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XI Метаболизм кислорода

XI.1. Реакционная способность 
и токсичность кислорода 
Дж. Селверстоун Валентине 

XI.1.1. Введение

Энергия, которая питает бóльшую часть нефотосинтетических биологиче-
ских процессов, образуется при ферментативном восстановлении сильно-
го окислителя, молекулярного кислорода (O2), до воды (см. разделы Х.3 
и Х.4). Молекулярный кислород должен, таким образом, непрерывно по-
глощаться дышащими клетками. Простая диффузия O2 может удовлетво-
рить эту потребность в одноклеточных и других небольших организмах, 
но она недостаточна для обеспечения каждой клетки многоклеточных 
организмов без дополнительной помощи. Вследствие этого в процессе 
эволюции появились специальные белки, например гемоглобин или мио-
глобин, которые связывают, переносят, накапливают и высвобождают O2, 
чтобы обеспечить более быструю его доставку (см. раздел XI.4). Моле-
кулярный кислород используется также как источник атомов кислорода 
для разнообразных ферментативных биосинтетических реакций с участием 
молекул органических субстратов (см. раздел XI.5).1–4

Однако та же окислительная способность O2, которая является основой 
дыхания, превращает О2 в токсический агент, инициирующий окисли-
тельный стресс. Внутри живых клеток поддерживается восстановитель-
ная среда, и комбинация O2 со многими жизненно важными компонен-
тами клетки термодинамически нестабильна. К счастью, по причинам, 
которые обсуждаются ниже, большинство реакций O2 имеют достаточно 
высокие активационные барьеры в отсутствие катализаторов или ради-
кальных инициаторов, и таким образом, представляют собой минорные 
пути биологического потребления О2. В противном случае клетка бы 
«сгорела», и аэробная жизнь, такая как мы ее знаем, была бы невоз-
можна. Тем не менее в аэробных клетках в неферментативных и фер-
ментативных реакциях молекулярного кислорода образуются небольшие, 
но значимые количества частично восстановленных форм O2, например 
супероксид-анион-радикала (O2

– ·) и пероксида водорода (Н2О2). Эти формы 
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восстановленного O2 и частицы, образующиеся из них в последующих 
реакциях, называются «активными метаболитами кислорода» (АМК) или 
ROS (reactive oxygen species). Эти частицы вызывают окислительное 
повреждение in vivo.1, 4 Установлено, что для защиты организм использует 
антиоксидантные ферменты и низкомолекулярные антиоксиданты. В слу-
чае пероксида водорода этими ферментами являются каталазы и перок-
сидазы (см. раздел XI.3), а в случае супероксида – супероксиддисмутазы 
(см. раздел XI.2).

Столь сложная реакционная способность простой двухатомной моле-
кулы O2 фундаментально важна для понимания, каким образом устроена 
аэробная жизнь.2 Многое известно о факторах, которые управляют ре-
акционной способностью О2 и ROS.1–4 Особый интерес исследователей 
к метаболическим реакциям кислорода во многом связан с тем, что меха-
низмы биологических ферментативных реакций очень сильно отличают-
ся от механизмов некатализируемых реакций О2 или даже реакций О2, 
катализируемых различными небиологическими металлсодержащими ката-
лизаторами.3, 4 Следовательно, сначала мы рассмотрим факторы, которые 
определяют характеристики некатализируемых реакций О2 с переносчика-
ми электронов, а также с типичными органическими и неорганическими 
субстратами.

XI.1.2. Химия дикислорода

XI.1.2.1. Термодинамика

Молекулярный кислород является мощным окислителем и, следовательно, 
термодинамически способен реагировать с разнообразными субстратами. 
В этом разделе мы разделили химические реакции O2 на две категории 
в зависимости от сложности образующихся продуктов. Первая категория 
включает те реакции переноса электрона, в которых продукты, образующи-
еся из О2, содержат только атомы кислорода или атомы кислорода и водо-
рода (например, O2

– · , Н2О2 и Н2О). Термодинамику таких реакций можно 
оценить с использованием таблиц стандартных восстановительных потен-
циалов. Вторая категория включает реакции переноса атома, в которых по 
крайней мере один атом кислорода оказывается связанным с элементом Х, 
отличным от кислорода или водорода. Для оценки термодинамики таких 
реакций требуеся дополнительная информация, например прочность об-
разующихся связей О–Х. Оба типа реакций обсуждаются ниже.

Реакции переноса электрона. Потенциал четырехэлектронного восста-
новления O2 (реакция (1)) является мерой рассматриваемой окислительной 
силы молекулы О2. Однако реакция включает перенос четырех электро-
нов, процесс, который редко, если вообще происходит в одну согласован-
ную стадию. Так как большинство восстановителей способно переносить 
за один акт только один или два электрона окисляющему агенту, для 
понимания всего механизма следует рассматривать термодинамику одно- 
и двухэлектронного восстановления О2.
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В водном растворе некатализируемые реакции переноса электрона, 
включающие быстрый и согласованный перенос более чем одного электро-
на, относительно редки. Таким образом, наиболее простым путем вос-
становления О2 электронтранспортным агентом в отсутствие какого-либо 
катализатора является одноэлектронное восстановление с образованием 
супероксида. Однако одноэлектронное восстановление термодинамически 
наименее предпочтительная реакция из всех стадий, составляющих полное 
четырехэлектронное восстановление О2, и, следовательно, требует наличия 
относительно сильных восстановителей (табл. XI.1.1).

Таким образом, если только одноэлектронный маршрут доступен для 
восстановления О2, то низкий потенциал одноэлектронного восстановления 
О2 до O2

– · представляет собой барьер, который предохраняет чувствительные 
частицы от полного окисления под действием О2, так как эта реакция не 
может начаться. Если O2

– · действительно образуется, он быстро диспропор-
ционирует в водном растворе (за исключением случая очень высоких значе-
ний рН) с образованием Н2О2 и О2, так что стехиометрия реакции в целом 
такая же, что и для процесса двухэлектронного восстановления. При нор-
мальных условиях невозможно различить одно- и двухэлектронные стадии 
восстановления О2 в водном растворе только на основании стехиометрии.

Одноэлектронное восстановление дикислорода с образованием су-
пероксида:

 О2 + e– → O2
– · (2)

Таблица XI.1.1. Стандартные потенциалы восстановления дикислородных частиц в воде, 
(рН 7, 25 °С)

Реакция Е° (В) относительно HNEa

O2 + е– → O2
– · – 0.33б

O2
– · + е– + 2H+ → H2O2 + 0.89

H2O2 + е– + H+ → H2O + НО · + 0.38

НО· + е– + H+ → H2O + 2.31

O2 + 2е– + 2H+ → H2O2 + 0.281б

H2O2 + 2е– + 2H+ → 2 H2O2 + 1.349
O2 + 4е– + 4H+ → 2 H2O + 0.815б

а NHE – нормальный водородный электрод.
б Для стандартного состояния с единичным давлением; чтобы перейти к единичной активности O2, 
редокс-потенциал реакций с этими частицами должен быть скорректирован на +0.17 В.

XI.1. Реакционная способность и токсичность кислорода
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Диспропорционирование супероксида с образованием кислорода и пе-
роксида водорода:
  2O2

– · + 2Н + → Н2О2 + О2 (3)

Двухэлектронное восстановление кислорода с образованием пероксида 
водорода:

О2 + 2e– + 2Н + → Н2О2 (4)

Реакции переноса атома. Среди этих реакций О2 наиболее важны для био-
логических процессов те, в которых образуются новые связи углерод–кисло-
род. Чтобы оценить термодинамику таких реакций, рассматривают реакции 
молекулярного кислорода с молекулярным водородом с образованием воды 
(2H2 + О2 → 2Н2О, ΔG° = –58 ккал/моль), с метаном с образованием 
метанола (2СН4 + О2 → 2СН3ОН, ΔG° = –30 ккал/моль) и с бензолом 
с образованием фенола (2С6Н6 + О2 → 2С6Н5ОН, ΔG° = –43 ккал/моль). 
Несмотря на то что все три реакции высокоэкзергонические, ни одна из 
них не протекает самопроизвольно и быстро при комнатной температуре, 
если только не присутствует катализатор или свободнорадикальный ини-
циатор. Таким образом, чтобы понять, почему реакции О2 с органически-
ми субстратами медленные, важно рассмотреть их кинетические барьеры 
в дополнение к термодинамическим харак теристикам.

XI.1.2.2. Кинетика

Главный кинетический барьер для прямой реакции O2 с органическими 
субстратами определяется тем, что молекула О2 в основном состоянии 
содержит два неспаренных электрона и, таким образом, в основном со-
стоянии представляет собой триплет. Обычные органические молекулы, 
которые являются представителями биологических субстратов, в основ-
ном состоянии не содержат неспаренных электронов, т.е. они являются 
синглетами, и продукты, образующиеся в результате их оксигенирования, 
также представляют собой синглеты. Триплет-синглетные спиновые пере-
ходы запрещены, согласно квантовой механике, и следовательно, протекают 
медленно. Столкновения между молекулами происходят гораздо чаще, чем 
переориентация спина, так что эта реакция не может быть согласованной. 
Число неспаренных электронов остается одинаковым до и после каждого 
элементарного акта химической реакции, а переориентации спинов долж-
ны рассматриваться как кинетически отдельные акты. Следовательно, мы 
знаем, что запрещенная по спину реакция не может протекать в одну со-
гласованную стадию.

 3О2(↑↑) + 1Х(↑↓) —×→ 1ХО2(↑↓)  (5)
(Стрелками обозначены спины электронов, т.е. (↑↓) означает синг-
 летную молекулу со спаренными электронами, (↑↑) – триплетную молекулу 
с двумя неспаренными электронами; (↑) представляет собой дублетную 
молекулу, также называемую свободным радикалом, с одним неспарен-
ным электроном.)
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Стадии, в которых не нарушается спиновой запрет, энергетически 
«дороги» из-за высоких активационных барьеров. Например, реакция 
дикислорода в основном триплетном состоянии (т.е. 3О2) с синглетным 
субстратом с образованием возбужденного триплетного состояния окис-
ленного продукта разрешена по спину, и можно представить механизм, по 
которому за этим процессом следует переориентация спина и образуется 
синглетный продукт.

3О2(↑↑) + 1Х(↑↓) → 3ХО2(↑↑) (6)

 3ХО2(↑↑) → 1ХО2(↑↓) (7)

Но такой реакционный путь имеет высокий активационный барьер, так как 
возбужденные триплетные состояния даже для ненасыщенных соединений 
обычно на 40–70 ккал/моль менее стабильны, чем основное состояние, 
а для насыщенных углеводородов эта разница гораздо больше.

Подобным образом путь, в котором О2 возбуждается сначала до синглет-
ного состояния, а затем реагирует с субстратом, вполне возможен. Однако 
такой путь реакции для О2, который первоначально находится в основном 
триплетном состоянии, также требует высокой энергии активации, так как 
наиболее низкое по энергии синглетное состояние О2 на 22.5 ккал/моль 
менее стабильно, чем основное триплетное состояние дикислорода.

     3О2(↑↑) → 1О2(↑↓) (8)
   1О2(↑↓) + 1Х(↑↓) → 1ХО2(↑↓) (9)

Аналогичный высокий активационный барьер существует для маршрута, 
в котором субстрат Х сначала возбуждается до триплетного состояния, 
а затем следует реакция с триплетным кислородом:

     1Х(↑↓) → 3Х(↑↑) (10)

   3О2(↑↑) + 3Х(↓↓) → 1ХО2(↑↓) (11)

Путь прямой реакции O2 в основном триплетном состоянии с органи-
ческим субстратом в основном синглетном состоянии, который может 
осуществляться легче без катализатора,  – это механизм, в котором пер-
вой стадией является одноэлектронное окисление субстрата кислородом. 
Продукты такой реакции были бы двумя дублетами, а именно супероксид-
анион-радикал и одноэлектронно окисленный субстрат  – каждый с одним 
неспаренным электроном. Эти свободные радикалы могут диффундиро-
вать и затем рекомбинировать со спариванием двух спинов.

  3О2(↑↑) + 1Х(↑↓) → 2О2
–(↑) + 2Х+(↑) (12)

  2О2
–(↑) + 2Х+(↑) → 2О2

–(↑) + 2Х+(↓) (13)
  2О2

–(↑) + 2Х+(↓) → 1ХО2(↑↓) (14)
По такому механизму протекает реакция молекулярного кислорода с вос-
становленными флавинами.5

XI.1. Реакционная способность и токсичность кислорода
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Однако такие реакции встречаются редко, так как они требуют, чтобы 
субстрат был очень сильным восстановителем (например, восстановлен-
ный флавин), способным одноэлектронно восстанавливать кислород до 
супероксида. Типичные органические субстраты в ферментативных и не-
ферментативных реакциях оксигенирования обычно являются недостаточ-
но сильными одноэлектронными восстановителями, чтобы восстановить 
О2 до O2

– ·, и этот механизм обычно не наблюдается.
Кинетические барьеры реакций кислорода с большинством органи-

ческих молекул приводят к тому, что некатализируемые реакции этого 
типа обычно очень медленные. Исключением из этого правила является 
механизм окисления, известный как свободнорадикальное автоокисление.

XI.1.2.3. Свободнорадикальное автоокисление

Термин «свободнорадикальное автоокисление» описывает реакционный 
путь, по которому О2 реагирует с органическим субстратом с  образованием 
окисленного продукта в свободнорадикальном цепном процессе, который 
требует инициатора для начала цепной реакции. (Свободнорадикальный 
инициатор – это соединение, которое легко образует свободные радикалы 
при термическом или фотохимическом разложении.) Механизм свободно-
радикального автоокисления описывается следующим образом.6

Инициирование:   Х2 → 2Х·  (16)

  Х·(↓) + RH → XH + R·(↓) (17)

Рост цепи:    R·(↓) + O2(↑↑) → ROO·(↑) (18)
 ROO·(↑) + RH → ROOH + R·(↑) (19)

Обрыв цепи:   R· + ROO· → ROOR (20)

2ROO· → ROOOOR → O2 + ROOR (и другие
    продукты окисления, например ROOH, ROH, RC(O)R, RC(O)H). (21)
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Этот реакционный путь приводит к окислению разнообразных органиче-
ских субстратов и не зависит от ограничений по спину, так как реакция О2 
в основном триплетном состоянии со свободным радикалом R· c образо-
ванием свободнорадикального продукта ROO· разрешена по спину.

Поскольку радикал R· регенерируется на стадии роста цепи, цепная 
реакция проходит большое число циклов перед обрывом цепи, и является 
очень эффективным способом оксигенирования некоторых органических 
субстратов. Ингибирование свободнорадикального автоокисления про-
исходит при добавлении ловушек радикалов, которые быстро реагируют 
с ROO·, обрывая таким образом цепь.

Если свободнорадикальное автоокисление используются для синтеза, 
специально добавляют инициаторы. Распространенными инициаторами 
являются пероксиды и другие соединения, способные к легкому распаду 
на свободные радикалы. Свободнорадикальные реакции автоокисления 
часто наблюдаются и в тех случаях, когда намеренно не добавляют ни-
какого инициатора, поскольку органические субстраты часто содержат 
примеси пероксидов, которые и служат инициаторами. Первые предпо-
ложения о том, что реакции O2 с органическими субстратами, катализи-
руемые комплексами металлов, происходят по нерадикальному механизму, 
оказались ошибочными. Эти реакции являются свободнорадикальными, 
а роль комплекса металла заключается в генерировании инициаторов – 
свободных радикалов.

Свободнорадикальные реакции часто используют для синтеза оксиге-
нированных производных относительно простых углеводородов, но они 
неселективны, и в случае более сложных субстратов образуется набор 
продуктов. С точки зрения возможных механизмов реакций биологиче-
ского окисления in vivo для биосинтеза или производства энергии свобод-
норадикальное автоокисление является не лучшей возможностью, потому 
что такой механизм требует диффузии высокореакционноспособных сво-
бодных радикалов. Такие радикалы, образованные в клетке, как следует 
ожидать, неселективно реагируют с чувствительными сайтами фермен-
тов, субстратов и других клеточных компонентов, вызывая серьезные 
 повреждения. Действительно, считается, что свободнорадикальное авто-
окисление является источником многих токсичных реакций О2, которые 
происходят в биологических системах, например при пероксидном окис-
лении липидов в мембранах. Этот же процесс вызывает прогоркание жи-
ров и масел.

Реакции свободнорадикального окисления, по-видимому, не исполь-
зуются для активации О2 оксигеназами, но часто наблюдается сходство 
в природе образующихся интермедиатов. Большое различие между фер-
ментативными и неферментативными реакциями заключается в том, что 
реакционноспособные кислородсодержащие частицы или другие реакци-
онноспособные радикальные интермедиаты, которые образуются в фер-
ментативных реакциях, не диффундируют из сайта генерирования и не 
участвуют в неселективном окислении. Напротив, в силу стерических 
причин они участвуют в прямой реакции с близко расположенными свя-
занными с ферментом субстратами (см. раздел XI.5).

XI.1. Реакционная способность и токсичность кислорода
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XI.1.2.4. Каким образом ферменты преодолевают кинетические барьеры?

Некатализируемые реакции О2 часто медленные или неселективные. Функ-
ция металлоферментов, для которых О2 является субстратом, заключается 
в том, чтобы преодолеть кинетические барьеры, накладываемые ограниче-
ниями по спину или неблагоприятными путями одноэлектронного восста-
новления, и, в случае ферментов оксигеназ, задать направление реакции 
и обеспечить их высокую специфичность (раздел XI.5). Важно понять, 
каким образом функционируют такие металлоферменты, чтобы 1) снизить 
кинетические барьеры реакций с кислородом и 2) в случае оксигеназ 
менять маршруты реакции для образования различных продуктов.

Рассмотрим, например, монооксигеназу цитохром Р450 (см. раз-
дел XI.5). Этот фермент катализирует реакцию О2 с органическими суб-
стратами. Он связывает О2 с парамагнитным ионом металла в активном 
центре, таким образом преодолевая ограничение по спину. Далее осущест-
вляется формально многоэлектронное восстановление О2 с образованием 
высоко реакционноспособных оксокомплексов металла в высокой степени 
окисления, по активности аналогичных гидроксильному радикалу. Одна-
ко, в отличие от свободного гидроксильного радикала, который был бы 
очень реакционноспособным, но неселективным, реакция, которая проте-
кает в активном центре цитохрома Р450, может быть весьма селективной 
и стереоспецифичной. Высокореакционноспособные оксочастицы металла 
генерируются вблизи субстрата, который связан с ферментом таким об-
разом, чтобы направлять реакционноспособный атом кислорода в нужное 
положение. Таким образом, металлоферменты предназначены для связы-
вания О2 и усиления его реакционной способности, но в строго контро-
лируемом направлении. Такие реакции подробно описаны в разделе XI.5.

XI.1.3. Токсичность дикислорода

XI.1.3.1. Введение

Большинство химических реакций О2 in vivo очень полезны для организ-
мов, в которых они протекают, но некоторые приносят вред из-за окис-
лительных повреждений.1, 2 Организмы, которые могут жить в аэробных 
условиях, разработали разные стратегии, чтобы справляться с окислитель-
ным стрессом с использованием и низкомолекулярных антиоксидантов, 
и антиоксидантных ферментов (см. рис. XI.1.1). В настоящем разделе 
рассмотрена химия окислительного повреждения, вызываемого токсичны-
ми метаболитами О2, и защита от него с участием низкомолекулярных 
антиоксидантных систем. Большинство антиоксидантных ферментов – 
супероксиддисмутазы, супероксидредуктазы, каталазы и пероксидазы – 
обсуждаются в разделах XI.2 и XI.3.

Дикислород сам по себе не является первичным агентом окисли-
тельного стресса, поскольку его прямые реакции с другими молекулами 
в отсутствие катализаторов или радикальных инициаторов в основном мед-
ленные. Напротив, O2

– ·, Н2О2, гидроксильный радикал (НО·),  пероксинитрит 
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(ONOO–) и другие активные частицы и молекулы относятся к ROS, кото-
рые являются агентами окислительного повреждения.1, 2

XI.1.3.2. Образование реакционноспособных активных 
метаболитов кислорода in vivo

Бóльшая часть Н2О2 и других ROS, генерированных в нормальном ме-
таболизме типичной клетки эукариот, образуется из супероксида, кото-
рый генерируется при восстановлении О2 компонентами митохондриаль-
ной электронтранспортной цепи. На первой стадии побочных реакций 
транспорта электрона восстановителем является убисемихинон (·QH) 
в  комплексе III, а затем NADH-дегидрогеназа (комплекс I) (раздел XI.3). 
Однако существуют также специальные системы, главная цель которых – 
генерировать супероксид и ROS для использования в системах защиты, 
предохраняющих от патогенов. Примером является NADPH-оксидаза 
в лейкоцитах, которая катализирует одноэлектронное восстановление O2 
действием NADPH с образованием супероксида.7

Гидроксильный радикал является одним из самых реакционноспособ-
ных из известных ROS. Он может образовываться в реакции Н2О2 с вос-
становленными ионами металлов, такими как Fe2+ или Cu+ (в реакции 
Фентона).8 Образование гидроксильного радикала включает в качестве 
интермедиатов оксо- или гидроксокомплексы металла в высокой сте-
пени окисления, например (FeIV= O)2+ и (CuIII– OH)2+, которые наряду 
с самим свободным гидроксильным радикалом служат агентами, вы-
зывающими окислительное повреждение в условиях окислительного 
стресса. Гидроксильные радикалы и оксо- и гидроксочастицы металла 
в высокой степени окисления действуют как инициаторы свободноради-
кального окисления липидов и повреждают белки, нуклеиновые кислоты, 
углеводы и другие органические молекулы, когда генерируются вблизи 
таких молекул.

Fe2+ + H2O2 → [(FeIV=O)2+ + H2O] H++⎯⎯⎯→ Fe3+ + H2O + HO· (22)

  Cu+ + H2O2 + H+ → [(CuIII– OH)2+ + H2O] → Cu2+ + H2O + HO· (23)

Пероксид водорода сам по себе является сильным (термодинамически) 
окислителем, но его реакции в отсутствие катализатора протекают очень 
медленно. Следовые количества редокс-активных ионов металлов могут 
катализировать такие реакции, поскольку пероксид водорода действует 
и как восстановитель, и как окислитель, а гидроксильный радикал об-
разуется как интермедиат.

 Fe2+ + H2O2 + H+ → Fe3+ + H2O + HO· (24)
 Fe3+ + ½H2O2 → Fe2+ + ½O2 + H+ (25)_____________________________________

 3/2Н2О2 → Н2О + ½О2 + НО· (26)

XI.1. Реакционная способность и токсичность кислорода
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Супероксид – более инертный окислитель, чем гидроксильный ра-
дикал, и, следовательно, более селективен по отношению к мишеням, 
которые он окисляет. Из этих мишеней лучше всего охарактеризованы 
железосерные белки, содержащие одинарные лабильные атомы железа 
в кластере. Такие реакции обсуждаются более подробно ниже.

Пероксинитрит (ONOO–) – активная частица, образующаяся в реакции 
супероксида с оксидом азота (O2

– · + NO → ONOO– ). Давно известно, что 
он является важным агентом в биологичеком окислительном поврежде-
нии.9 Недавно доказано, что реакция пероксинитрита с СО2 с образо-
ванием нитрозопероксикарбоната (ONOOCO2

–) может играть основную 
физиологическую роль в химии пероксинитрита in vivo.10

XI.1.3.3. Низкомолекулярные антиоксиданты

Низкомолекулярные антиоксиданты встречаются и в неводных, и в водных 
отделах аэробных и аэротолерантных клеток, а также для большинства 
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многоклеточных организмов во внеклеточных жидкостях. Они играют 
важную роль, позволяя организмам жить в аэробной среде.1

Один из классов молекул, которые особенно подвержены окисли-
тельному повреждению, – полиненасыщенные липиды, присутствующие 
в мембранах высших организмов. Будучи незащищенными, эти молекулы 
очень чувствительны к свободнорадикальному окислению (рис. XI.1.2), 
нарушающему целостность и функции мембраны. Прекрасной защитой 
от такого повреждения является присутствие большого количества мем-
бранорастворимых антиоксидантов – α-токоферола (витамина Е) и вос-
становленного убихинона (коэнзима Q), которые обрывают свободноради-
кальную цепную реакцию и действуют совместно с NADPH-зависимыми 
ферментами. Повреждения наблюдаются, только если эта защита исчер-
пана или подавлена.1

В водных компартментах, таких как цитозоль и внеклеточные жидко-
сти, присутствуют водорастворимые низкомолекулярные антиоксиданты, 
такие как глутатион, аскорбиновая кислота (витамин С) и урат. Эти 
молекулы распространены и весьма реакционноспособны по отношению 
к некоторым ROS и другим сильным окислителям и, таким образом, 
могут защитить другие потенциально уязвимые мишени от окислитель-
ного повреждения. Подробное описание их антиоксидантных химических 
свойств можно найти в книгах1, 3.

Рис. ХI.1.1. Схематический обзор некоторых механизмов, приводящих к окислитель-
ному стрессу, и антиоксидантов, предупреждающих его в клетках типичных эукари-
от (центр; Mito – митохондрия; ER – эндоплазматический ретикулум). Существуют 
четыре класса окислительного повреждения. а) Сайт-специфичное окислительное 
повреждение, включающее катализируемое металлом генерирование гидроксильного 
радикала из пероксида водорода, которая приводит к разрыву цепи и повреждению 
оснований ДНК. (Похожие события могут происходить в любом месте, где допол-
нительно связываются ионы металла.) б) Окисление липидов, которое повреждает 
мембраны и генерирует токсичные продукты, такие как MDA (малоновый диальде-
гид) и HNE (4-гидрокси-2-ноненаль), реагирующие с другими компонентами клетки. 
в) Повреждение белков, которое происходит в результате прямого окисления актив-
ными формами кислорода (АФК) или в реакциях с продуктами метаболизма липидов 
(например, HNE, MDA). г) Прямые реакции самогó супероксида с некоторыми про-
стетическими группами (железосерными кластерами) в незащищенных положениях, 
которые приводят к полному или частичному разрушению кластера, инактивации 
фермента и высвобождению железа. (Железо, высвобождающееся таким образом, 
может катализировать дальнейшее генерирование гидроксильного радикала в специ-
фических положениях.) д) Схематическое изображение основного источника супе-
роксида и пероксида водорода при «утечке» электронов из электронтранспортной 
цепи. Комплексы I (NADH-дегидрогеназа), III (коэнзим Q: цитохром-с-оксидоредуктаза) 
и IV (цитохромоксидаза) представляют электронтранспортную цепь. (Q  – коэнзим Q; 
С – цитохром с.) е) Защищающие молекулы перечислены согласно тому, присутствуют 
ли они в водном или липидном слоях.  SOD – cупероксиддисмутаза, GSH – глутатион. 
(C разрешения из 2)

►

XI.1. Реакционная способность и токсичность кислорода
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XI.1.3.4. Окислительное повреждение биологических молекул

Известно, что окислительный стресс вызывает окислительное поврежде-
ние белков, липидов и липопротеинов, нуклеиновых кислот, углеводов 
и  других клеточных компонентов в живых организмах, но до сих пор не 
до конца ясны химическая природа и механизм действия  повреждающего 
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Рис. ХI.1.2. Свободнорадикальные реакции автоокисления полиненасыщенных липидов, 
приводящие к пероксидному окислению липидов. а) Различные АФК, обозначенные 
как Х, способны отрывать атомы водорода от полиненасыщенных липидов, таких как 
линолевая кислота. б) Перегруппировка диаллильного радикала до (в), сопряженной 
моноаллильной системы, которая легко реагирует с молекулярным кислородом с обра-
зованием (г), пероксильного радикала ROO·. (д) Реакция с другими полиненасыщенными 
жирными кислотами (PUFAH) или с витамином Е (α-токоферолом) превращает перок-
сильный радикал в (е), гидропероксид липида ROOH. В некоторых случаях (ж) перок-
сильный радикал реагирует со своей собственной сопряженной диеновой системой 
с образованием эпоксидов и циклических пероксидов. Внутримолекулярная реакци-
онная способность диен-пероксильного радикала часто приводит к фрагментации 
полиненасыщенных жиров с образованием HNE, MDA и других карбонильных соеди-
нений. [С разрешения из Halliwell, B., Gutteridge, J. M. C., Free radicals in biology, 2nd ed., 
Clarendon Press, Oxford, 1989.]
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агента в каждом конкретном случае.2 Более того, природу агента, вызы-
вающего первоначальное повреждение, и сайта окислительной атаки 
определить трудно, так как некоторые продукты окислительного повреж-
дения липидов и сахаров быстро реагируют с белками и нуклеиновыми 
кислотами и таким образом распространяют повреждение от места перво-
начальной атаки.

Белки. Химические исследования радикальных реакций окисления бел-
ков продемонстрировали окислительное модифицирование боковых 
цепей белков, расщепление скелета и образование димеров белок–белок. 
Серосодержащие боковые цепи особенно чувствительны к окислению по 
атому серы, но большинство других маршрутов приводит к карбониль-
ным соединениям – альдегидам и кетонам; содержание последних легко 
определить с использованием 2,4-динитрофенилгидразина (см. ниже под-
раздел «Липиды и углеводы»).

В последние годы одним из наиболее важных открытий, связанных 
с пониманием механизмов окислительного повреждения в биологиче-
ских системах, является легко осуществимая реакция супероксида с не-
защищенными от растворителя железосерными кластерами в ферментах, 
например аконитазе и других гидролазах, содержащих 4Fe–4S-кластеры 
(рис. XI.1.3).11 Установленно, что реакция супероксида с этими центрами 
инактивирует ферменты как in vitro, так и in vivo и увеличивает уровень 
свободного внутриклеточного железа, которое само может способствовать 
дополнительному окислительному повреждению белков и других субстра-
тов. Этот механизм – первый хорошо изученный пример прямой реакции 
супероксида, а не получающихся из него ROS, приводящей к поврежде-
нию компонентов клетки in vivo.

Липиды и углеводы. Пероксидное окисление липидов не только пред-
ставляет угрозу для целостности и функционирования мембраны и мем-
бранных белков, но также ведет к образованию различных токсичных 
альдегидов и кетонов, причем наиболее токсичный из них – 4-гидрокси-2-
ноненаль (HNE) – продуцируется с высоким выходом.1 Известно, что HNE, 
малоновый диальдегид (MDA) и другие токсичные продукты, образую-
щиеся при пероксидном окислении липидов, вступают в реакцию Михаэля 
с нуклеофильными боковыми цепями белков, что приводит к перекрестной 
сшивке белков (рис. XI.1.4). Продукты окисления углеводов также могут 
реагировать с белками и приводить к дальнейшему повреждению.1

Идентификация первичных мишений окислительного повреждения 
в живых организмах является основной проблемой, так как антиокси-
дантная защита значительно различается в зависимости от природы ROS 
и сайта атаки. Как уже отмечалось, продукты окисления липидов и/или 
углеводов реагируют с белками, и эти модифицированные белки содержат 
карбонильные группы, которые реагируют с 2,4-динитрофенилгидразином 
в карбонильной пробе на белки. Таким образом, регистрация высокого 
уровня содержания карбонильных групп в белках не обязательно ука-
зывает на то, что сами белки окисляются напрямую ROS; карбонильные 
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Рис. ХI.1.3. Гипотетический механизм реакции кластеров [Fe4S4]2+
 с супероксидом. 

Индивидуальные заряды на рисунке приписываются атомам железа для удоб-
ства отслеживания окислительно-восстановительных изменений; тем не менее 
следует подчеркнуть, что электронная плотность в Fe–S-кластерах, как известно, 
сильно делокализована (см. главу IV). а) Реакция О2

– с доступным для раствори-
теля Fe-центром в одной из вершин куба приводит к образованию Fe(III)-пероксо-
интермедиата [Fe4S4(O2)]+; б) протонирование Fe(III)-пероксо-комплекса приводит 
к гидропероксиду Fe(III) [Fe4S4(OOH)]2+ (в). Разложение кластера может происходить 
по одному из двух указанных путей: г) протонирование и отрыв пероксида водорода 
с образованием кластера [Fe4S4]3+, который высвобождает Fe2+ с образованием кластера 
[Fe3S4]+, или д) гомолитический разрыв связи в гидропероксолиганде с образованием 
гидроксильного радикала и феррил содержащего кластера [Fe4S4(О)]2+, который также 
может дать кластер [Fe3S4]+ при протонировании и высвобождении Fe3+ и гидроксид-
иона. [D.H. Flint, R.M. Allen, Chem. Rev., 96, 2315–2334 (1996); с разрешения  из2]
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группы могут образовываться и в реакциях еще неповрежденных белков 
с токсичными продуктами окисления липидов или углеводов.1

Нуклеиновые кислоты. Давно известно, что сильный окислительный 
стресс приводит к окислительному повреждению ДНК.1 Гуаниновые осно-
вания особенно чувствительны и превращаются в 8-оксо-7,8-дигидрогуанин 
и продукты последующего окисления.12 Существуют доказательства  участия 
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продукт окисления  PUFA.
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имидазольный фрагмент гистидина, 
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В некоторых случаях может 
возникать «сшивка» белок–белок.
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Рис. ХI.1.4. Реакции нуклеофильных боковых цепей белка с HNE. а) Деструкция PUFA 
часто приводит к образованию токсичных альдегидов и кетонов, таких как HNE. 
б) Это соединение губительно для белков ввиду его способности выступать в качестве 
акцептора Михаэля по отношению к различным нуклеофильным боковым белковым 
цепям. Образующийся аддукт HNE–белок (в) может обладать повышенной гидрофоб-
ностью, а также бóльшим содержанием карбонильных групп, что сделает его активным 
в реакции с 2,4-динитрофенилгидразином в пробе на карбонильные группы в белках. 
г) Аддукт HNE–белок способен реагировать в дальнейшем с аминогруппами других 
белков с образованием «сшитых» аддуктов белок–белок. [Stadtman E. R., Berlett B. S., 
Chem. Res. Toxicol., 10, 485–494 (1997); с разрешения из2]

XI.1. Реакционная способность и токсичность кислорода



20 XI. Метаболизм кислорода

«свободного» внутриклеточного железа в этом процессе окисления. Счита-
ется, что его источником является железо, высвобождаемое из железосер-
ных кластеров вследствие высокого содержания супероксида в условиях 
окислительного стресса. Общепризнанная теория основана на том, что 
это «свободное» железо может лабильно связываться с разными сайтами 
в ДНК, где оно является катализатором для генерирования из пероксида 
водорода очень реакционноспособных частиц, таких как гидроксильный 
радикал либо оксо- или гидроксочастицы, содержащих железо в высокой 
степени окисления, которые затем реагируют с ДНК (см. обсуждение ре-
акции Фентона в разделе Х.1.3.2). Клеточные восстановители супероксид, 
аскорбиновая кислота и NADH восстанавливают связанное Fe3+ до Fe2+, 
а далее протекает реакция Фентона, которая повреждает основания и саха-
ра в ДНК. Этот тип химических реакций также характерен для ионов Cu, 
случайно связанных с ДНК; в результате появляются модифицированные 
основания и/или одиночные разрывы цепи ДНК.11

XI.1.3.5. Связь между биохимией оксида азота и  молекулярного кислорода

Химия оксида азота (NO) и О2 в физиологических процессах, по-видимому, 
тесно связана. Например, пероксинитрит, образующийся в реакции оксида 
азота и супероксида, является активной частицей, которая, как полагают, 
образуется in vivo в определенных условиях и реагирует с тирозиновыми 
остатками белков с образованием нитротирозина. Другим примером явля-
ется S-нитрозилирование тиолов in vivo, механизм которого в настоящее 
время неизвестен, но в котором О2 или ROS, вероятно, служат в качестве 
окислителя (окислителей) в генерировании нитрозирующих частиц.13

 RSH + NO + Окислитель → RSNO (27)
Сообщалось также, что оксид азота реагирует с белками, содержащими 
железосерные кластеры.14
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