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Перекисное окисление липидов является ключевым фактором 
программируемой гибели клеток различной этиологии. Этот про-
цесс имеет место и при действии ионизирующего излучения на 
биологические системы, что является сутью теории липидных 
радиотоксинов, являющейся частью структурно-метаболической 
теории биологического действия ионизирующего излучения. Не-
ферментативная липидная пероксидация приводит в конечном 
итоге к гибели по механизму ферроптоза, а ферментативная, 
катализируемая комплексом цитохрома c с кардиолипином, за-
пускает апоптоз по митохондриальному пути. По результатам 
исследований, проведенных в течение последних 10 лет, уста-
новлено, что препараты на основе хлорофилла являются эф-
фективными радиопротекторами. Единственным механизмом их 
действия может являться ингибирование радикальных реакций 
с участием липидов. Поэтому препараты на основе хлорофилла 
можно использовать в качестве антиоксиданта при профилактике 
и терапии различных патологий, вызванны х свободнорадикаль-
ным окислением липидов. В настоящей работе при помощи ре-
гистрации хемилюминесценции, усиленной хинолизидин[5,6,7-
gh]3-ацетилкумарина (в англоязычной литературе известным как 
coumarin-334), установлено подавление реакции радикального 
окисления липидов, вызванного квазилипоксигеназной актив-
ностью комплекса цитохрома c с кардиолипином. Данный вывод 
был сделан на основании достоверного подавления хемилюми-
несценции хлорофиллином натрия концентрациями 1,56 мкМ и 
выше. Полученный результат показывает актуальность дальней-
шего многопланового исследования возможности эффективного 
применения различных производных хлорофилла при терапии 
и профилактике патологических состояний, вызванных окисли-
тельным стрессом.
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пином, квазилипоксигеназная реакция, антиоксиданты, хлоро-
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Введение

Перекисное окисление липидов, приводящее 
к разрушению биологических мембран и гибели 

клетки, является одним из проявлений состоя-
ния, называемого окислительным стрессом [1]. 
Запускаться этот процесс может как нефермен-
тативным, так и ферментативным путём. Фер-
ментативный катализ этого процесса осуществля-
ется цитохромом c (CytC), который приобретает 
липопероксидазную и квазилипоксигеназную 
активность в результате конформационного из-
менения, которое происходит при образовании 
его комплекса с кардиолипи  ном; это приводит 
к запуску программы апоптоза по митохондри-
альному (внутреннему) пути [2]. В результате 
неферментативного перекисного окисления мито-
хондриальных мембранных фосфолипидов запу-
скается программа ферроптоза – некрозоподобной 
гибели клеток [3], вп ервые описанной в 2 012 г. 
в работе [4]. Примечательно, что гибель клеток 
ферроптозом может запустить процесс некроптоза 
соседних клеток [5]. При этом ещё в середине 
XX в. установлено, что продукты радикального 
окисления липидов, называемые липидными 
радиотоксинами, являются одним из основных 
факторов развития лучевого поражения [6, 7]. 
Теория липидных радиотоксинов, являясь частью 
структурно-метаболической теории биологиче-
ского действия ионизирующего излучения [8], 
остается актуальной и на сегодняшний день. Так, 
недавно установлено, что гибель гемопоэтических 
клеток костного мозга при действии γ-излучения 
происходит именно по механизму ферроптоза [9], 
что укладывается в рамки указанной концепции. 
В связи с этим можно говорить о том, что одним 
из механизмов действия радиопротекторов может 
служить ингибирование каскада реакций пере-
кисного окисления липидов.

В недавних работах препарат на основе 
хлорофилла показан как эффективный радиопро-
тектор. Его введение лабораторным животным в 
разы увеличивало их устойчивость к воздействию 
ионизирующего излучения [10–12]. Единствен-
ным возможным механизмом радиопротекторного 
действия препарата хлорофилла может быть пода-
вление реакций перекисного окисления липидов.

Целью настоящей работы является изуче-
ние на модельной системе методом хемилюми-
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Как видно из представленных на рис. 1 схем, 
в ходе квазилипоксигеназного катализа незави-
симо от механизма его протекания происходит 
постоянное образование радикалов липидов R•. 
Эти радикалы в присутствии кислорода быстро 
входят в каскад цепных реакций перекисного 
окисления:

R• + O2 → ROO•

ROO• + ROO•       → R = O* → R = O + Photon

RO• + RH → ROH + R•

ROO• + RH → ROOH + R•

Последняя реакция обеспечивает разветвле-
ние цепного процесса [13, 14].

При этом концентрация липидных перекисей 
растёт на порядки в сравнении с тем количе-
ством, которое было изначально в образце. При 
этом вновь образовавшиеся липидные перекиси 
тоже могут становиться субстратами квазилипок-
сигеназной реакции. Таким образом, модельная 
система, в которой катализ реакции перекисного 
окисления липидов осуществляет CytC-TOCL, 
является вполне подходящей для изучения ин-

гибирования радикальных липидных реакций 
хлорофиллином и другими антиоксидантами. 
Механизм действия антиоксидантов заключается 
в реакции со свободными радикалами. В ходе 
этой реакции образуются продукты, не спо-
собные на продолжение цепного радикального 
процесса [13].

Использование активатора хемилюминес-
ценции – вещества, которое перехватывает 
электронные возбуждённые состояния у продук-
тов радикальной реакции и высвечивает фото-
ны с большим квантовым выходом, позволяет 
увеличить интенсивность CLum до значений, 
которые можно адекватно оценивать. В настоя-
щем исследовании в качестве активатора CLum 
выбран хинолизидин[5,6,7-gh]3-ацетилкума-
рин, называемый в англоязычной литературе 
coumarin-334 (C-334). Это вещество является 
специфическим для радикальных реакций c уча-
стием липидов CLum активатором. Схематично 
процесс его можно представить следующим 
образом [14]:

R = O* + C − 334 → R = O + C − 334* → R =
= O + C − 334 + Photon.

несценции  (CLum) воздействия хлорофиллина 
(водорастворимого производного хлорофилла) 
на окисление липидов, вызванное квазилипок-
сигеназной реакцией, катализируемой комплек-
сом цитохрома c с тетраолеилкардиолипином 
(CytC-TOCL). Липидным субстратом в настоящем 

исследовании выступал бычий кардиолипин, под-
вергнутый медленному окислению для появления 
в его структуре гидропероксидных группировок, 
являющихся субстратом квазилипоксигеназной 
реакции. Возможные альтернативные варианты 
течения этой реакции показаны на рис. 1.

Рис. 1. Механизмы квазилипоксигеназной реакции: а – через двуэлектронное окисление пероксидазы 
с последующим восстановлением; б – через одноэлектронное окисление пероксидазы с последующим 

восстановлением
Fig. 1. The mechanism of the quasilipoxygenase reaction: a – via twoelectron oxidation of the peroxidase with 

the subsequent   recovery; b – via one-electron oxidation of the peroxidase with the subsequent recovery

а /а б/b
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Материалы и методы

Исследования по измерению хемилюми-
несценции проводились на хемилюминометре 
«Lum-100» фирмы ООО «ДИСофт» (Россия), 
подключенном к компьютеру с программным 
обеспечением «PowerGraph».

Перед началом каждой серии измерений 
хемилюминометр калибровался по ураниловому 
стеклу.

Кювета, содержащая 100 мкл 100 мкМ CytC 
(Sigma-Aldrich, США), 50 мкл 6 мМ метанольного 
раствора тетраолеилкардиолипина (TOCL) (Avanti 
Polar Lipids, США), 25 мкл 1 мМ C-334 (Sigma-
Aldrich, США), 100 мкл раствора хлорофиллина 
различных концентраций, помещалась в кюветное 
отделение хемилюминометра, после чего велась 
регистрация фонового сигнала в течение 30 с. 
Началом реакции считался момент внесения в 
систему 25 мкл 6 мМ раствора окисленного бы-
чьего кардиолипина (Avanti Polar Lipids, США). 
Реакция протекала в среде 20 мМ фосфатного 
буфера. Регистрация CLum, сопровождающей 
квазилипоксигеназную реакцию, продолжалась 
в течение 300 с.

В качестве реактива хлорофиллина использо-
ван коммерческий препарат фирмы «Nature’s Sun-
shine Products Inc.» (США), содержащий медный 
хлорофилл ин натрия концентрацией 4335,8 мкМ, 
под торговым названием «Хлорофилл жидкий» 
(“Liquid Chlorophyll”). Растворы необходимых для 
исследования концентраций получены методом 
последовательных разбавлений 20 мМ фосфатным 
буфером.

Алгоритм добавления и объёмы растворов и 
данные концентрации веществ были подобраны 
по результатам подготовительных экспериментов, 
а концентрации CytC и TOCL взяты с расчётом 
на оптимальное соотношение CytC:TOCL =1:30, 
указанное в работе [2].

Для каждой концентрации хлорофиллина 
было приготовлено 8 экспериментальных проб 
для проведения регистрации CLum-сигнала, то 
же относится и к контрольным пробам. Таким 
образом, для каждой концентрации было в итоге 
получено 8 значений светосуммы. На основании 
этих значений было вычислено среднее арифмети-
ческое значение. Статистическая обработка произ-
водилась с использованием t-критерия Стьюдента 
при доверительной вероятности 0,99. Для прове-
дения вычислений использовался пакет «Анализ 
данных» в составе программного обеспечения 
«MS Excel 2016» с применением инструмента 
анализа «Описательная статистика» при уровне 
надёжности 99%.

Проверка гипотезы о нормальном распреде-
лении полученных данных для каждой концен-
трации хлорофиллина была проведена по обще-
принятой методике с использованием критерия 
согласия Пирсона с программным обеспечением 
«MS Excel 2016».

Результаты и их обсуждение

В ходе исследования была зарегистрирована 
CLum реакционной смеси, содержащей CytC-
TOCL, препарат липопероксидов, полученный 
путём медленного окисления бычьего кардио-
липина, и препарат хлорофиллина различных 
концентраций. На основании полученных хеми-
люминограмм вычислена светосумма за первые 
300 с реакции. Необходимо сразу заметить, что 
была также зарегистрирована CLum пробы, со-
держащей только TOCL, препарат липоперокси-
дов и C-334, но не содержащей CytC. Эта проба 
выполняет роль контроля на пероксидазу. В ней 
максимальное значение интенсивности CLum со-
ставило 0,227 В, а светосуммы за 300 с – 31,89 В. 
Эти значения меньше соответствующих значений, 
полученных в других пробах. Помимо всего про-
чего это показывает, что CLum в применяемой 
модельной системе обусловлена квазилипоксиге-
назной активностью CytC-TOCL, а не просто реак-
цией диспропорционирования липопероксильных 
радикалов, имеющих место в образце.

Результаты эксперимента по изучению вли-
яния хлорофиллина на CLum, сопровождающую 
катализируемую CytC-TOCL квазилипоксигеназ-
ную реакцию, показаны на рис. 2.

На основании представленных на рис. 2 
данных можно сказать, что хлорофиллин в кон-
центрациях, равных и превышающих 1,56 мкМ 
с уровнем надежности 99% угнетает хемилюми-
несценцию, сопровождающую квазилипоксиге-
назную реакцию, катализируемую CytC-TOCL. 
Это подавление хемилюминесценции может сви-
детельствовать о достоверном ингибировании 
хлорофиллином каскада реакций перекисного 
окисления липидов. Полученный вывод вполне 
согласуется с литературными данными. Так, 
авторы [11], проводившие химическую оценку 
интенсивности протекания процесса перекисно-
го окисления липидов у мышей, подвергнутых 
воздействию γ-излучения, путём определения 
концентрации малонового диальдегида, на-
блюдали сниженное содержание этого маркёра 
у мышей, которые получали препарат хлоро-
филла, в сравнении с мышами, которые его не 
получали.
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Таким образом, можно говорить о подавле-
нии хлорофиллом и его производными процесса 
перекисного окисления липидов. Это позволяет 
начать более детальные исследования возможно-
сти применения хлорофилла и его производных 
при профилактике и терапии патологий, вызван-
ных окислительным стрессом. Если говорить 
конкретно о подавлении радикальной реакции, 
катализируемой комплексом CytC с кардиолипи-
ном, то можно сказать, что это позволит бороться с 
заболеваниями, причиной которых является апоп-
тоз, запускающийся по митохондриальному пути, 
в том числе различными кардиодегенеративными 
и нейродегенеративными состояниями.

Заключение

В ходе исследования установлено дозозави-
симое снижение интенсивности CLum, сопро-
вождающей вызванное квазилипоксигеназной 
активностью CytC-TOCL окисление липидов, под 
действием хлорофиллина. Концентрация хлоро-
филлина, вызывающая половинное тушение этой 
CLum, составила ≈3,7 мкМ. Полученный вывод 
позволяет начать планирование более детального 
исследования действия различных производных 
хлорофилла как антиоксидантов, в том числе и для 
профилактики и терапии патологий, вызванных 
развитием апоптоза, обусловленного активностью 
комплекса CytC с кардиолипином в митохондриях.
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На рис. 3 показано выведение концентрации 
половинного тушения CLum хлорофиллина для 
изучаемой системы. Нижняя прямая линия соот-
ветствует значению светосуммы, полученному 
для пробы, не содержащей CytC. Согласно пред-
ставленному на рис. 3 графику эта концентрация 
хлорофиллина составила примерно 3,7 мкМ.

Концентрация хлорофиллина, равная 3,7 мкМ,
соответствует примерно 1172-кратному разбав-
лению используемого коммерческого препарата.
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Рис. 2. а – интенсивность хемилюминесценции системы 10 мкМ цитохром c, 300 мкМ тетраолеилкардиолипин, 25 мкМ 
coumarin-334, 150 мкМ липопероксиды в присутствии указанных в легенде концентраций хлорофиллина; б – светосумма 

указанной системы за 5 мин реакции, *достоверное отличие от значения контроля при P = 99%, n = 8
Fig. 2. The chemiluminescence intensity of the 10 μM cytochrome c, 300 μM tetraoleylcardiolipin, 25 μM couma-
rin-334, 150 μM lipoperoxides system in the presence of the chlorophyll concentrations indicated in the legend (a);
light Sum of the aforesaid system in 5 minutes of reaction, *signifi cant difference from the control value at P = 99%, n = 8 (b)
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Рис. 3. Графическое определение концентрации хлоро-
филлина, вызывающей половинное тушение CLum, инду-
цированной CytC-TOCL, составившей 3,7 мкМ. Нижняя 
пунктирная линия – значение светосуммы для пробы, не 

содержащей CytC (контроль на пероксидазу)
Fig. 3. Graphical determination of the concentration of chlo-
rophyllin that causes half-quenching of chemiluminescence 
induced by cytochrome c– tetraoleylcardiolipin complex, 
amounting to 3.7 μM. The lower dotted line denotes the value 
of the light sum for a sample that does not contain cytochrome c 

(peroxidase control)
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Chlorophyllin Inhibits Chemiluminescence 

That Accompanies a Quasi-Hypoxygenase Reaction 

Catalyzed by the Cytochrome c-Cardiolipin Complex
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Lipid peroxidation is a key factor in programmed cell death of various 
etiologies. This process also occurs when ionizing radiation acts on 
biological systems. It is the essence of the theory of lipid radiotoxins, 
which is part of the structural and metabolic theory of the biological 
action of ionizing radiation. Non-enzymatic lipid peroxidation eventually 

leads to death by the mechanism of ferroptosis, while enzymatic lipid 
peroxidation, catalyzed by the cytochrome c-cardiolipin complex, trig-
gers apoptosis along the mitochondrial pathway. According to the results 
of research conducted over the past 10 years, it has been established 
that drugs based on chlorophyll are effective as radioprotectors. The 
only mechanism of their action may be the inhibition of radical reac-
tions involving lipids. Therefore, drugs based on chlorophyll can be 
used as the antioxidants in the prevention and treatment of various 
pathologies caused by free radical lipid oxidation. In the present study, 
using the method of activated coumarin-334 (quinolysidine[5,6,7-
gh]3-acetylcoumarin) chemiluminescence, we have established the 
suppression of the reaction of radical lipid oxidation caused by the 
quasilipoxygenase activity of the cytochrome c-cardiolipin complex. 
This conclusion was arrived at on the basis of reliable suppression 
of chemiluminescence by sodium chlorophyllin at concentrations of 
1.56 μm and higher. The obtained result shows the relevance of 
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further multi-faceted research of the possibility of effective use of 
various chlorophyll derivatives in the treatment and prevention of 
pathological conditions caused by oxidative stress.
Keywords: apoptosis, cytochrome c-cardiolipin complex, quasili-
poxygenase reaction, antioxidants, chlorophyll, chlorophyllin,  chemi-
luminescence.
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