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Резюме. Охарактеризованы основы биохимических процессов, лежащих в основе повреждения кле-
точных мембран, и рассмотрены современные методы диагностики перекисного окисления липидов 
(ПОЛ). ПОЛ представляет собой цепные реакции, обеспечивающие расширенное воспроизводство 
свободных радикалов (активных форм кислорода), которые инициируют дальнейшее распространение 
ПОЛ. Активные формы кислорода могут отнимать электрон (-ы) от молекул и тем самым запускать ка-
скад свободно-радикальных реакций окисления, в результате чего вещество становится не способным 
выполнять свои функции, т.к. в первую очередь происходит окисление липидов клетки, которое ведет 
к повреждению клеточной мембраны и гибели клетки, в целом. Высокая активность ПОЛ характерна 
для многих заболеваний. В связи с чем, важно уметь диагностировать уровень окислительного стресса 
в организме. Окислительный стресс выражается в образовании многочисленных продуктов, различа-
ющихся по химической структуре, времени жизни, токсичности и биологической активности. Анализ 
продуктов ПОЛ представляет интерес для оценки уровня окислительного стресса в организме, для ис-
следования токсического, метаболического и регулирующего действия этого процесса на организм, а 
также для диагностики некоторых заболеваний. 
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Аэробные условия существования организмов сопровождаются постоянным процессом образования 
активных форм кислорода (АФК). В норме образованные АФК не приводят к биохимическим патоло-
гическим изменениям клетки, поскольку в них имеется система антиоксидантной защиты (САЗ). Од-
нако при патологических состояниях в организме (например, ишемия тканей) количество АФК возрас-
тает и происходит дисбаланс между количеством образованных и разрушенных частиц, что приводит 
к накоплению в клетке АФК. 

Основным источником образования АФК являются «утечки» электронов из цепи переноса электро-
нов, локализованной в митохондриях, и их взаимодействие с кислородом. Возможен и другой сцена-
рий. Например, кофермент Q может непосредственно контактировать с кислородом, что также может 
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привести к образованию АФК.
Образование АФК возможно при участии оксигеназ. Оксигеназы — ферменты, непосредственно вос-

станавливающие кислород, образуют пероксид водорода — H2O2 . К таким оксигеназам относятся: ци-
клооксигеназы, липооксигеназы, супероксид дисмутаза, оксидазы аминокислот. Реакции идут по схеме 
(SH2-субстрат): O2 + SH2 → S + H2O2.

Вследствие избытка АФК происходит окисление субстратов в клетке, протекающих по свободно-ра-
дикальному механизму. Первыми мишенями для АФК являются полиненасыщенные липиды клеточ-
ной мембраны, двойные связи которых разделены метиленовой группой (-CH2). Именно метиленовая 
группа будет акцептором электрона в процессе окисления. ПОЛ идет по следующей схеме: 

1. Под действием АФК происходит отщепление атома Н от метиленовой группы в составе структуры  
(= CH – CH – CH = CH –) и образование С-центрированного радикала.

2. Перегруппировка и изомеризация системы двойных связей с образованием диенового конъюгата 
(= CH – CH = CH – CH =).

3. Присоединение кислорода к атому углерода, несущего неспаренный электрон, с образованием пе-
рокисил радикала (R-OO), который может превратиться в гидроперикись (R-OOH) либо за счет внутри-
молекулярных взаимодействий и циклизации в эндопероксиды или изопростаны.

4. Расщепление эндопероксидов с образованием малонового диальдегида и гидропероксид жирной 
кислоты. Малоновый диальдегид способен реагировать с белками и нуклеиновыми кислотами с обра-
зованием карбонильных производных. 

Итоговыми продуктами ПОЛ являются: 
1. Гидроперекиси липидов.
2. Диеновые конъюгаты.
3. Изопростаны.
4. Альдегиды.
5. Малоновый диальдегид.
6. Карбонильные производные белков.
7. Окисленные фосфолипиды.
Для оценки уровня выраженности ПОЛ применяют различные методы. Методы диагностики ПОЛ 

классифицируют по:
1. Субстратам ПОЛ.
2. Продуктам ПОЛ.
a) по гидроперекисям липидов;
b) по диеновым конъюгатам; 
c) по изопростанам;
d) по альдегидам;
e) по малоновому диальдегиду;
f) по карбонильным производным белков;
g) по окисленным фосфолипидам.

Метод анализа субстратов ПОЛ
Субстратами ПОЛ являются полиненасыщенные жирные кислоты, основная масса которых в ор-

ганизме представлена линоленовой кислотой (18:2n-6) и арахидоновой кислотой (20:4n-6). Именно 
диагностика арахидоновой кислоты представляет большой интерес для врачей. Основным методом 
количественного анализа жирных кислот является газо-жидкостная хроматография (ГЖХ) с пламенно-
ионизационным детектором. В исследуемый образец добавляют внутренний стандарт, которым являет-
ся жирная кислота, отсутствующая в образце или присутствующая в следовых количествах. 

Стоит отметить, что помимо вышеперечисленных жирных кислот, в зависимости от диеты и физиче-
ского состояния, присутсвуют: γ-линоленовая (18:3n-6), дигомо-γ-линоленовая (20:3n-6), α-линоленовая 
(18:3n-3), эйкозапентаеновая (20:5n-3), докозапентаеновая (22:5n-3), докозагексаеновая (22:6n-3). 

Методы анализа продуктов ПОЛ
Диеновые конъюгаты. Диеновые конъюгаты способны поглощать УФ-излучения. Методы включает 

в себя экстракцию липидов в органических растворителях, несмешивающихся с водной фазой, и из-
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мерение поглощения при 223 нм. Основным представителем диеновых конъюгатов является конъюги-
рованная линоленовая кислота (9-цис, 11-транс – 18:2). 

Гидроперекиси липидов (ГПЛ). Эти вещества являются токсичными для организма. Они могут обра-
зовываться в хранящейся донорской крови, что необходимо учитывать и хранить в условиях, которые 
предотвращают образование гидроперекисей липидов. Основным методом количественного анализа 
ГПЛ является измерение продуктов реакции ГПЛ с различными соединениями. При взаимодействии 
ГПЛ с  Fe2+ образуется Fe3+ , алкоксил и пероксил радикалы, происходит разрушение ГПЛ до альдеги-
дов. Ионы железа можно измерить методом спектрофотометрики с использованием тиоцианата аммо-
ния. Алкоксил и пероксил радикалы в реакции с хромофором или люминифором дают окрашенные и 
люминесцирующие соединения, соответственно. Малоновый альдегид измеряют в реакции с тиобар-
битуровой кислотой. 

Для прямого анализа ГПЛ получают их стабильные производные — гидроксильные жирные кислоты. 
Для этого гидроперекиси восстанавливают и гидрируют с образованием насыщенных гидрокси-ЖК. 
Получившиеся вещества дополнительно очищают и измеряют методов ГЖХ с масс-спектрометром. 

Циклические продукты перекисного окисления жирных кислот (изопростаны). Особое внима-
ние уделяется бициклическим эндопероксидам и продуктам их восстановления — изопростанам, по-
скольку они обладают большой схожестью с простагландинами. Анализ изопростанов должен быть 
весьма высокочувствительным вследствие скудного содержания в плазме крови. Предварительно осу-
ществляют очищение с использованием методов тонкослойной хроматографии (ТСХ) и твердофазной 
экстракции. Далее выполняется количественный анализ, включающий в себя масс-спектрометрию 
(МС), сопряженную с газожидкостной хроматографией (ГЖХ) или высокоэффективной жидкостной 
хроматографией (ВЭЖХ). В медицинских условиях наиболее актуальны будет метод иммунофермент-
ного анализа (ИФА) изопростанов, обладающий высокой чувствительностью и простотой выполнения. 

Альдегиды. Основными представителями альдегидов ПОЛ являются: насыщенные алкенали, нена-
сыщенные 2-алкенали, 2,4-алкадиенали, 4-гидрперокси- и 4-гидрокси-2-алкенали, дикарбоновые аль-
дегиды, малоновый диальдегид. Альдегиды — наиболее рассматриваемые биомаркеры ПОЛ. Наиболее 
простым методом является определение малонового диальдегида (МДА). Стоит отметить, что МДА в 
норме может синтезироваться нашим организмом в ходе ферментативной реакции из некоторых про-
стагландинов, а также поступает с пищей, как и другие продукты ПОЛ, что стоит учитывать и исклю-
чить прием пищи перед анализом. Также еще одним частым представителем является 4-гидрокси-2-
ноненаль (ГНЕ). Он является отравляющим веществом. Методом количественного анализа альдегидов 
является масс-спектрофотометрия [5] с калибровочной кривой для каждого альдегида. 

Карбонильные производные белков. Альдегиды способны реагировать с белками с образованием 
карбонильных производных белков. Аддукты белков и альдегидов весьма нестабильны, зачастую МДА 
высвобождается от аддукта путем гидролиза. Для обнаружения аддуктов используется иммуногисто-
химическое окрашивание с применением специфических ферментов, также возможно определение ме-
тодом ГЖХ-МС. 

Окисленные фосфолипиды. АФК атакуют в первую очередь фосфолипиды мембран, что ведет к об-
разованию ОФЛ. Структура ОФЛ при этом может быть различной: ОФЛ могут сохранять остатки жир-
ных кислот, могут иметь гидрокси-, энтоперокси- группы и изопростаны, либо имеют укороченный 
хвост, вследствие β-окисления. ОФЛ являются специфическими биомаркерами ПОЛ, как и изопро-
станы, поэтому их количественный анализ весьма информативен. Основным методом анализа ОФЛ яв-
ляется ВЭЖХ-МС/МС [5], при котором используется метод изотопного разбавления. Также возможно 
использование метода хемилюминесцентного ИФА. 

Отдельно хочется отметить современные методы диагностики ПОЛ. Данные методы основаны на 
главных методиках определения ПОЛ, указанных выше. Однако же отличие заключается в определе-
нии уровня более специфичных продуктов ПОЛ, с помощью которых исследуется поражение какого-
либо органа или профилактика заболеваний. Так, были разработаны несколько методик определения 
уровня ПОЛ в организме.

• Уровень гидроксиоктадекадиеновой кислоты (HODE) как показатель уровня окислительного стрес-
са при нерациональном питании. Может использоваться для ранней диагностики сахарного диабета 
[12].

• Диагностика уровня 8-изопростагландина F2α, малонового диальдегида в мокроте дает возмож-
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ность определить локализацию воспалительного процесса в дыхательной системе [5-7].
• Уровень 3-нитротирозина, 8-гидрокси-2’-дезоксигуанозин позволяет определить глубину пораже-

ний и стадию заболевания при гепатозе, гепатитах, НАЖБП [5].
• Увеличение количества липоксинов, нейропротектинов как продукта ПОЛ может использоваться 

для коррекции и выбора терапии при черепно-мозговых травмах [6]. 
• 7-гидропероксихолестерол является биомаркером атерогенеза в организме и может применяться 

для предупреждения атеросклероза [10].
Принципиальным отличием является большая специфичность продуктов ПОЛ, т.е. для поражения 

какого-либо органа свои субстраты для определения уровня ПОЛ. Данные примеры являются одними 
из многих видов. Все методы ПОЛ могут использоваться совместно, с их помощью можно определять 
общий уровень ПОЛ в организме.

Заключение
Таким образом, уровень ПОЛ — важный диагностический показатель, поскольку увеличение актив-

ности ПОЛ сопровождается развитием того или иного заболевания в организме. Выбор вещества для 
анализа ПОЛ зависит от заболевания. Наибольший интерес составляют токсичные вещества, но они 
имеют короткий период жизни. В клинических исследованиях лучше использовать наиболее стабиль-
ные вещества. Отдельная категория — это биомаркеры ПОЛ, которые дают наиболее полную и точную 
картину уровня ПОЛ. При любом методе анализа уровня ПОЛ нужно иметь в виду следующие условия: 

1) продукты ПОЛ не должны поступать с пищей; 
2) химический состав продуктов ПОЛ соответствует исходному составу липидного субстрата; 
3) хранение и пробоподготовка не ведет к дальнейшему появлению продуктов ПОЛ. 
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METHODS OF DIAGNOSTICS OF CELL MEMBRANE DAMAGE
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Abstract. The fundamentals of the biochemical processes underlying the damage of cell membranes are 
characterized, and modern methods of diagnosing lipid peroxidation (POL) are considered. POL is a chain 
reaction that provides an expanded reproduction of free radicals (reactive oxygen species), which initiate the 
further spread of POL. Reactive oxygen species can take an electron (s) away from molecules and, thereby, 
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start a cascade of free radical oxidation reactions, as a result of which the substance becomes unable to perform 
its functions, because first of all, the oxidation of cell lipids occurs, which leads to damage to the cell membrane 
and cell death as a whole. High activity of sex is characteristic of many diseases. Therefore, it is important 
to be able to diagnose the level of oxidative stress in the body. Oxidative stress is expressed in the formation 
of numerous products that differ in chemical structure, lifetime, toxicity and biological activity. The analysis 
of POL products is of interest for assessing the level of oxidative stress in the body, for studying the toxic, 
metabolic and regulatory effects of this process on the body, as well as for the diagnosis of certain diseases.
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