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Background: Proteins oxidized by the action of X-rays represent long-lived reactive species, which trigger the secondary generation 
of reactive oxygen species (ROS). A change in the hydrogen peroxide (H2O2) content induced by various physical impacts may be 
an important factor of the therapeutic effect and the adaptation of the organism to unfavorable environmental conditions. 
Moderate hyperthermia and a number of physiotherapeutic procedures leading to a local warming of tissues are widely used in 
medical practice. However, the biological mechanisms of their curative effect are poorly understood. The prolonged generation 
of H2O2 long-lived reactive protein species (LRPS) after heating may be one of the mechanisms of activation of protective cellular 
mechanisms and thus to contribute to overcoming the disease.
Aim: To investigate if the serum proteins bovine serum albumin (BSA) and bovine gamma-globulin (BGG) can form LRPS under 
moderate hyperthermia and show that heat induces LRPS, which in turn continuously generate ROS, in particular H2O2.
Materials and methods: LRPS were studied by measuring the heat-induced chemiluminescence of protein solutions using 
a specially elaborated highly sensitive photon-counting chemiluminometer Biotoks-7 AM. The concentration of H2O2 formed 
in heated solutions of BSA and BGG was measured by the method of enhanced chemiluminescence in the system luminol-p-
iodophenol-peroxidase.

Актуальность. При воздействии ионизирующего излучения в присутствии кислорода активные формы кислорода (АФК), 
образующиеся в результате радиолиза воды, продуцируют долгоживущие активные формы белков (ДАФБ), которые явля-
ются источником вторичной длительной генерации АФК. Изменение содержания перекиси водорода (Н2О2) под действием 
различных физических факторов может быть важным элементом лечебного воздействия и адаптации организма к влиянию 
неблагоприятных факторов среды в результате сигнально-регуляторных процессов. Тепловые воздействия широко исполь-
зуются в медицинской практике для различных лечебных процедур. Однако биологические механизмы их влияния остаются 
малоисследованными. В связи с этим актуальным является исследование возможности длительной генерации H2O2 ДАФБ 
после воздействия тепла. Это может быть одним из способов активации защитных клеточных механизмов, способствующих 
преодолению болезни.
Цель – исследование возможности образования ДАФБ белками сыворотки крови – бычьим сывороточным  альбумином 
(БСА) и гамма-глобулином быка (ГГ) – при умеренной гипертермии и определение существования ДАФБ, индуцированных 
теплом, и их способности длительно продуцировать генерацию АФК, в частности H2O2.
Материал и методы. Исследование ДАФБ осуществляли методом измерения индуцированной хемилюминесценции рас-
творов белков под действием тепла с использованием высокочувствительного хемилюминометра Биотокс-7АМ. Образо-
вание H2O2, индуцированное ДАФБ в растворах БСА и ГГ под влиянием тепла, измеряли высокочувствительным методом 
усиленной хемилюминесценции в системе «люминол-p-йодофенол-пероксидаза хрена».
Основные результаты. В данной работе исследована возможность образования ДАФБ белками сыворотки крови – БСА 
и ГГ – при умеренной гипертермии. Показано, что тепло индуцирует образование ДАФБ, которые, в свою очередь, гене-
рируют АФК (1O2, О2

-•, OH•, H2O2). С помощью метода индуцированной хемилюминесценции продемонстрировано, что 
в растворах БСА и ГГ, подвергнутых умеренному нагреванию, происходит образование ДАФБ со временем полужизни 
около четырех часов. Методом усиленной хемилюминесценции в системе «люминол-p-йодофенол-пероксидаза хрена» 
показана длительная генерация Н2О2 под действием ДАФБ.
Заключение. Таким образом, обнаружено новое, неизвестное ранее фундаментальное свойство белков сыворотки крови 
под действием умеренного нагревания образовывать ДАФБ, которые в течение длительного времени продуцируют Н2О2. 
Нельзя исключить, что тепловые воздействия при физиотерапевтических процедурах, которые используются в медицин-
ской практике и сопровождаются образованием активных форм белков и длительной генерацией последними H2O2, мо-
гут приводить к сигнально-регуляторному лечебному и адаптивному ответу в организме человека.

Ключевые слова: окисление белков, активные формы кислорода, долгоживущие активные формы белков, перекись  
водорода, тепловое воздействие.
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Results: Here we studied the possibility of formation of long-lived species of the blood serum proteins BSA and BGG in air-
saturated solutions under the action of heat. It is shown that heat induces the generation of long-lived protein species, which in 
turn generate ROS (1O2, О2

-•, OH•, H2O2). The formation of the long-lived reactive species of BSA and BGG with a half-life of about 
4 h induced by moderate hyperthermia was revealed using the chemiluminescence of protein solutions. It was found that long-
lived reactive species of BSA and BGG cause prolonged generation of H2O2.
Conclusion: Thus, we found a new fundamental property of serum proteins: by the action of moderate heating, they are able to 
transform into LRPS that produce H2O2 over a long period of time. Therefore, it cannot be excluded that the heat treatment during 
physiotherapeutic procedures in clinical practice is accompanied by local heating and the formation of LRPS. H2O2 generated by 
these species may participate in signaling pathways and induce adaptive response in humans.

Key words: protein oxidation, reactive oxygen species, long-lived reactive protein species, hydrogen peroxide, action of heat.

ВВЕДЕНИЕ
Активные формы кислорода (АФК) в живых организ-
мах возникают как при нормальном клеточном ме-
таболизме, так и при воздействии различных физико-
химических факторов. Если уровень АФК превышает 
возможности нейтрализации антиоксидантной си-
стемы клетки, они вызывают окислительный стресс, 
оказывают повреждающее действие на биомолеку-
лы, запускают разные патологические процессы. Тем 
не менее при нормальных физиологических услови-
ях АФК в клетке, в первую очередь перекись водо-
рода (H2O2), играют сигнально-регуляторную роль  
в разных биологических процессах как вторичный 
мессенджер [1, 2]. Последние данные о роли H2O2  
в клеточной сигнализации млекопитающих пред-
ставлены в обзорах [1, 2, 3]. Изменение ее содержа-
ния под действием различных физических факторов 
может быть важным элементом лечебного воздей-
ствия и адаптации организма к влиянию неблаго-
приятных факторов среды [2]. В медицинской прак-
тике широко применяют умеренную гипертермию  
и ряд физиотерапевтических процедур, сопрово-
ждающихся локальным прогреванием тканей. Одна-
ко биологические механизмы их лечебного влияния 
остаются малоизученными.

Ранее мы показали, что под действием тепла  
в водных растворах образуются АФК [4, 5, 6, 7]. Есть 
все основания полагать, что образование H2O2 явля-
ется причиной лечебного воздействия. Высокое со-
держание в клетках белков делает их второй после 
воды основной мишенью воздействия АФК. При дей-

ствии высоких доз ионизирующего излучения в при-
сутствии кислорода АФК, образующиеся в результате 
радиолиза воды, продуцируют долгоживущие актив-
ные формы белков (ДАФБ), включающие в себя дол-
гоживущие белковые радикалы и гидропероксиды 
белков [8, 9]. В настоящее время образование долго-
живущих белковых радикалов показано для многих 
белков под действием гамма-, рентгеновского и уль-
трафиолетового излучений, а также ряда химических 
соединений [10]. Было установлено, что долгоживу-
щие белковые радикалы вызывают мутации и транс-
формации клеток [11] и в небольших количествах 
образуются в клетках животных и растений при нор-
мальной жизнедеятельности [12]. Ранее было пока-
зано, что ДАФБ являются источниками вторичных 
свободных радикалов, которые вызывают дальней-
шее окисление биомолекул (белков, дезоксирибо-
нуклеиновой кислоты (ДНК) и др.) [8, 9]. Радиаци-
онно-индуцированные ДАФБ могут генерировать 
АФК в течение длительного времени, оказывая гено-
токсическое действие на ДНК [9, 13], что может быть 
причиной длительного окислительного стресса по-
сле прекращения воздействия ионизирующего излу-
чения. Поскольку тепловое воздействие, как и иони-
зирующее излучение [4, 5, 6, 7], вызывает продукцию 
АФК, в данной работе исследовано образование 
ДАФБ белками сыворотки крови – бычьим сыворо-
точным альбумином (БСА) и гамма-глобулином быка 
(ГГ) – при умеренной гипертермии и показаны суще-
ствование ДАФБ и генерация ими АФК, в частности 
H2O2.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В работе использованы следующие реактивы и ма-
териалы: 4-йодфенол, кумарин-3-карбоновая кисло-
та (ККК), 7-ОН-кумарин-3-карбоновая кислота (7-ОН-
ККК), пероксидаза хрена, БСА (Sigma, США) и ГГ 
(Serva, Германия), натрий фосфорнокислый одно-  
и двузамещенный (Amresco, США), натрий хлори-
стый (Solvay, Франция), люминол (AppliChem, Герма-
ния), H2O2, 99,5% кислород (Протвино, Россия). Все 
вещества применялись без дополнительной очист-
ки. Свежеперегнанная бидистиллированная вода 
имела рН 5,8 и проводимость 120 мкСм/м.

Долгоживущие активные формы белков
Исследование ДАФБ осуществляли методом изме-
рения хемилюминесценции растворов белков, ин-
дуцированной тепловым воздействием, с исполь-
зованием высокочувствительного хемилюминоме-
тра Биотокс-7АМ (Экон, Россия). После нагревания 
растворов белков в течение двух часов при темпе-
ратуре 35-50 oС в темноте измеряли величину хе-
милюминесценции при комнатной температуре  
в пластиковых полипропиленовых флаконах для 
жидкостного сцинтилляционного счета объемом 
20 мл (Beckman, США) [9, 10, 13].

Определение продукции перекиси водорода
Образование H2O2, индуцированное ДАФБ в рас-
творах БСА и ГГ под влиянием тепла, измеряли вы-
сокочувствительным методом усиленной хемилю-
минесценции в системе «люминол-p-йодо фенол-
пероксидаза хрена». В качестве хемилюминометра 
использовали жидкостный сцинтилляционный счет-
чик Бета-1 (Украина) для измерения β-излучения, 
работающий в режиме счета одиночных фотонов 
(без схемы совпадений), или хемилюминометр 
Биотокс-7А (Россия) [9].

Определение концентрации 
гидроксильных радикалов
Для количественного определения концентрации 
гидроксильных радикалов в растворе использова-
ли специфичный для ОН-радикалов флюоресцент-
ный зонд – кумарин-3-карбоновую кислоту [6, 14, 
15]. Интенсивность флюоресценции измеряли на 
спектрофлюориметре Cary Eclipse (Varian, Австра-
лия) с λex=400 нм, λem=450 нм. Калибровку проводи-
ли с помощью коммерческой 7-ОН-ККК.

Определение концентрации растворенного 
кислорода
Белковые растворы дополнительно насыщали 
кислородом путем барботирования в течение  
15 минут. Концентрацию кислорода в растворе 
измеряли с помощью оксиметрического электро-

да ДКТП-02.4 на приборе Эксперт-001 (Эконикс-
Эксперт, Рос сия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Хемилюминесцентные методы являются наиболее 
чувствительными для обнаружения и исследования 
ДАФБ [9, 10, 13]. Повышение температуры от 35 до 
40 оС сопровождалось двукратным увеличением 
интенсивности хемилюминесценции белков, а до 
45 оС –  трехкратным. При концентрации БСА и ГГ 
6,7 мкмоль [16] в фосфатно-солевом растворе  
(10 ммоль Na2HPO4, 150 ммоль NaCl, pH 7,4) выявле-
но образование ДАФБ этих белков при нагревании.

Зависимость интенсивности хемилюминесценции 
от концентрации БСА и ГГ имела двухфазную колоко-
лообразную форму. При ~15 мкмоль БСА и ~3 мкмоль 
ГГ хемилюминесценция растворов достигала макси-
мальных значений. Эти концентрации белков ис-
пользовали для определения времени полужизни 
ДАФБ по уменьшению величины хемилюминесцен-
ции после теплового воздействия. Учитывая молеку-
лярные массы БСА и ГГ (67 и 150 кДа соответствен-
но; соотношение 1:2,24) и значения концентраций 
этих белков, соответствующие максимальным вели-
чинам хемилюминесценции (0,44 г/л для БСА и 1 г/л  
для ГГ; соотношение 1:2,27), видно, что максималь-
ное количество люминесцирующих продуктов, об-
разующихся в результате теплового воздействия,  
в среднем приблизительно одинаково в расчете на 
единицу массы этих белков. Кроме того, был уста-
новлен кислородный эффект, а именно зависимость 
интенсивности хемилюминесценции белковых рас-
творов от концентрации растворенного кислорода.

Уменьшение интенсивности хемилюминесцен-
ции с течением времени после нагревания дает 
возможность определить время полужизни ДАФБ. 
Время полужизни радикалов БСА и ГГ составляло 
около четырех часов при воздействии тепла в диа-
пазоне 35-50 оC.

Затем мы исследовали образование Н2О2, инду-
цированное ДАФБ в растворах БСА и ГГ под влияни-
ем тепла (два часа, 45 оС). В случае ГГ наблюдается 
двухфазная зависимость образования Н2О2 после те-
плового воздействия с четко выраженным максиму-
мом при 1-2 мкмоль белка. Для БСА двухфазная за-
висимость более полога с наибольшим значением 
Н2О2 при 10 мкмоль белка. В обоих случаях через 
один час после прогрева концентрация Н2О2 состав-
ляла около 40 нмоль. Концентрации ГГ (2 мкмоль)  
и БСА (10 мкмоль), при которых наблюдался макси-
мальный эффект, были использованы в дальнейшем 
для измерения содержания Н2О2 в течение шести ча-
сов после теплового воздействия. В контрольном 
растворе без белка концентрация Н2О2 составляла 
около 4-5 нмоль и уменьшалась к шести часам до  
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1 нмоль. В растворе БСА наблюдалось плавное уве-
личение концентрации Н2О2 в течение четырех ча-
сов, а затем ее быстрое уменьшение к шести часам. 
В случае ГГ происходил рост ее концентрации до 
одного часа с последующим уменьшением к шести 
часам. Можно полагать, что в течение времени по-
лужизни ДАФБ, которое составляет около четырех 
часов, происходит интенсивная генерация Н2О2, при-
водящая к росту ее концентрации для БСА в течение 
четырех часов и одного часа в случае ГГ с последую-
щим распадом.

С помощью флюоресцентного зонда ККК, про-
дукт гидроксилирования которой – 7-ОН-ККК – ин-
тенсивно флюоресцирует [6, 9], определяли обра-
зование гидроксильных радикалов в растворах БСА 
и ГГ после двух часов нагревания при 45 оC. Содер-
жание 7-ОН-ККК составляло 9,1 (4,6-13,4) нмоль для 
БСА и 15,2 (6,5-23,4) нмоль для ГГ (медиана, 95% 
доверительный интервал, n=3).

Таким образом, обнаружено новое, неизвест-
ное ранее фундаментальное свойство белков сы-
воротки крови под действием умеренного нагре-
вания образовывать ДАФБ, которые в течение 
длительного времени продуцируют Н2О2. Образо-
вание ДАФБ, индуцированных теплом, заведомо 
не должно ограничиваться только белками сыво-
ротки крови, а должно быть присуще по крайней 
мере подавляющему большинству клеточных бел-
ков, как это происходит в случае рентгеновского 
излучения [9].
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