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Для оценки окислительного стресса в клинических условиях была разработана методика хемилю-
минесцентного определения суммарного содержания гидропероксидов липидов, основанная на ре-
акции их окисления в присутствии микропероксидазы и активатора хемилюминесценции изолю-
минола в среде боратного буферного раствора (рН 10.0). Предел обнаружения гидропероксида ли-
нолевой кислоты 16 нМ. Методика использована для определения гидропероксидов липидов в
липопротеинах фолликулярной жидкости и плазмы крови пациенток, проходящих процедуру экс-
трокорпорального оплодотворения.
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В настоящее время признано, что активные
формы кислорода (АФК) играют важную роль в
нормальной физиологии живого организма,
участвуя в развитии ряда патологий, когда избыток
АФК приводит к нарушению сигнальных путей и
прямому повреждению молекул и клеток [1]. В ре-
зультате атаки свободного радикала на молекулу
липида образуется в качестве промежуточного
соединения гидропероксид. Гидропероксиды на-
капливаются при различных патологических состо-
яниях и вызывают различные повреждения моле-
кул в клетке напрямую или усугубляют окислитель-
ный стресс, активируя НАДФН-оксидазу [2],
участвуя в образовании синглетного кислорода [3],
индуцируя апоптоз [4]. Именно окисленные ли-
пиды в плазме крови являются фактором риска
атеросклеротической болезни [5], вызывают по-
вреждение кардиомиоцитов и нарушение их
электрической активности [6]. С точки зрения
практической медицины представляет интерес
определение общего содержания липидных гид-
ропероксидов, поскольку их роль в развитии по-
вреждений определяется именно активностью
пероксидной группы и мало зависит от радикала.
Цель определения гидропероксидов липидов, с

одной стороны, – оценка глубины протекания
окислительного стресса в липидах, с другой сто-
роны, – оценка эффективности антиоксидант-
ной терапии.

Разработано много методов определения гид-
ропероксидов липидов, прежде всего, в пищевых
продуктах. Это – неспецифическое и малочув-
ствительное иодометрическое титрование с коло-
риметрическим [7] и потенциометрическим
определением конечной точки титрования [8]. Дру-
гой распространенный метод основан на окисле-
нии ионов железа(II) гидропероксидами липидов в
кислой среде, содержащей краситель [9] со спек-
трофотометрическим определением образующе-
гося окрашенного комплекса. Метод неспецифи-
чен для гидропероксидов липидов, так как сигнал
дают многие другие соединения, способные
окислять ионы железа(II). ИК-спектроскопию с
Фурье-преобразованием применяют после предва-
рительной реакции трифенилфосфина с гидропе-
роксидами [10]. Метод надежен и информативен,
однако на практике неприменим для рутинных
клинических исследований. Хроматографические
методы позволяют определить количество гидро-
пероксида индивидуального липида [11]. Описа-
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ны методики хемилюминесцентного определе-
ния гидропероксидов липидов в системе с люми-
нолом и гемовыми белками (микропероксидазой,
пероксидазой, гемоглобином) [12], железом(II) и
кумарином [13] [14]. Однако в первом и во втором
случаях аналитическим сигналом служит интен-
сивность медленной вспышки, которая, строго
говоря определяется сложным комплексом реак-
ций, следующих за окислением гидропероксидов.
Железо(II) – менее специфичный и менее ста-
бильный реагент на гидропероксиды, чем микро-
пероксидаза.

Микропероксидаза представляет собой пеп-
тидный гемсодержащий фрагмент белка цито-
хрома C. Ранее показано [15], что при добавлении
липидных гидропероксидов к системе микропе-
роксидаза–изолюминол хемилюминесцентный
сигнал не зависит от природы липида, а зависит
только от его концентрации. Предложена [16] ме-
тодика определения гидропероксидов липидов с
микропероксидазой и люминолом, однако в ка-
честве стандартного соединения использован
трет-бутилгидропероксид, что неправомочно
без соответствующей проверки.

Исходя из изложенного выше, нами поставле-
на задача разработки чувствительной, точной,
экспрессной и недорогой методики определения
общего количества гидропероксидов липидов в
малых объемах биологических жидкостей для це-
лей рутинного клинического анализа. Хемилю-
минесцентный метод выбран как высокочувстви-
тельный, недорогой, точный и относительно экс-
прессный. Из известных ХЛ-систем выбрана
система на основе микропероксидазы и изолю-
минола. В качестве стандартных соединений ис-
пользовали гидропероксид линолевой кислоты и
трет-бутилгидропероксид как широко доступ-
ное соединение с низкой стоимостью.

Методику апробировали при анализе нового
клинического материала – фолликулярной жид-
кости пациенток, проходящих процедуру экстра-
корпорального оплодотворения (ЭКО), а также
плазмы крови этих пациенток. Ранее окислитель-
ный стресс в липидном звене фолликулярной
жидкости оценивали в нескольких работах обще-
принятым методом по маркеру окисления липи-
дов – малоновому диальдeгиду, который имеет
ряд существенных недостатков [17, 18]. Определе-
ние липидных гидропероксидов в фолликуляр-
ной жидкости проведено впервые.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объекты исследования, реагенты и аппаратура.
Для приготовления буферных растворов исполь-
зовали KH2PO4 (Chemapol, ч. д. а.) и H3BO3 (Реа-
хим, ч. д. а.), необходимое значение pH создавали
добавлением растворов KOH или HCl (Chemapol,

ч. д. а.). Исходный раствор микропероксидазы-11
(МР-11) (Mw = 1861.9, Sigma) с концентрацией
100 мкМ готовили растворением навески в 20 мМ
фосфатном буферном растворе с pH 7.4. Растворы
микропероксидазы с концентрацией меньше 10–5 М
готовили непосредственно перед экспериментом,
так как они неустойчивы при хранении. Раствор
5 мМ изолюминола (Mw = 195.2, Aldrich) готови-
ли растворением навески изолюминола в дистил-
лированной воде, подщелоченной KOH до pH 7.4.
Использовали 70%-ный трет-бутилгидропероксид
(tBuOOH) (MP Biomedicals), рабочие растворы
готовили разбавлением фосфатным буферным
раствором. Использовали раствор гидропероксида
линолевой кислоты (ЛК-ООН) (13-HpODE, Mw =
= 312.5, Cayman Chemicals) в этаноле. Органиче-
ские растворители и прочие реагенты, используе-
мые в работе, имели квалификацию не ниже
ч. д. а. (Sigma).

Хемилюминесценцию измеряли на хемилю-
минометре SmartLum-1200 (ДИСофт, Россия);
рН – на рН-метре HANNA 201 (США). Пробирки с
растворами при необходимости перемешивали на
встряхивателе типа Vortex с частотой 1000 об/мин.

Использовали плазму крови и фолликулярную
жидкость трех пациенток с бесплодием (Центр
планирования семьи и репродукции, г. Москва).

Методика хемилюминесцентного эксперимента.
В общем объеме 50.0 мл готовили ХЛ-реагент, со-
держащий микропероксидазу-11 и изолюминол в
буферном растворе. После смешивания ХЛ-реа-
гент оставляли на 20 мин и использовали в день
приготовления.

В ХЛ-экспериментах 50 мкл раствора индиви-
дуального гидропероксида в 50 мМ фосфатном
буферном растворе с pH 7.4 помещали в кювету
хемилюминометра, регистрировали спектр фоно-
вого раствора в течение 25 с, затем в кювету вводи-
ли 950 мкл ХЛ-реагента с помощью хроматографи-
ческого шприца. Регистрировали ХЛ в течение
5 мин. Для каждого эксперимента проводили как
минимум 3 параллельных измерения. В качестве
аналитического сигнала использовали площадь
под кривой хемилюминесценции (светосумму) за
5 мин после момента введения ХЛ-реагента, ини-
циирующего хемилюминесцентную реакцию.
В контрольных опытах вместо раствора гидропе-
роксида в кювету вносили 50 мкл 50 мМ фосфат-
ного буферного раствора с pH 7.4. Введение гепа-
рина и CaCl2 не оказывало мешающего влияния.

Методика определения гидропероксидов липи-
дов в липопротеинах плазмы крови и фолликуляр-
ной жидкости. Специальная методика выделения
липопротеинов из фолликулярной жидкости от-
сутствует. Поскольку эта жидкость образуется в
результате транссудации плазмы через капилля-
ры теки, мы предложили использовать методику
для выделения липопротеинов из плазмы крови
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[19]: 150 мкл плазмы помещали в пробирку, со-
держащую 1.5 мл 0.28%-ного раствора CaCl2 и
30 мкл 1%-ного раствора кристаллического гепа-
рина. Пробирку аккуратно встряхивали, оставля-
ли при 4°С на 10 мин, затем центрифугировали
при 3000 g в течение 15 мин; супернатант отделяли
и к полученному осадку добавляли 2.00 мл буфер-
ного раствора (50 мМ KH2PO4 с pH 7.4). Получен-
ный раствор анализировали хемилюминесцент-
ным методом без разбавления. Во время анализа
образцы хранили на льду.

В кювету для хемилюминесценции помещали
50 мкл раствора липопротеинов, выделенных из
плазмы крови или фолликулярной жидкости, за-
тем вводили 950 мкл ХЛ-реагента и регистрирова-
ли кривые хемилюминесценции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор условий проведения хемилюминесцент-
ной реакции. Значение рН буферного раствора и
концентрации реагентов (микропероксидазы-11
и изолюминола) подбирали с использованием
200 нМ раствора трет-бутилгидропероксида та-
ким образом, чтобы аналитический сигнал был
максимальным, расход реагентов минимальным
и при этом микропероксидаза и изолюминол
оставались в избытке по отношению к предпола-
гаемому содержанию гидропероксидов (рис. 1).

Исследуемая ХЛ-система крайне чувствитель-
на к pH реакционной среды. Данные, получен-
ные при проведении реакции с использованием
2 мкМ изолюминола и 200 нМ микропероксида-
зы, представлены на рис. 1а. Наблюдаемый эф-
фект усиления хемилюминесцентного сигнала с
ростом pH связан с увеличением квантового вы-
хода изолюминола, переходящего в щелочной
среде в более активную депротонированную фор-
му. Для дальнейших исследований использовали
боратный буферный раствор с pH 10.0.

При увеличении концентрации изолюминола
до 2 мкМ возрастает площадь под кривой ХЛ, в то
время как при больших концентрациях хемилю-
минесцентный сигнал уменьшается (рис. 1б).
Данный эффект, вероятно, связан с концентра-
ционным тушением. Концентрация микроперок-
сидазы влияет на хемилюминесценцию в системе
аналогичным образом: аналитический сигнал
максимален при 200 нМ, дальнейшее увеличение
концентрации микропероксидазы не приводит к
росту ХЛ-сигнала (рис. 1б).

Для дальнейших исследований выбрали следу-
ющие конечные концентрации: 2 мкМ изолюми-
нола и 200 нМ микропероксидазы.

Выбор стандартного соединения для определе-
ния гидропероксидов липидов. В настоящее время
нет единого стандартного соединения для опре-
деления липидных гидропероксидов. Общеприня-

Рис. 1. Зависимости светосуммы ХЛ за 5 мин от pH буферного раствора (фосфатный для pH < 10 или боратный с
pH 10.0, ХЛ-реагент содержал 200 нМ MP-11 и 2 мкМ изолюминола) (а) и концентраций изолюминола (n) или мик-
ропероксидазы (e) (б). Концентрация трет-бутилгидропероксида 200 нМ, общий объем ХЛ-смеси 1000 мкл, n = 3.
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тый подход заключается в приготовлении частично
окисленных липидов под действием УФ-облуче-
ния, свободно-радикального или ферментного
окисления [20]. Таким образом, невозможно срав-
нить результаты, полученные разными исследо-
вателями. Приходится использовать в качестве
стандартных индивидуальные соединения, в
частности гидропероксид линолевой кислоты,
которая является составной частью фосфолипи-
дов и, наряду с арахидоновой кислотой, в первую
очередь подвергается окислению. Коммерческие
препараты чистых липидных гидропероксидов
дороги, поэтому удобнее использовать дешевые и
стабильные соединения, такие как трет-бутил-
гидропероксид.

Изменение концентрации tBuOOH в пределах
от 25 до 300 нМ незначительно влияет на форму
кривых хемилюминесценции, но приводит к увели-
чению максимальной интенсивности, а также уров-
ня остаточной хемилюминесценции (рис. 2а). На
этом участке зависимость площади под кривой
ХЛ за 5 мин от концентрации tBuOOH линейна
(рис. 2в), далее линейность зависимости нарушает-

ся из-за изменения формы регистрируемых кривых
по мере увеличения концентрации tBuOOH.

Для ЛК-ООН градуировочная зависимость
построена в том же концентрационном диапазо-
не, что и для tBuOOH, и также линейна (рис. 2г).
Тем не менее кинетика протекающей хемилю-
минесцентной реакции, оцененная по форме
ХЛ-кривых, в данном случае отличается от реак-
ции с трет-бутилгидропероксидом (рис. 2б).
Видно, что реакция с гидропероксидом линоле-
вой кислоты протекает существенно быстрее. За
исследуемый период времени (5 мин) реакция
восстановления ЛК-ООН полностью заканчива-
ется, что следует из уменьшения ХЛ-сигнала до
фонового значения. В случае с tBuOOH ХЛ-реак-
ция продолжается значительно дольше (рис. 2а и
2б соответственно).

Метрологические характеристики, рассчитан-
ные для обоих стандартных соединений, приве-
дены ниже:
tBuOOH: y = (0.68 ± 0.07)c (нМ) (P = 0.99, n = 10), 

r = 0.99, предел обнаружения 13 нМ;
ЛК-ООН: y = (0.45 ± 0.05) c(нМ) (P = 0.99, n = 12), 

Рис. 2. Типичный вид ХЛ-кривых в системе, состоящей из 200 нМ MP-11, 2 мкМ изолюминола и различных количеств
гидропероксидов, нМ: (а) – трет-бутилгидропероксида (1 – 25, 2 – 50 и 3 – 100) и (б) – гидропероксида линолевой
кислоты (1 – 75, 2 – 100 и 3 – 200) в боратном буферном растворе с pH 10.0, и градуировочные зависимости площади
под кривой ХЛ за 5 мин от концентрации трет-бутилгидропероксида (в) и гидропероксида линолевой кислоты (г).
Общий объем ХЛ-смеси 1000 мкл; n = 3.
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r = 0.99, предел обнаружения 16 нМ.
Градуировочные коэффициенты, рассчитан-

ные для двух стандартных соединений согласно
уравнениям линейных регрессий, различны и от-
личаются в 0.68/0.45 = 1.5 раза. Это связано, оче-
видно, с отличиями в механизме взаимодействия,
вытекающими из различий в кинетике процесса.
Стоит также отметить, что форма ХЛ-кривых в
случае гидропероксида линолевой кислоты сов-
падает с формой кривых, полученных для липо-
протеинов плазмы крови. Таким образом, трет-
бутилгидропероксид не может быть использован
в качестве стандартного соединения при опреде-
лении липидных гидропероксидов ХЛ-методом.

Проверка правильности методики. Поскольку
стандартных образцов липидных гидропероксидов
не существует, и такие методы, как ИК-спектро-
скопия, титриметрия, спектрофотометрия непри-
годны в качестве альтернативных из-за недостаточ-
ной чувствительности, использовали способ введе-
но–найдено. Определенные количества ЛК-ООН
вводили в плазму крови. Результаты представле-
ны в табл. 1.

Определение гидропероксидов липидов в липо-
протеинах крови и фолликулярной жидкости. Со-
держание гидропероксидов липидов в плазме
здорового человека составляет 100–500 нМ в за-
висимости от исследования [8]. Анализировали
три образца крови и фолликулярной жидкости.
Определяли количество гидропероксидных групп
методом градуировочного графика для ЛК-ООН.
Результаты приведены в табл. 2.

Для апробации разработанной методики необ-
ходимо обследовать группу контроля и устано-
вить пределы референсных значений (границы
содержаний аналитов, в которые попадают 95%
результатов анализа проб практически здоровых
доноров). Для сыворотки крови это планируется
выполнить в дальнейшем. Однако такое исследо-
вание фолликулярной жидкости нельзя провести
по этическим причинам, поскольку забор мате-
риала от здоровых женщин невозможен. В связи с
этим мы ограничились сравнением показателей
фолликулярной жидкости и плазмы крови между
собой, а также сопоставили их с исходом ЭКО.
Оказалось, что концентрации липидных гидро-
пероксидов в плазме и фолликулярной жидкости
коррелируют между собой в случае удачного ис-
хода ЭКО (пациентки № 1 и № 2). У пациентки
№ 3 повышена концентрация липидных гидропе-
роксидов в фолликулярной жидкости (относи-
тельно плазмы крови); при этом из фолликулов
не было получено яйцеклеток.

Разработанная методика определения липид-
ных гидропероксидов ХЛ-методом в биологиче-
ских жидкостях после пробоподготовки характе-
ризуется достаточной чувствительностью (предел
обнаружения 16 нМ), экспрессна (процедура ре-

гистрации ХЛ-кривых занимает 5 мин, пробопод-
готовка – около 30 мин, обработка сигнала с ори-
гинальным программным обеспечением Power-
Graph – около 5 мин), проста в исполнении,
требует малого объема пробы (150 мкл) и может
быть рекомендована для клинических лаборатор-
ных исследований. В качестве стандартного соеди-
нения рекомендовано использовать коммерче-
ский гидропероксид линолевой кислоты вместо
часто применяемого трет-бутилгидропероксида.
Методика может быть применена для определе-
ния гидропероксидов липидов в плазме или сы-
воротке крови и фолликулярной жидкости. Ана-
лиз образцов плазмы крови и фолликулярной
жидкости трех пациенток с бесплодием, проходя-
щих процедуру ЭКО показал, что в случае успеш-
ного созревания яйцеклетки уровень липидных
гидропероксидов в фолликулярной жидкости со-
ответствует таковому в плазме крови. Содержа-
ние липидных гидропероксидов в фолликуляр-
ной жидкости в случае пустого фолликула выше
практически на порядок. В дальнейшем планиру-
ется проверить правильность методики с исполь-
зованием хроматографического метода, расши-
рить круг анализируемых биологических жидко-
стей, а также оценить уровень гидропероксидов в
плазме крови представительной выборки практи-
чески здоровых доноров с целью последующего
изучения различных нозологий.

Работа выполнена при поддержке средств гран-
та РНФ № 14-15-00375.
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