальных реак-
ций пероксидов, на 4f-оболочку иона лантаноида 
[63]. В качестве примера можно привести данные 
[64], которые позволили сделать вывод о возмож-
ности использования ионов тербия Tb3+ в каче-
стве физического усилителя хемилюминесценции 
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при изучении процессов пероксидации липидов. 
Несколько раньше показали, что комплекс европия 
с тетрациклином увеличивает интенсивность хеми-
люминесценции при перекисном окислении липидов 
[65]. Однако для проведения исследований в биоло-
гических системах ионы лантаноидов не подходят 
в силу следующих обстоятельств. Еще в 1980-х го-
дах обнаружили затухание хемилюминесценции 
при использовании ионов лантаноидов в модель-
ных биологических системах. Объяснили это тем, 
что ионы лантаноидов могут легко образовывать 
комплексные соединения с веществами буферной 
среды, в результате чего зачастую пропадает их 
способность усиливать хемилюминесценцию [65].

Кроме того, изучение механизма возникнове-
ния хемилюминесценции, усиленной комплек-
сом Eu3+ с 2,2-диметил-6,6,7,7,8,8,8-гептафтор-3,5-
октандионом в присутствии диметилдиоксирана 
(модельного органического пероксида), показало, 
что комплекс лантаноида химически взаимодей-
ствует с этим органическим пероксидом. А данные 
ЯМР-исследования смеси после реакции и фото-
физические характеристики выделенного про-
дукта реакции отличались от свойств исходного 
хелата европия. Сходные результаты получены 
и для комплексов Eu3+ с 2-теноилтрифторацетоном, 
2,2,6,6-тетраметил-3,5-гептандионом (дипивалоилме-
таном) и трис[3-(трифторметилгидроксиметилен)-
d-камфоратом], причем в случае комплекса с трис[3-
(трифторметилгидроксиметилен)d-камфоратом] 
в условиях избытка диметилдиоксирана наблюда-
лась хемилюминесценция, не свойственная иону 
Eu3+, а обусловленная неизвестным эмиттером [66]. 

По-видимому, хемилюминесценция хелатов лан-
таноидов может быть обусловлена их взаимодей-
ствием с органическими пероксидами [67]. Этот 
вывод подтверждается предположением о ключе-
вой роли диоксиранового интермедиата в развитии 

хемилюминесценции при твердофазной реакции 
пероксимоносульфата калия и гексагидрата нитра-
та европия в присутствии паров ацетона, хотя не-
посредственным эмиттером является ион Eu3+ [66, 
67]. Также стоит сказать, что в реакциях распада 
органических пероксидов активаторами хемилюми-
несценции, сходными с ионами Eu3+, являются ионы 
неодима Nd3+ и иттербия Yb3+ [66].

Однако необходимо указать, что химическим ак-
тиватором [66, 67] называют именно комплекс ионов 
лантаноидов, а не сами ионы, которые испускают 
фотоны, перехватывая ЭВС с хелатирующего агента. 

Таким образом, при поиске оптимального усили-
теля хемилюминесценции нужно использовать ве-
щества, в молекулах которых с высокой долей ве-
роятности смогут происходить триплет-синглетные 
переходы. Обусловлено это тем, что продукты, обра-
зующиеся при диспропорционировании липоперок-
сидных радикалов, находятся в триплетном ЭВС [11]. 
Описанные выше комплексы лантаноидов, несмотря 
на указанные недостатки, удовлетворяют этому тре-
бованию. Также данному требованию соответствуют 
и низкомолекулярные органические вещества, со-
держащие сопряженные циклические группировки. 
В качестве примера можно привести гистологический 
краситель нильский синий, используемый в качестве 
усилителя хемилюминесценции, сопровождающей 
окисление липидов, индуцированное ионами Fe2+ [68].

При исследовании закономерностей разложения 
тетраоксанов под действием неорганических солей 
Fe2+ в качестве физического активатора хемилюми-
несценции с большим квантовым выходом исполь-
зовали родамин 6G – вещество ксантенового ряда 
(как доказательство приведено совпадение кинети-
ческих зависимостей активированной и собствен-
ной хемилюминесценции изучаемой системы) [69]. 
Сходными свойствами обладают производные кума-
рина. Специфическими для реакций пероксидации 

Рис. 1. Формулы 
некоторых ве-
ществ, использу-
емых в качестве 
химических усили-
телей (активато-
ров) хемилюминес-
ценции: люминол 
(А), люцигенин 
(Б), 9,10-дифе-
нилантрацен (В), 
9,10-дибромантра-
цен (Г), родамин 
6G (Д), целентера-
зин (Е), бромистый 
этидий (Ж)
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липидов усилителями хемилюминесценции являются 
хинолизидиновые производные кумарина, известные 
как кумарин-314 (C-314), кумарин-334 (C-334) и ку-
марин-525 (C-525) [16, 60–62, 70]. В силу селективного 
усиления хемилюминесценции, вызванной свободно-
радикальными реакциями с участием липидов, имен-
но эти вещества наиболее целесообразно использо-
вать при изучении процессов пероксидации липидов. 

Производные кумарина и их применение 
для регистрации хемилюминесценции
Кумарины – это группа органических соединений, 
включающая ненасыщенные ароматические лак-
тоны – производные 5,6-бензо-α-пирона (кумари-
на, или 5,6-бензо-пиран-2-она) – лактона цис-орто-
оксикоричной кислоты [71]. Многие представители 
этой группы веществ используются как лазерные 
красители [72]. Эффективными флуорофорами 
с эмиссией в видимой области спектра являются 
производные кумарина, имеющие заместитель в 7-й 
позиции (в качестве примера приведены 7-гидрокси-
4-метилкумарин и 7-амино-4-метилкумарин) [12].

Привлекают внимание работы, в которых произ-
водные кумарина служат индикаторами или частью 
индикаторной системы. Структурные формулы про-
изводных кумарина, применяемых в качестве уси-
лителей хемилюминесценции, приведены на рис. 2. 
Одно из производных кумарина, получаемое реак-
цией конденсации нитрометана и кумаринилового 
альдегида, показало способность к избирательному 
специфичному обнаружению анионов цианида [73]. 
В результате реакции нуклеофильного ароматиче-
ского замещения цианидом водорода в молекуле 
кумарина происходит изменение цвета и усиление 
интенсивности флуоресценции (длина волны возбуж-
дения равна 365 нм) в такой степени, что ее можно 
наблюдать даже невооруженным глазом. Предел об-
наружения составил менее 3 мкМ цианида (в среде 
ацетонитрила): кумариновая группировка обеспечи-
вает появление ярко-синего флуоресцентного сигна-
ла. Также в качестве хромогенных и флуоресцент-
ных хемосенсоров для обнаружения цианид-аниона 
и катионов Cu2+ можно привести 6,7-дигидрокси-4-
метил-8-формилкумарин и 3,4-бензо-7-гидрокси-8-
формилкумарин [74]. DTMC – 7-(4,6-дихлор-1,3,5-
триазинил-2-амино)-4-метилкумарин, предложен 
для определения содержания пероксида водорода 
хемилюминесцентным методом [75]. Предел обна-
ружения пероксида водорода составляет 4 × 10-8 
моль/л. Но стоит обратить внимание на высокие зна-
чения pH среды (11.4), используемые в этом методе. 

Для обнаружения формальдегида было пред-
ложено использовать 1-диэтиламинобензо[4,3-e]-
пиран-2-гидразон (PFM) [76]. Через год был пред-

ставлен более эффективный люминофор, названный 
PFM4 (рис. 2, З) [77]. С его помощью успешно оце-
нено накопление формальдегида в лизосомах кле-
ток, обработанных индукторами стресса эндоплаз-
матического ретикулума [77].

В исследовании, проведенном в 1995 году, изучено 
влияние различных усилителей на интенсивность 
хемилюминесценции, сопровождающей индуциро-
ванное ионами железа перекисное окисление фос-
фолипидов в составе липосом, полученных из яич-
ного желтка. Наибольший эффект показал С-525 
(2,3,5,6-1H,4H-тетрагидро-9-(2’-бензимидазолил)-
хинолизин-(9,9a,1-GH)), который в концентрации 4 
мкМ более чем в 2000 раз увеличивал интенсив-
ность хемилюминесценции, не влияя при этом на ее 
кинетику [62]. Механизм усиления свечения в дан-
ном случае – это, судя по всему, перенос энергии 
с молекулы кетона, находящейся в ЭВС (первичного 
продукта рекомбинации пероксильных радикалов), 
на флуоресцентный уровень С-525 [60]. При этом 
нельзя не учесть, что С-525 содержит пуриновую 
группу, взаимодействие которой со свободными ра-
дикалами в определенных условиях приводит к про-
явлению антиоксидантных свойств у этого вещества 
[78]. Подобный недостаток имеется и у 2-метил-6-[p-
метоксифенил]-3,7-дигидроимидазо[1,2-a]пиразин-3-
она [79] – специфического активатора хемилюми-
несценции супероксидного радикала [80].

Однако, несмотря на подобную структуру, С-525 
достаточно часто используют в качестве активатора 

Рис. 2. Кумарин (А) и некоторые его производные: 
охратоксин A (Б), DTMC (В), 3-(2-нитровинил), 7-диэти-
ламино-кумарин (Г), C-314 (Д), C-334 (Е), C-525 (Ж), 
PFM4 (З)
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хемилюминесценции, например, с целью определе-
ния гидропероксидов липидов в системе липидный 
субстрат–Fe2+ [16]. На схожей системе с использо-
ванием С-334 показано, что хемилюминесценция си-
стемы, содержащей комплекс цитохрома c с карди-
олинином, обусловлена именно липопероксидазной 
и квазилипоксигеназной активностью этой наноча-
стицы, а не негемовым железом посредством реак-
ции Фентона [81].

Изучению ЭВС производных кумарина также 
следует уделить внимание. Определение фотоге-
нерирования радикалов катиона C-314 с исполь-
зованием наносекундного возбуждения лазером 
при длинах волн более 400 нм в бензоле, ацетони-
триле и дихлорметане позволило обнаружить три-
плетное ЭВС C-314 с максимальным поглощением 
на длине волны 550 нм и временем жизни 90 мкс 
в бензоле, которое легко гасится кислородом [82]. 
В водной среде возбужденное состояние не обна-
ружено, но зато идентифицирован относительно 
долгоживущий (160 мкс в растворах с уравновешен-
ным воздухом) катионный свободный радикал C-314 
с максимумом поглощения на длине волны 370 нм. 
Кроме того, показано тушение этих катионных сво-
бодных радикалов C-314 фенольными антиоксидан-
тами; константа скорости этой реакции оказалась 
больше 109 M-1с-1 [82]. Согласно [82], эта реакция 
протекает по механизму переноса электронов меж-
ду фенольным антиоксидантом и катион-радикалом 
C-314, причем возможно и образование ионных пар.

Изучение растворения C-314 в водной среде с до-
бавлением поверхностно-активного вещества [83] вы-
явило наличие двух хорошо дифференцированных 
межфазных сред (вода/воздух). Автором настояще-
го обзора показано, что C-314, C-334 и C-525 в кон-
центрациях выше 50 мкМ в воде не растворяются, 
при этом оптимальным диапазоном концентраций 
производного кумарина в системе является 20–25 
мкМ. Согласно [83] добавление поверхностно-актив-
ного вещества способствовало сольватации C-314. 
При этом выявлено два различных положения моле-
кул C-314 относительно пространственных доменов 
поверхностно-активного вещества в результате боль-
ших флуктуаций концентрации поверхностно-актив-
ных веществ, которые имеют место при небольшой 
«зоне покрытия», обычно называемой «пространством 
двумерного газожидкостного сосуществования» [83].

С помощью хемилюминесценции, активирован-
ной C-525, изучены механизмы действия различных 
антиоксидантов: β-каротина, токоферола, рутина 
и аскорбата – подавления ими перекисного окис-
ления липидов, запускаемого свободными ионами 
двухвалентного железа [84]. При использовании ме-
тода усиленной C-525 хемилюминесценции были из-

учены физико-химические свойства липопротеинов 
низкой плотности плазмы крови. Показано повыше-
ние амплитуды быстрой вспышки люминесценции 
для окисленных липопротеинов в среде, содержа-
щей катионы Fe2+ [61]. Методом регистрации хеми-
люминесценции, усиленной C-525, изучено свобод-
норадикальное окисление кардиолипина в составе 
его комплекса с цитохромом c [70].

Интересны результаты сравнения кумарина C-525 
как усилителя хемилюминесценции с хлорофиллом-α 
[72]. Квантовый выход свечения при использовании 
C-525 оказался гораздо выше. Наблюдалось усиление 
на 2–3 порядка хемилюминесценции, сопровождаю-
щей индуцированное трет-бутилгидропероксидом 
окисление микросом из печени крысы и перекис-
ное окисление липосомных липидов. Отмечается, 
что производные кумарина активируют хемилю-
минесценцию за счет переноса энергии от карбони-
лов, находящихся в триплетном ЭВС, образующихся 
в реакции пероксидного радикала через механизм 
Расселла или при разложении диоксетана. 

Необходимо отметить весьма существенный не-
достаток хинолизидиновых производных кумарина: 
C-525 терял способность к люминесценции в сыво-
ротке крови [55]. Предполагается, что это обуслов-
лено связыванием С-525 с сывороточными альбу-
минами.

Неоднократно сообщалось, что C-314, C-334 
и C-525 являются люминофорами, не реагирующи-
ми с компонентами исследуемой смеси [16, 60–62, 70]. 
И хотя данный вывод получен в системе, в которой 
шла неферментативная пероксидация липидов [62], 
он по умолчанию переносится и на системы, в кото-
рых этот процесс запускается пероксидазой, несмо-
тря на то, что В.С. Шаров и соавт. еще в 1996 году 
сообщили, что C-525 не подходит для изучения пе-
роксидации липидов, катализируемой пероксидазой 
хрена, в силу его нестабильности в этой системе [72]. 

Данные о том, что хинолизидиновые производные 
кумарина служат субстратами пероксидазной реак-
ции, подтверждены в работах [85, 86], в которых по-
казано статистически значимое снижение концен-
трации C-314, C-334 и C-525 в ходе пероксидазной 
реакции, катализируемой комплексом цитохрома c 
с кардиолипином. Снижение концентрации кумари-
новых производных в процессе ферментативной ли-
пидной пероксидации приводит к снижению интен-
сивности хемилюминесценции, что может привести 
к ошибочной интерпретации данных: исследователь 
может сделать ложный вывод о снижении интен-
сивности процесса перекисного окисления липидов. 
В случае изучения, к примеру, антиоксидантов, та-
кая ложная трактовка приведет к ошибочному суж-
дению об эффективности подавления исследуемым 
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веществом липидной пероксидации. Чтобы этого 
избежать при проведении опыта по измерению хе-
милюминесценции, сопровождающей липидную пе-
роксидацию и усиленной производными кумарина, 
нужно умножать зарегистрированные хемилюмино-
метром значения ее интенсивности на поправочные 
на снижение концентрации производных кумарина 
коэффициенты для соответствующих моментов вре-
мени от начала реакции. Эти коэффициенты следу-
ет вычислять, используя математическую функцию, 
обратную убывающей функции доли концентрации 
производных кумарина от времени реакции.

При этом следует также убедиться, что реак-
ция между производным кумарина и пероксидазой 
не сопровождается люминесценцией. В противном 
случае в функцию вычисления поправочных ко-
эффициентов необходимо также добавлять допол-
нительные коэффициенты, нивелирующие вклад 
в зарегистрированные прибором значения люминес-
ценции свечения, обусловленного реакцией усили-
теля хемилюминесценции с пероксидазой, не име-
ющий отношения к свечению, сопровождающему 
перекисное окисление липидов.

При корректировке при помощи обсуждаемых 
поправочных функций зарегистрированных при-
бором хемилюминесцентных кривых их можно бу-
дет приводить в такой вид, который бы они имели 
в случае постоянства концентрации усилителя хе-
милюминесценции в системе. Следовательно, станет 
возможной адекватная оценка процессов фермента-
тивного перекисного окисления липидов, имеющих 
место в исследуемой пробе. 
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