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Цель исследования – определение свободнорадикальных реакций в цельной крови крыс Wistar при стресс-индуцированной 
физической нагрузке.  
Материал и методы. Объект исследования – цельная кровь крыс-самцов Wistar. Крыс из опытной группы подвергли принуди-
тельному плаванию в аквариуме. Эксперимент проводился по Порсольту при температуре воды 25 °С. Время плавания 40 мин 
определено экспериментальным путем после моделирования стресса. С помощью спонтанной люминол-зависимой хемилюми-
несценции на биохемилюминометре БХЛМ 3606М определяли значения максимума интенсивности свечения (Imax) и скорости его 
роста (Ltg). Скорость свободнорадикальной реакции вычисляли по формуле, описанной Ю.А. Владимировым с соавт. (2011).  
Результаты. При стресс-индуцированной физической нагрузке значение Imax достоверно увеличивается в 1,09 раза (p < 0,05), 
а значение Ltg достоверно снижается в 4,65 раза (p < 0,05). Между указанными параметрами наблюдается линейная зависи-
мость, описанная уравнением Imax = 128,411⋅Ltg, где 128,411 – коэффициент, характеризующий чувствительность анализатора 
БХЛМ 3606М к излучению фотоэлектронного умножителя. С помощью этого уравнения установлены константы скоростей изу-
ченных свободнорадикальных реакций: константа первой реакции k1 = 1⋅1010 (моль/дм3)−1 · с−1, которая является константой 
скорости образования пероксинитрита, константа второй реакции k2 = 3,2⋅107 (моль/дм3)−1 · с−1 – константа скорости восста-
новления глутатион-тиильного радикала до восстановленной формы глутатиона.  
Выводы. При стресс-индуцированной физической нагрузке наблюдаются реакция образования пероксинитрита из радикала 
монооксида азота, а также реакция восстановления глутатион-тиильного радикала до восстановленной формы глутатиона. 
Впервые свободнорадикальные реакции, имеющие место при стресс-индуцированной физической нагрузке, определены с по-
мощью зависимости скорости свечения от соотношения максимума интенсивности хемилюминесценции к коэффициенту, харак-
теризующему чувствительность анализатора БХЛМ 3606М к излучению фотоэлектронного умножителя. Впервые уравнение, 
описанное Ю.А. Владимировым с соавт. (2011), использовано при исследовании свободнорадикальных реакций с помощью ана-
лизаторов БХЛМ 360*. В процессе хемилюминесцентного исследования изучаемые вещества не разрушаются, вследствие чего 
ход реакций не изменяется. Кроме того, хемилюминесценция обладает высокой чувствительностью, что весьма важно при реги-
страции высокореакционных радикалов. 
Ключевые слова: свободнорадикальные реакции, стресс, физические нагрузки, хемилюминесценция, константа скорости 
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Свободные радикалы − это химические ча-
стицы, которые в умеренных количествах участ-
вуют в различных клеточных процессах (напри-
мер, в защите организма от патогенных микроор-
ганизмов), а в избытке повреждают клетки [1]. Из-
быток активных форм кислорода (АФК), повре-
ждающих молекулы дезоксирибонуклеиновой 
кислоты (ДНК), белков и липидов, наблюдается 
при стрессе [2].  

Один из видов стресса, с которым сталкива-
ется человек, индуцируется физическими нагруз-
ками. Особенности генерации свободных радика-
лов и работы антиоксидантной системы при физи-
ческих нагрузках зависят от их вида, интенсивно-
сти, длительности и систематичности [3].  

Активность ферментов антиоксидантной си-
стемы и количество продуктов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) при физических нагрузках 
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активно изучены, однако исследований по кинетике 
свободнорадикальных реакций практически нет. Её 
можно изучить с помощью хемилюминесценции − 
свечения, сопровождающего химические реакции 
[4, 5]. Особенность данного метода заключается в 
том, что при исследовании изучаемые вещества не 
разрушаются и ход реакций не изменяется. Кроме 
того, хемилюминесценция обладает высокой чув-
ствительностью, что весьма важно при обнаруже-
нии высокореакционных радикалов [4].  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – определе-
ние свободнорадикальных реакций в цельной кро-
ви крыс Wistar при стресс-индуцированной физи-
ческой нагрузке. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
В исследование было включено 30 крыс-сам-

цов Wistar массой 120–140 г. Животных содержа-
ли в условиях вивария на полноценной диете 
(овёс, овощи, минеральные добавки). Перед нача-
лом эксперимента животных протестировали по 
двигательной активности методом «Открытое по-
ле». Крыс разделили на две группы: контрольную 
группу составили 10 крыс, а опытную – 20. Опыт-
ных крыс подвергли принудительному плаванию в 
аквариуме, время плавания 40 мин при температу-
ре воды 25 °С по Порсольту [6]. Время плавания 
определено экспериментальным путем после мо-
делирования стресса. После декапитации кровь 
для исследования забирали в гепаринизированные 
капилляры. Далее 75 мм3 крови вносили в кювету с 
2 см3 активатора (вещества, усиливающего хеми-
люминесценцию (ХЛ)) – люминола (Beckman 
Coulter, Чехия) в физиологическом растворе NaCl 
0,9 моль-экв/дм3 в барабан биохемилюминометра 
БХЛМ 3606М (СКТБ «Наука» КНЦ СО РАН, Рос-
сия) [4, 5]. В качестве контроля для измерения фо-
нового свечения, постоянно присутствующего в 
окружающей среде, использовали раствор люми-
нола в физиологическом растворе 0,9 моль-экв/дм3 
NaCl [5]. В исследовании определяли параметры 

спонтанной люминол-зависимой ХЛ крови крыс: 
максимум интенсивности (Imax, измеряется в отно-
сительных единицах (отн. ед.)) и скорость роста 
свечения (Ltg, измеряется в относительных едини-
цах, деленных на секунду (отн. ед/с)) [7]. По графи-
ку зависимости интенсивности свечения от времени 
определяли значения Imax и Ltg за 10 мин [5]. 

Экспериментальный материал обрабатывали 
с помощью программ Statistica 6.0 (StatSoft, США) 
и Microsoft Excel 365 (Microsoft, США). Соответ-
ствие распределений нормальному типу проверяли 
по критерию Пирсона. Достоверность отличий 
между группами определяли по критерию Манна–
Уитни и по t-критерию Стьюдента. Наличие ли-
нейной зависимости Imax от Ltg устанавливали при 
помощи коэффициента корреляции Пирсона. Тес-
нота линейной связи оценена по шкале Чеддока. 
Тип корреляции проверен с помощью метода 
наименьших квадратов. Скорость свободноради-
кальной реакции вычисляли по формуле, описан-
ной Ю.А. Владимировым с соавт. (2011):  

ICL = K ⋅ kреакции⋅[R⋅],  

где ICL – интенсивность ХЛ, отн. ед.; K – коэффи-
циент, характеризующий чувствительность 
биохемилюминометра БХЛМ 3606М к излучению 
фотоэлектронного умножителя; kреакции – константа 
скорости реакции, (моль/дм3)−1⋅с-1; [R⋅] – равновес-
ная концентрация свободных радикалов, моль/дм3.  

Выражение kреакции⋅[R⋅] равно скорости реак-
ции [8]. Поскольку скорость роста свечения равна 
Ltg, а в качестве интенсивности свечения прини-
мали максимум интенсивности ХЛ (Imax), то мак-
симум интенсивности свечения вычисляли по 
формуле: Imax = K⋅Ltg, где Imax, K, Ltg – описано 
выше. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Значения параметров свечения цельной крови 

у крыс из контрольной и опытной групп приведе-
ны в таблице. 

Таблица. Сравнение параметров спонтанной люминол-зависимой хемилюминесценции  
цельной крови крыс Wistar между контрольной группой и группой, подвергнувшейся физическим нагрузкам 

Показатель Контрольная группа (M ± m) Группа, подвергнувшаяся физическим нагрузкам (M ± m) 

Imax, отн. ед. 1675,90±16,03 1823,29±80,83* 

Ltg, отн. ед/с 4,081±1,301 0,878±0,618* 

П р и м е ч а н и е : Imax – максимум интенсивности хемилюминесценции (ХЛ); Ltg – тангенс угла между значениями началь-
ной интенсивности ХЛ и максимальной интенсивности свечения; * – достоверные отличия опытных значений от контроль-
ных, p < 0,05. 
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Установлено, что при стресс-индуцированной 
физической нагрузке значение Imax достоверно 
увеличивается в 1,09 раза. Кроме того, такая 
нагрузка сопровождается статистически достовер-
ным снижением значения Ltg в 4,65 раза. 

В контрольной выборке значение коэффици-
ента корреляции Пирсона равно −0,3. По шкале 
Чеддока линейная связь является умеренной. За-
висимость Imax от Ltg у крыс из контрольной груп-
пы описывается уравнением Imax = −128,935 ⋅ Ltg + 
+ 2577,008. Модуль коэффициента K равен 128,935. 

В опытной выборке значение коэффициента 
корреляции Пирсона равно 0,1. По шкале Чеддока 
линейная связь является слабой. Зависимость Imax 
от Ltg у крыс из опытной группы описывается 
уравнением Imax = 127,887 ⋅ Ltg + 1616,268. Модуль 
коэффициента K равен 127,887. 

Исходя из вышеуказанных уравнений и вы-
численного среднего арифметического модулей K, 
мы сделали вывод о том, что модуль коэффициен-
та чувствительности биохемилюминометра БХЛМ 
3606М равен 128,411. Таким образом, для иссле-
дования будет использоваться уравнение Imax =  
= 128,411 ⋅ Ltg. Так как в вышеуказанной формуле 
единственным параметром, который не изменяет-
ся, является константа скорости свободноради-
кальной реакции, то для определения последней 
необходимо определить тип зависимости между 
Ltg и Imax/128,411, а также предположить, что [R⋅] 
равно Ltg. Для начала выявлена зависимость меж-
ду Imax/128,411 и [R⋅] у контрольной выборки. По-
лучили уравнение Imax/128,411 = –12,933[R⋅]2 +  
+ 110,05[R⋅] – 200,26. Коэффициент a (из типично-
го уравнения квадратичной зависимости y = ax2 + 
+ bx + c), модуль которого (согласно указанному 
уравнению) является произведением констант 
скоростей двух реакций, равен –12,933. По этому 
значению можно сделать вывод о том, что одна из 
реакций относится к реакциям образования нового 
вещества, а другая – к реакциям разложения.  

Общая концентрация свободных радикалов 

вычисляется по формуле [ ] maxIR
128,41Ltg

⋅ = . Тогда 

[ ] х
3

1675,90 128,41 мольR 3,20 10
4,08 дм

−⋅ = = ⋅ , 

где x – степень, в которую возводятся моли, де-
ленные на кубические дециметры. 

Исходя из результатов вычислений предпо-
ложим, что концентрация свободного радикала в 

крови крыс, подвергнувшихся физической нагруз-
ке, может быть равна либо 3,20 мкмоль/дм3, либо  
3,20 нмоль/дм3.  

Если допустим, что концентрация вещества из-
меряется в наномолях, и умножим (моль/дм3)−1⋅с−1 на 
10−9, то получим, что одна константа имеет значение, 
близкое к 1⋅109 (нмоль/дм3)−1⋅с−1, а другая – близкое к 
1⋅1010 (нмоль/дм3)−1⋅с−1.  

Выводим следующие гипотезы: 
1. Концентрация радикалов равна 3,20 

нмоль/дм3, и при физической нагрузке имеют ме-
сто реакции с участием радикала монооксида азо-
та. Теоретические константы реакций с участием 
⋅NO равны: 1·1010 (моль/дм3)−1·с−1 при взаимодей-
ствии с супероксидным анион-радикалом, 1 ⋅102 – 
− 1 103 (моль/дм3)−1⋅с−1 при взаимодействии с глу-
татионом [9].  

2. Концентрация радикалов равна 3,20 
мкмоль/дм3, и при физической нагрузке имеет ме-
сто реакция взаимодействия пероксида водорода с 
каталазой, глутатионпероксидазой и перокси-
редоксинами. Теоретическая константа скорости 
реакции равна 1·107–1⋅108 (моль/дм3)−1⋅с−1 [9]. 

Гипотеза о реакции с участием H2O2 отверга-
ется, так как константа её скорости меньше пред-
положенных значений. Рассмотрим константы 
скоростей реакции с участием ⋅NO. Ближе к пред-
положенному значению находится значение кон-
станты скорости реакции взаимодействия радика-
ла монооксида азота с супероксидным ани-
он-радикалом. B.P. Watts с соавт. (1995) показали, 
что пероксинитрит дает свечение при взаимодей-
ствии с белками [4].  

В опытной выборке зависимость Imax/128,411 
описывается уравнением 

2max [I ]–0,4113 R 2,7964 R 11,614
128

[
,4

]
11

= ⋅ + ⋅ + . 

Константа второй реакции, характерной для 
стресс-индуцированной физической нагрузки, равна 

опытный
2

контрольный

1
7 1

3

ak
a

0,4113 нмоль3,2 10 с .
12,933 дм

−
−

= =

−  
= = ⋅ ⋅ −  

  

Полагаем, что при стресс-индуцированной 
физической нагрузке имеет место реакция образо-
вания восстановленной формы глутатиона в ре-
зультате отщепления водорода из арахидоновой 
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кислоты молекулами глутатион-тиильного ради-
кала (теоретическая константа скорости реакции 
равна 3,1⋅107 (моль/дм3)−1⋅с−1) [10]. При этом уро-
вень восстановленного глутатиона может быть 
связан как с интенсивностью физической нагруз-
ки, так и с особенностями их нутритивного стату-
са [11]. Возможно, участие арахидоновой кислоты 
в образовании глутатиона обусловлено интенсив-
ностью физических нагрузок. В.И. Сергиенко с 
соавт. (2019) установили, что при физических 
нагрузках, в частности при острых, увеличивается 
количество АФК, которые являются модулятора-
ми активности тромбоцитов [12]. От мембран 
тромбоцитов отщепляется арахидоновая кислота в 
избытке. Она активирует циклооксигеназный путь 
своего окисления, которое сопровождается обра-
зованием супероксидного анион-радикала из кис-
лорода [3, 13].  

ВЫВОДЫ  
Установлено, что спонтанное люминол-зави-

симое свечение крови при стресс-индуцированной 
физической нагрузке определяется пероксинитри-
том, образующимся в результате соединения супе-
роксидного анион-радикала с радикалом моноок-
сида азота, и глутатион-тиильным радикалом, ко-
торый отщепляет водород у арахидоновой кисло-
ты и восстанавливается до восстановленной фор-
мы глутатиона.  

Научная новизна исследования состоит в том, 
что впервые свободнорадикальные реакции, име-
ющие место при стресс-индуцированной физиче-
ской нагрузке, определены с помощью зависимо-
сти скорости свечения от соотношения максимума 
интенсивности хемилюминесценции к коэффици-
енту, характеризующему чувствительность био-
хемилюминометра БХЛМ 3606М к излучению фо-
тоэлектронного умножителя. Кроме того, уравне-
ние, описанное Ю.А. Владимировым с соавт. 
(2011), впервые использовано при исследовании 
свободнорадикальных реакций с помощью анали-
заторов серии БХЛМ 360*. 

Преимущество исследования заключается в 
том, что в его процессе изучаемые вещества не 
претерпевают разрушения, вследствие чего изме-
нения хода реакций не происходит. Необходимо 
также отметить, что хемилюминесценция характе-
ризуется высокой чувствительностью, что являет-

ся весьма важным при регистрации высокореакци-
онных радикалов. 
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Purpose. Determination of the free radical reactions in whole blood of Wistar rats under stress-induced physical exercise.  
Materials and methods. The object of the research is whole blood of male Wistar rats. Rats in the experimental group were forced to 
swim in an aquarium (swimming time 40 minutes at the water temperature of 25 °C with using of Porsolt test). The swimming time 
was determined experimentally after the stress modeling. The values of maximum luminescence intensity (Imax) and its growth rate 
(L tg) were determined with spontaneous luminol-dependent chemiluminescence on BCLM 3606M biochemiluminometer. The rate of 
the free radical reaction was calculated by using the formula described by Yu.A. Vladimirov et al. (2011).  
Results. During stress-induced physical exercise Imax value significantly increases by 1.09 times (p < 0.05) and L tg value signifi-
cantly decreases by 4.65 times (p < 0.05). Between the above-noted parameters the linear dependence described with the equation 
Imax = 128.411⋅L tg where 128.411 is the coefficient characterizing BCLM 3606M analyzer’s sensitivity to radiation of a photomultipli-
er tube is observed. The rate constants of the studied free radical reactions were established with this equation: the constant of the 
first reaction k1 = 1⋅1010 (mol/dm3)−1⋅s−1 is the constant of peroxynitrite formation rate, the constant of the second reaction  
k2 = 3.2⋅107 (mol/dm3)−1⋅s−1 is the constant of the rate of reduction of glutathione-thiyl radical to reduced form of glutathione.  
Conclusions. As a result of our study, it was found that there is the reaction of formation of peroxynitrite from radical of nitrogen 
monoxide and the reaction of reduction of glutathione-thiyl radical to reduced form of glutathione during stress-induced physical exer-
cise. For the first time free radical reactions during stress-induced physical exercise were determined with the dependence of lumines-
cence rate on ratio of maximum chemiluminescence intensity to the coefficient characterizing BCLM 3606M analyzer sensitivity to radi-
ation of a photomultiplier tube. For the first time the equation described by Yu.A. Vladimirov et al. (2011) used in study of free radical 
reactions using BСLM 360* analyzers. In the process of chemiluminescence substances are not destroyed, therefore a reaction path 
doesn’t change. In addition, chemiluminescence is highly sensitive, which is very important when registering highly reactive radicals. 

Key words: free radical reactions, stress, physical exercise, chemiluminescence, reaction rate constant, peroxynitrite, nitrogen 
monoxide, glutathione-thiyl radical, glutathione. 
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