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ВВЕДЕНИЕ

В клетках имеется несколько основных си-
стем, в которых свободные радикалы (актив-
ные формы кислорода, АФК) образуются в ка-
честве основного или побочного продукта. Пре-
жде всего, это NADPH-оксидазы, мембранные 
ферменты, продуцирующие супероксидный 
анион-радикал (САР) по реакции одноэлек-
тронного восстановления. Известно семь изо-
форм этого ферментного комплекса, из кото-
рых лучше всего изучена фагоцитарная Nox2. 
Многие клетки, в том числе эндотелиоциты 
и фибробласты, используют NADPH-оксида-
зу для АФК-сигналинга и перекрестных вза-
имодействий (crosstalk) с клетками иммунной  
системы [1].

Важной системой продукции (САР) являются 
митохондрии. Известно, что в результате работы 
NADH-зависимой цепи на внутренней мембране 

утечка САР происходит в 11 местах, главным об-
разом, в комплексах I, II, III, причем САР про-
дуцируется как в матрикс, так и в межмембран-
ное пространство [2]. Кроме митохондриальной 
дыхательной цепи, значительную роль в про-
дукции САР играет микросомальная дыхатель-
ная цепь (система цитохрома Р-450), количество 
АФК, образующееся в которой, сопоставимо 
с количеством АФК в митохондриях [3], особен-
но значимой микросомальная система является  
в клетках печени.

САР-продуцирующий фермент ксантинок-
сидоредуктаза экспрессируется в виде ксан-
тиндегидрогеназы, а затем в результате пост-
трансляционной модификации превращает-
ся в ксантиноксидазу. Этот фермент участвует 
в обмене пуринов, окисляя различные субстра-
ты, но, в первую очередь, ксантин и гипоксан-
тин с образованием САР [4].
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Методом активированной хемилюминесценции (ХЛ) исследована радикал-продуцирующая спо-
собность тромбоцитов человека. Показано, что только в присутствии селективного зонда на су-
пероксид-анион люцигенина регистрируется хемилюминесценция изолированных тромбоци-
тов, причем это свечение усиливается многократно при добавлении субстратов окислительных 
цепей NADH и NADPH. На хемилюминесценцию не влияет ингибитор NADPH-оксидазы дифе-
нилйодоний, но ее ингибируют дозозависимо разобщители фосфорилирования динитрофенол 
и ротенон. Таким образом, основным свободным радикалом, генерируемым тромбоцитами, яв-
ляется супероксидный анион-радикал, а одним из источников супероксидного анион-радикала 
в тромбоцитах – митохондрии.
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В последнее время методом ЭПР доказано, что 
промежуточными продуктами в превращениях 
арахидоновой кислоты, катализируемых цикло-
оксигеназой, являются пероксильные радикалы 
[5]. Арахидоновая кислота (АК) также может ме-
таболизироваться монооксигеназами эндоплазма-
тического ретикулума.

Все эти источники свободных радикалов при-
сутствуют в тромбоцитах, особенно циклооксиге-
наза, и теоретически могут вносить тот или иной 
вклад в продукцию АФК. Еще в 1977 году Маркус 
показал, что тромбоциты способны продуциро-
вать АФК, однако, по поводу их источника до сих 
пор существуют разные мнения [6, 7]. Тромбоци-
ты как нестимулированные, так и стимулирован-
ные такими агонистами, как коллаген и тромбин, 
продуцируют АФК, в том числе САР, гидроксиль-
ный радикал и пероксид водорода [8–11]. Эндо-
генный синтез АФК указывает на их аутокрин-
ную или паракринную роль в активации тромбо-
цитов, аналогичную описанной для экзогенных 
АФК [12].

Тромбоциты содержат NADPH-оксидазу  – 
многие из ее субъединиц обнаружены в тром-
боцитах [13, 14]. Тромбоцитарная NADPH-ок-
сидаза Nox2 генерирует мало внеклеточных 
АФК по сравнению с нейтрофилами – количе-
ство продуцируемого САР составляет порядка 
нмоль/мин/105 клеток, что примерно столько же, 
сколько в эндотелиальных клетках, но составля-
ет всего 1% от САР, высвобождаемого активиро-
ванными нейтрофилами [15]. Это делает ее важ-
ной скорее для внутриклеточных сигнальных 
механизмов, нежели для защитного ответа ор-
ганизма, хотя дыхательный взрыв и усиливается 
в присутствии тромбоцитов [13, 16–18]. Тромбо-
цитарную NADPH-оксидазу стимулируют кол-
лаген и тромбин.

Ингибирование образования тромбоцитарного 
САР хлоридом дифенилйодония показано незави-
симо несколькими исследовательскими группами 
[13, 14]. Krötz F. и соавт. [13] показали, что химер-
ный пептид gp91 ds-tat, специфически ингибиру-
ющий взаимодействие между субъединицами gp91 
и p47, также предотвращает выработку тромбоци-
тарного САР.

Имеются сведения, что ксантиноксидаза 
в тромбоцитах вносит вклад в тромбин-инду-
цированную продукцию АФК [13]. По данным 
других наблюдений дополнительная роль при-
надлежит зависимому от фосфолипазы А2 высво-
бождению АК [19, 20]. Другие ферменты АК-ме-
таболизма, такие как липоксигеназа, также мо-
гут принимать участие в высвобождении АФК 
[21, 22], но пока нет данных о функциональной 

роли липоксигеназо- и циклооксгеназо-зависи-
мого образования АФК в тромбоцитах.

Суммируя сказанное, можно утверждать, что 
основным источником АФК в тромбоцитах в на-
стоящее время считается система NADPH-ок-
сидазы, хотя возможный вклад может вносить 
ксантиноксидаза. Мало внимания уделено дру-
гим источникам АФК – митохондриям, микро-
сомальной дыхательной цепи и каскаду АК. Цель 
настоящей работе состояла в изучении возмож-
ных источников АФК в тромбоцитах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Хемилюминесценцию (ХЛ) регистрировали 
на 12-канальном хемилюминометре Lum-1200  
(ДИСофт, Россия). В кювету хемилюминометра 
помещали выделенные тромбоциты и регистри-
ровали собственное свечение в течение 5 мин. За-
тем добавляли активатор ХЛ и регистрировали 
сигнал в течение 10 мин, потом добавляли NADH 
или NADPH, полученные растворением препара-
тов NADH или NADPH (оба Sigma-Aldrich, США) 
в бидистиллированной воде (Milli-Q). Общий 
объем системы составлял 1.000 мл. Все экспери-
менты проводили в среде Хенкса (ПанЭко, Рос-
сия, рН 7.4) с добавлением HEPES (Sigma, США).

Исходный раствор 1 мМ люминола (Sigma- 
Aldrich, США) готовили растворением навески 
в фосфатном буферном растворе (ФБ); 0.5 мМ 
родамина 6Ж (Реахим, Россия) в бидистилли-
рованной воде (Milli-Q), а 1 мМ люцигенина 
(Sigma-Aldrich, США) и 0.5 мМ кумаринов С-525 
(ООО Ниопик, Россия) и С-334 (Sigma, США) –  
в метаноле (Merck, Германия).

Использовали супероксиддисмутазу (СОД 
из эритроцитов быка, 5030 Ед/мг белка, Sigma, 
США), разобщитель окислительного фосфорили-
рования – 2,4-динитрофенол (ДНФ, Sigma, США), 
ингибитор комплекса I – ротенон (Sigma, США), 
ингибитор NADPH-оксидазы  – хлорид дифе-
нилйодония (Fluka, США).

В качестве растворителей использовали: мети-
ловый спирт (Merck, Германия), диметилсульфок-
сид (ДМСО, Helicon, Россия).

Микроскопические эксперименты. Проникно-
вение ХЛ-зондов в тромбоциты изучали методом 
конфокальной микроскопии на приборе Zeiss 
Hal 100, длина волны возбуждения лазера 405 нм, 
фильтра 520 ± 17 нм.

Тромбоциты выделяли из цельной крови 
(практически здоровые доноры, кровь получена из 
ННПЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева), стабилизи-
рованной цитратом, в присутствии простагланди-
на Е1 (конечная концентрация 1 мкМ) и апиразы 
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(конечная концентрация 0.1 ед/мл). Первое цен-
трифугирование проводили при 100 g в течение 
8 мин, отделяли обогащенную тромбоцитами 
плазму от эритроцитарно-лейкоцитарного осад-
ка, добавляли тройной объем 3.8% цитрата, да-
лее центрифугировали в течение 5 мин при 400 g,  
отделяли верхний слой плазмы от осадка тромбо-
цитов, ресуспендировали буферным раствором до 
состояния опалесцирующего раствора [23].

Аликвоту объемом 30 мкл суспензии тромбо-
цитов наносили на стекло, модифицированное 
фибриногеном, и смешивали с равным объемом 
ХЛ-зондов. Спустя 10 мин раствор аккуратно 
удаляли с подложки, адгезированные тромбо-
циты несколько раз промывали раствором Хенк-
са + HEPES и анализировали под микроскопом.

Выделение изолированных тромбоцитов из обо-
гащенной тромбоцитами плазмы. Обогащенная 
тромбоцитами плазма практически здоровых до-
норов для ХЛ-экспериментов была предоставлена 
Гематологическим научным центром Минздрава 
РФ. Всего было исследовано 25 образцов обога-
щенной тромбоцитами плазмы практически здо-
ровых доноров. Для каждой пробы проводили по 
три параллельных измерения.

Во время проведения экспериментов плазму 
хранили при комнатной температуре и посто-
янном покачивании не более 3 ч. Обогащенную 
тромбоцитами плазму центрифугировали в те-
чение 20 мин при 1000 g и t = 25

 
°C. Осадок ре-

суспендировали в растворе Хенкса/Hepes рН 7.4 
(объемом, равным объему исходной плазмы) 
и центрифугировали в течение 15 мин при 1000 g 
и t = 25

 
°C. Процедуру отмывания тромбоцитов 

повторяли 2 раза. Количество тромбоцитов в ис-
следуемых объектах контролировали с помощью 
гематологического анализатора Abacus Junior 30 
(Австрия, Diatron). Суспензия изолированных 
тромбоцитов содержала около 600–800 × 109 л–1 
тромбоцитов.

Выделение митохондрий из печени крыс. Мито-
хондрии выделяли из печени самцов крыс Wistar 
(275 ± 25 г) согласно [24]. Крыс декапитировали 
под наркозом (эфир). Все манипуляции проводи-
ли при температуре 0–4

 
°C на льду. Образец пе-

чени массой около 4 г промывали в буфере вы-
деления (10 мМ HEPES, 1 мМ EGTA, 70 мМ са-
хароза и 200 мМ маннитол, рН 7.50, все реагенты 
Sigma-Aldrich). Образец гомогенизировали в 40 мл 
буфера выделения, содержащем 1 мг/мл делипи-
дированного бычьего сывороточного альбумина 
(Sigma-Aldrich, США). Полученную суспензию 
центрифугировали при 600 g в течение 5 мин. На-
досадочную жидкость отделяли и центрифуги-
ровали при 11000 g в течение 10 мин. Надосадоч-
ную жидкость удаляли, осадок ресуспендировали 

в 40 мл буфера выделения. Полученную суспен-
зию центрифугировали при 600 g в течение 5 мин. 
Надосадочную жидкость отделяли и центрифуги-
ровали при 11000 g в течение 10 мин. Надосадоч-
ную жидкость удаляли, осадок ресуспендировали 
в буфере хранения (10 мМ Hepes, 250 мМ сахароза, 
1 мМ АТР, 0.08 мМ ADP, 5 мМ сукцинат натрия 
и 2 мМ KH2PO4, рН 7.50) при температуре 0–4

 
°C 

на льду.
Концентрацию белка в митохондриях опреде-

ляли стандартным методом с помощью Total protein 
reagent (Sigma, США) с использованием бычьего 
сывороточного альбумина в качестве стандарта. 
Во всех экспериментах использовали митохондрии 
с концентрацией белка около 10 мг/мл.

Жизнеспособность митохондрий контролиро-
вали с помощью электрохимического измерения 
дыхательного контроля митохондрий (Эксперт, 
Эконикс, Россия). Дыхательный контроль во всех 
экспериментах составлял от 4 до 6.

Образцы центрифугировали на центрифуге 
Hermle Z 32 HK (Hermle Labortechnik, Германия) 
с охлаждением.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Эффект активаторов ХЛ и воздействия NADH 
и NADPH. Для определения природы свободных 
радикалов, продуцируемых тромбоцитами, ис-
пользовали различные химические и физические 
активаторы ХЛ. С помощью неселективного акти-
ватора люминола оценивали общее образование 
свободных радикалов; в качестве зонда на САР 
использовали люцигенин. Вклад образования 
липидных радикалов оценивали с помощью рода-
мина 6Ж и хинолизиновых производных кумари-
на C-334 и C-525 (рис. 1). Слабая собственная ХЛ 
изолированных тромбоцитов наблюдалась только 
в присутствии люцигенина.

При добавлении источника восстановлен-
ных эквивалентов NADH или NADPH (0.10 мМ) 
в присутствии люцигенина наблюдали значимый 
рост ХЛ (рис. 1), в присутствии других активато-
ров свечение оставалось на уровне фона. В каче-
стве контроля использовали фосфатный буфер-
ный раствор.

Степень усиления ХЛ (отношение стационар-
ной интенсивности стимулированной ХЛ к уров-
ню спонтанного свечения) зависит от конкретно-
го образца крови и состояния тромбоцитов, но 
NADH во всех исследованных случаях (n = 25) 
оказывался в несколько раз более эффективным 
стимулом, чем NADPH.

Влияние ингибиторов на стимулированную 
продукцию АФК. В серии опытов исследовали 
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действие СОД на развитие NADH-стимулирован-
ной ХЛ изолированных тромбоцитов. Для этого 
в систему, содержащую около 320 млн изолиро-
ванных тромбоцитов, 0.2 мМ люцигенин, 0.1 мМ 
NADH, добавляли различное количество СОД 
(рис. 2).

Добавление СОД приводило к резкому паде-
нию интенсивности ХЛ, причем форма ХЛ-кри-
вой не зависела от концентрации добавленно-
го фермента (рис. 2а). Подавление ХЛ выходи-
ло на насыщение (рис. 2б), что свидетельствует 

о выходе части образовавшегося САР из митохон-
дрий наружу тромбоцита.

Влияние на продукцию ингибиторов САР ды-
хательных систем. Добавление к ХЛ-системам 
тромбоциты/люцигенин/NADH и тромбоциты/
люцигенин/NADPH дифенилиодония (ДФИ), 
ингибитора NADPH-оксидазы, даже при кон-
центрации 1 мМ не влияет на ХЛ (рис. 3а). Ин-
гибитор комплекса I дыхательной цепи ротенон 
также не влияет на ХЛ, стимулированную NADH 
и NADPH (данные не приведены, кривые анало-
гичны показанной на рис. 3), в отличие от ДНФ, 
разобщителя фосфорилирования (рис. 3б).

NADH-стимулированная люцигенин-ХЛ как 
метод изучения продукции САР митохондриями. 
Для интерпретации данных по активированной 
люцигенином ХЛ тромбоцитов были исследова-
ны изолированные митохондрии. Известно, что 
митохондрии активно генерируют САР, главным 
образом, дыхательной цепью, расположенной 
на внутренней мембране [25], преимущественно 
NADH-убихинон-оксидоредуктазой (дыхатель-
ный комплекс I). На внешней мембране митохон-
дрий располагается NADPH-зависимая окисли-
тельная цепь [26], способная продуцировать сво-
бодные радикалы [27].

Как и в серии с тромбоцитами, к изолирован-
ным митохондриям добавляли либо NADH, либо 
NADPH, либо фосфатный буферный раствор 
в качестве контроля (рис. 4).

Добавление NADH к митохондриям приво-
дило, как и в случае с изолированными тромбо-
цитами, к резкому увеличению интенсивности 
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Рис. 1. Хемилюминесценция изолированных 
тромбоцитов, стимулированных NADH и NADPH, 
в присутствии 200 мкМ люцигенина. Стрелкой 
указан момент добавления люцигенина и разви-
тие собственной ХЛ. В качестве контроля добав-
ляли фосфатный буферный раствор(ФБ). Объем 
системы 1.000 мл: 800 мкл тромбоцитов в раство-
ре Хенкс/Hepes, 0.2 мМ активатор, 0.10 мМ NADH. 
Концентрация клеток около 400 × 109 л–1.
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Рис. 2. Тушение люцигенин-активированной хемилюминесценции (ХЛ) изолированных тромбоцитов, сти-
мулированных NADH, супероксиддисмутазой (СОД) различной концентрации. а – Кривые развития ХЛ, 
стрелкой указан момент добавления СОД, цифры у кривых – концентрация СОД, мкМ; б – доля подавления 
ХЛ, рассчитанная по отношению суммарной интенсивности ХЛ за 2 ч после добавления СОД к контрольному 
значению.



120 ДЖАТДОЕВА и др.

 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ том 34 № 6 2017

Измерение  флуоресценции  NADH (lex =  340 нм, 
lfl = 460 нм) показало, что спад ХЛ обусловлен имен-
но расходованием NADH. При уменьшении коли-
чества митохондрий в системе сигнал приобрета-
ет стационарный характер; повторное добавление 
NADH после его частичного расходования возвра-
щает ХЛ на первоначальный уровень.

ХЛ и митохондрий, и тромбоцитов дозозави-
симо тушится СОД (рис. 5). 

Концентрационная кривая характеризуется 
насыщением, из чего следует, что часть САР не 
может быть нейтрализована СОД, т.е. САР явля-
ется внутримитохондриальным.

Дифенилйодоний в концентрации до 0.1 мМ 
не влияет на активированную люцигенином ХЛ 
митохондрий, в то время как ДНФ в концентра-
ции 2 мМ практически полностью ингибирует 
продукцию САР. По обоим этим показателям об-
разование САР митохондриями печени крысы не 
отличалось от образования САР тромбоцитами 
крови человека.

Проникновение люцигенина в тромбоциты. Дан-
ные о способности люцигенина проникать в клетки 
противоречивы, и нет данных о его проникновении 
в тромбоциты. С помощью конфокального микро-
скопа показано, что после инкубации изолирован-
ных тромбоцитов на стекле, покрытом фибриноге-
ном, с люцигенином (10 мин), люцигенин проника-
ет в тромбоцит, неравномерно заполняя весь объем 
(рис. 6).

Аналогичные эксперименты с добавлением 
NADH и NADPH показали, что стимулы практи-
чески не влияют на проникновение люцигенина 
в тромбоциты. Изучение проникновения самих 
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0.2 мМ, NADH 0.1 мМ.
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Рис. 4. Отклик ХЛ изолированных митохондрий 
на действие стимулов NADH и NADPH. В каче-
стве контроля добавляли фосфатный буферный 
раствор. Состав системы: 800 мкл митохондрий  
(10 мг/м л), люцигенин 0.2 мМ, NADH и ли 
NADPH – 0.1 мМ. Стрелкой указан момент внесе-
ния NADH и NADPH.

активированной люцигенином ХЛ, однако оно 
происходило с последующим медленным спа-
дом. Такие различия в кинетике ХЛ митохондрий 
и тромбоцитов можно объяснить более высокой 
концентрацией митохондрий в исследуемой си-
стеме, которые быстро поглощают как кислород, 
так и субстрат. При добавлении NADPH, как 
и в случае с тромбоцитами, наблюдали выход ХЛ 
на стационарный уровень. Из рис. 4 видно, что 
NADH стимулирует продукцию САР в митохон-
дриях на целый порядок величин сильнее, чем 
NADPH.
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стимулов в тромбоцит требует отдельного исследо-
вания, но на основании единичных экспериментов 
можно заключить, что эти вещества в небольшом 
количестве проходят в тромбоциты через цитоплаз-
матическую мембрану.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время не вызывает сомнений, что 
клетки крови, находящиеся в пристеночном кро-
вотоке, тромбоциты и нейтрофилы, обмениваются 
информацией друг с другом и с эндотелиальными 
клетками на языке химических посредников, к ко-
торым относят АФК, причем тромбоциты служат не 

только мишенью действия свободных радикалов, 
но и их источником. Считается, что тромбоциты 
генерируют САР за счет мембранного комплекса 
NADPH-оксидаза Nox2, возможно, за счет цито-
плазматической ксантиноксидазы.

Однако тромбоциты содержат счетное число 
митохондрий (от трех–четырех до десяти), кото-
рые, тем не менее, занимают значительную часть 
объема такой небольшой клетки, как тромбо-
цит (размер около 3–4 мкМ), следовательно, мо-
гут служить важным источником САР. Люциге-
нин считается селективным зондом на САР [28], 
поэтому его активно используют для изучения 
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Рис. 5. Тушение люцигенин-ХЛ изолированных митохондрий, стимулированных NADH, супероксиддисму-
тазой различной концентрации. а – Кривые развития ХЛ, стрелкой указан момент добавления СОД, цифры 
у кривых – концентрация СОД, мкМ; б – cнижение светосуммы ХЛ, измеренной в течение 2 ч после добавления 
СОД, по сравнению с к контролем без СОД.

Рис. 6. Изображение тромбоцитов, инкубированных с люцигенином, полученное методом конфокальной ми-
кроскопии. а – Дифференциально-интерференционный контраст; б – флуоресценция, lвозб = 405 нм, фильтр 
520 ± 17 нм. Метка соответствует 10 мкМ.
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продукции АФК как NADPH-оксидазой, так 
и митохондриями [29].

Ни люминол, ни кумарины, ни родамин не ре-
агировали на стимулированные NADH и NADPH 
тромбоциты, из чего можно сделать вывод, что при 
стимуляции не происходит перекисного окисления 
липидов с образованием возбужденного кетона, 
с которого энергия переносится на кумарины, также 
не образуется пероксид водорода, о чем свидетель-
ствует отсутствие свечения с люминолом. Можно 
предположить, что образуется САР, поскольку ре-
гистрируется слабое люцигенин-активированное 
свечение, которое многократно усиливается при 
добавлении NADH и NADPH, и предположить их 
митохондриальный источник, поскольку поло-
жительно заряженный люцигенин накапливается 
в митохондриях. Аналогичный эффект от стимуля-
ции NADH и NADPH получен при использовании 
люцигенин-активированной ХЛ изолированных 
митохондрий.

С использованием конфокальной микроско-
пии нами показано, что при инкубации в услови-
ях эксперимента люцигенин проникает в тромбо-
цит и относительно равномерно распределяется 
по всему его объему. Таким образом, действи-
тельно, люцигениновая ХЛ может генерировать-
ся внутри тромбоцитов. Вопрос о проникновении 
в тромбоцит NADH и NADPH остается открытым, 
но известно, что NADH может проникать, напри-
мер, в астроциты, рецепторным путем [30].

Неполное тушение ХЛ СОД свидетельству-
ет о том, что часть САР выходит из тромбоцитов, 
а часть остается внутри митохондрий этих клеток. 
Отсутствие ингибирующего эффекта от дифенил-
йодония делает сомнительным утверждение о том, 
что NADPH-оксидаза является основным источни-
ком САР в тромбоцитах. ДНФ, разобщитель окис-
лительного фосфорилирования, одинаковым об-
разом ингибирует продукцию САР в тромбоцитах 
и митохондриях. Таким образом, можно предполо-
жить, что, по крайней мере, одним из источников 
САР в тромбоцитах являются митохондрии.

Этот подход дает возможность не только оце-
нивать АФК-продуцирующую функцию мито-
хондрий самих тромбоцитов и изучать их влия-
ние на процессы активации и агрегации, но и ис-
пользовать тромбоциты в качестве доступных 
из крови “лабораторных животных” при оценке 
радикал-продуцирующей функции митохон-
дрий, например, нейронов центральной нерв-
ной системы. Этот подход с недавнего времени 
пытаются использовать, в частности в психиа-
трии, для изучения патогенеза эндогенных пси-
хозов [31]. В дальнейшем предоставляется целесо-
образным изучить влияние активаторов тромбо-
цитов, таких как коллаген, ADP, тромбин на их 

радикал-продуцирующую функцию, а также ис-
следовать тромбоциты представительной группы 
здоровых доноров с целью определения референс-
ного интервала нормальных значений АФК-про-
дуцирующей функции тромбоцитов.
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The radical-producing activity of human platelets was studied using the method of activated 
chemiluminescence. Lucigenin, a selective probe for superoxide anion, enhanced the chemiluminescence 
of isolated platelets. The addition of NADH and NADPH as substrates of the oxidative systems 
significantly amplified the production of superoxide. The NADH- and NADPH-stimulated 
chemiluminescence was not affected by diphenyliodonium, an inhibitor of NADPH-oxidase, but it 
was lowered by 2,4-dinitrophenol. Thus, superoxide anion radical is a key free radical generated by the 
platelets, and one of the sources of superoxide anion radical is the mitochondria of platelets.
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