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Введение
Одно из самых очевидных следствий облуче-

ния клеток, тканей и организма человека и жи-
вотных – это увеличение супероксиддисмутазной 
активности в облучаемом объекте. Активация 
СОД активности наблюдалась при облучении 
светом красного или ИК лазера изолированных 
лейкоцитов [4, 9], перитонеальных макрофагов 
[6], кожных ран [7, 8], кишечника [24]. Активация 
СОД в плазме крови наблюдалась при лазерном 
облучении уха животного [9]. Все эти исследо-
вания были стимулированы результатом более 
ранней работы Е.А.Горбатенковой и сотрудников 
[2]. При инкубировании медь-цинковой суперок-
сиддисмутазы в кислой среде (рН 5,9) авторы на-
блюдали инактивацию фермента в течение двух 
часов. Последующее облучение светом красного 
лазера приводило к восстановлению активности 
фермента. Поскольку СОД имеет полосу погло-

щения в красной области, предполагалось, что 
при облучении инактивированной СОД светом 
ГНЛ происходит смещение кислотно-основного 
равновесия гистидина в активном центре фер-
мента и ферментативная активность восстанав-
ливается [3, 20]. Нас смутило то обстоятельство, 
что согласно данным других авторов [22], инак-
тивация супероксиддисмутазы в кислой среде 
происходит только при рН ниже четырех. Это 
противоречие могло быть связано со спецификой 
метода определения активности СОД в работе [2] 
(использовали НАДН как источник супероксид-
радикалов и нитросиний тетразолий как реагент 
на эти радикалы). В настоящей работе мы попы-
тались воспроизвести данные, изучив влияние рН 
и облучения на активности фермента и используя 
при этом три метода, основанные на измерении 
хемилюминесценции в присутствии активаторов 
люминола и люцигенина:
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фотореактивации СОД под действием красного света лазера. 
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1. В системе АБАП/люминол [16]. 
2. В системе пероксидаза хрена/люминол [15]. 
3. По специально разработанной нами мето-

дике в системе H2O2/Co2+/люцигенин [21].

Материалы и методы
В работе использованы реактивы: KH2PO4 

(Sigma, , ≥ 98%); KOH; люцигенин (Sigma-Aldrich); 

пероксид водорода (Aldrich, 30%); CoCl2•6H2O 
(Sigma, 98.0-102.0%); супероксид- дисмутаза 
СОД (Sigma, 4470 международных единиц/мг); 
люминол; 2,2’-азобис(2-метилпропионамидин)
дигидрохлорид АБАП (Sigma); пероксидаза из 
корней хрена ПКХ (Sigma), буфер Кребса-Ринге-
ра рН 7,4; реагент для определения общего содер-
жания белка (Sigma).

В работе использована аппаратура: установка 
очистки воды Milli-Q (Millipore, Франция); маг-
нитная мешалка Biosan (Латвия); спектрофото-
метр SPECORD 200 (Analytic Jena, Германия); 
хемилюминометр Lum-5773 c программным обе-
спечением PowerGraph 3.3 Pro, (ДИСофт, Россия). 

В качестве источника излучения использовали 
лазерный диод с длиной волны 650 нм (40 мВт; 
диаметр луча 5 мм), и лазеры с длиной волны 
532 нм (20 мВт; диаметр луча 5 мм, Лазер-Экс-
порт, Россия) и 442 нм (20 мВт; диаметр луча 
5 мм, Plasma, Россия).

На основе анализа литературных данных 
нами были выбраны две ранее применявшиеся 
хемилюминесцентные методики определения ак-
тивности СОД: измерение хемилюминесценции в 
системе АБАП/люминол [14] и в системе перок-
сидаза хрена/люминол [15]. Типичные примеры 
записи хемилюминесценции показаны на рисун-
ке 1. За единицу активности СОД в этих систе-
мах принимали концентрацию СОД, снижающую 

площадь под кривой хемилюминесценции в два 
раза (c1/2), как это делается и в других работах[11, 
15, 18, 19]. 

Следует отметить, что оба рассмотренных 
метода, несмотря на наши усилия, не давали 
возможности измерять активность СОД в кис-
лых рН, что было необходимо для решения по-
ставленной в работе задачи. Поэтому нами был 

использован также недав-
но разработанный метод 
определения активности 
СОД, в основу которого 
положено измерение хеми-
люминесценции люциге-
нина в системе, содержа-
щей H2O2 и ионы Co2+ [23]. 
При добавлении в такую 
систему различных коли-
честв СОД наблюдалось 
снижение интенсивности 
ХЛ; при этом наблюдалась 
линейная зависимость 
между отношением свето-
суммы ХЛ в контрольной 
пробе (S0) к пробе с СОД 

(S) и концентрацией СОД, в соответствии с из-
вестным уравнением Штерна-Фольмера (рис. 2). 
В дальнейших опытах за единицу активности 
также принимали концентрацию СОД, снижаю-
щую площадь под кривой хемилюминесценции в 
два раза (c1/2). 

Для верификации методики мы проводили опре-
деление уровня фермента в биологических образ-
цах (в плазме крови, эритроцитах и митохондри-
ях). Основные этапы пробоподготовки были те же, 
что и в работе [17]. Чтобы уменьшить возможное 
влияние других (кроме СОД) белков на результа-

Рис. 1. Кривые хемилюминесценции при измерении активности СОД: 
(А) - в системе АБАП/люминол, содержащей 0,25 мкМ АБАП и 10 мкМ люминол, 
рН 8,5; (Б) - в системе пероксидаза из корней хрена (ПКХ)/люминол, содержащей 

1,5 мкг/мл ПКХ и 62 мкМ люминол, рН 9,4. I0 и I – средняя интенсивность ХЛ 
до и после добавления СОД. 

Рис. 2. Влияние СОД на хемилюминесценцию 
в системе Co2+, H2O2 и люцигенин.

На графике показана зависимость площади под кривой 
ХЛ от концентрации СОД в координатах 

Штерна-Фольмера. S0/S=(1,35±0,04)∙c+(0,9±0,1)



ФОТОБІОЛОГІЯ 
ТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ФОТОМЕДИЦИНА

114

PHOTOBIOLOGY 
AND EXPERIMENTAL PHOTOMEDICINE

ФОТОБІОЛОГІЯ ТА ФОТОМЕДИЦИНА, 1, 2 ‘2012

ты анализа, пробы прогревались в течение 10 мин 
при 60оС. Полученные зависимости светосуммы 
хемилюминесценции от количества приведены на 
рисунке 3; они достаточно хорошо подчинялись 
уравнению Штерна-Фольмера. В качестве контроля 
использовали образцы, выдержанные 10 минут при 
95°C для инактивации также и СОД. При этом по-
лученные образцы не снижали интенсивность ХЛ 
статистически значимо. 

Было проведено также определение актив-
ности СОД в плазме и гемолизате эритроцитов 
в группе доноров из 5 человек. Полученные зна-
чения активности фермента (35 и 247 ед/мг белка) 

были близки к аналогичным значениям для крови 
крыс [21]. При этом относительное стандартное 
отклонение между пробами для разных доноров 
не превышало 15%. 

Результаты
В работах [2, 20] утверждалось, что актив-

ность СОД из бычьих эритроцитов снижается 
практически до 0 % при инкубации в растворе с 
рН 5,9-6,0 в течение двух часов, при этом актив-
ность полностью восстанавливалась при облу-

чении светом ГНЛ лазера в течение 30 и более 
секунд (мощность источника 2 мВт). Для провер-
ки этих данных на первом этапе были проведе-
ны эксперименты, аналогичные работам [2, 20], 
но с использованием разработанной нами систе-
мы для определения активности СОД кобальт/
пероксид водорода/люцигенин [23], а также уже 
известных систем для определения активности 
СОД: АБАП/люминол [14] и ПКХ/люминол [15].

Образцы СОД при рН 7,0 и 6,0 выдержива-
ли 2 часа, после чего измеряли активность СОД 
в указанных трех системах. Активность СОД 
(Асод) при рН 7,0 принимали за 100%, а актив-

ность при рН 6,0 сравнивали 
с активностью СОД при рН 
7,0. Результаты экспериментов 
приведены на рисунке 4. Как 
можно видеть, при двухчасо-
вой инкубации фермента при 
рН 7,0 и 6,0 инактивация не 
наблюдалась. Статистически 
значимо активность фермента 
снижалась только при рН 2 и 3 
(рис. 5). 

Причиной снижения ак-
тивности СОД при патологи-

ческих процессах может быть, по-видимому, не 
просто закисление среды, но одновременное воз-
действие пероксида водорода [10], при котором 
происходит инактивация фермента под действи-
ем образующихся из H2O2 свободных радикалов. 
В связи с этим были поставлены опыты, в кото-
рых СОД инкубировали в течение двух часов при 
различных рН в присутствии 10 мкМ H2O2. Ре-
зультаты представлены на рисунке 6. Можно ви-
деть, что активность СОД при инкубации в при-
сутствии пероксида водорода снижалась на 30% 

Рис. 3. Определение активности СОД в биологических образцах методом тушения хемилюминесценции в системе 
Co2+/H2O2,/люцигенин. По ординате отложено отношение площади под кривой хемилюминесценции 

без и в присутствие биологического образца, по абсциссе отложена концентрация белка в образце  (мкг/мл). 
Приведены данные для тканей лабораторных животных. Раствор содержал 100 мМ фосфатный буфер, 

рН 8,5 (общий объем раствора в кювете 1 мл), 0,30 мМ CoCl2, 0,10 мМ люцигенин, 3,00 мМ пероксида водорода, 
различные количества плазмы, эритроцитов или митохондрий крыс

Рис. 4. Влияние рН (7,0 и 6,0) на активность СОД (АСОД): (А) - в системе 
АБАП/люминол; (Б) - в системе пероксидаза из корней хрена/люминол; 

(В) - в системе кобальт/пероксид водорода/люцигенин
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при рН 6 и 7, а при рН 3 снижение активности 
составляло 70%. 

На последнем этапе проверки гипотезы о фото-
реактивации СОД было проведено исследование 
облучения в красной области спектра на актив-
ность предварительно инкубированного в разных 
условиях фермента. Были выбраны рН 3, 6 и 7 и 
в этих условиях фермент инкубировали два часа 
в присутствии 10 мкМ пероксида водорода. Затем 
образцы облучали светом гелий-неонового лазе-

ра. Время облучения было 30 с (доза 6 Дж/см2), 
так как в работе [2] за это время активность СОД 
восстанавливалась (доза облучения в работе не 
указана). Результаты этих опытов также представ-
лены на рисунке 6. Облучение образцов СОД при 
рН 3 не приводило к восстановлению активности 
СОД, а облучение образцов при рН 6 и 7 в при-
сутствии Н2О2 приводило не к фотореактивации, 
а к еще большему снижению активности СОД: 
на 10 и 30 % соответственно по сравнению с кон-
трольным значением при рН 7,0. 

Таким образом, нам не удалось воспроизвести 
результаты работы [2].

Обсуждение
В работах по исследованию механизма фото-

реактивации СОД снижение активности фермента 
в кислой среде авторы связывали с изменениями 
в активном центре белка, в результате чего проис-
ходила инактивация фермента [2, 20]. Предпола-
галось, что в очагах воспаления, где рН занижен, 
происходит инактивация СОД, а под действием ла-
зерного облучения фермент реактивируется.

Эти представления не получили подтверждения 
в настоящем исследовании. Активность СОД, пре-
динкубированной при рН 6,0, по нашим данным не 
отличалась статистически значимо от активности 

СОД, выдержанной в нейтральной среде. Актив-
ность СОД снижалась лишь при рН ниже 5, так что 
в области рН 2-3 уменьшалась до 30-36% от кон-
трольного значения при рН 7. Полученные резуль-
таты согласуются с литературными данными [5, 
13]. Эти результаты говорят о том, что снижение 
активности Cu-Zn-СОД при физиологически низ-
ких значениях рН не происходит.

Не получили подтверждения также данные 
о фотореактивации СОД. В опытах, где СОД 
предварительно выдерживали при рН 3, 6 и 7, 
значительная инактивация наблюдалась лишь 
при рН 3. Но ни в одном случае при последую-
щем облучении красным светом фотореактива-
ция не имела место.

При патологических процессах активность 
СОД может снижаться под действием пероксида 
водорода [10]. В наших экспериментах было пока-
зано, что активность СОД снижалась на 30% при 
выдерживании в течение двух часов при рН 6 и 7 
в присутствии пероксида водорода в весьма низкой 
концентрации (10 мкМ). При рН 3 снижение актив-
ности СОД в присутствии H2O2 достигало 70% от 
исходной активности фермента (рН 7 без пероксида 
водорода). Однако, облучение образцов не приво-
дило ни в одном случае к восстановлению активно-
сти фермента: облучение СОД, инактивированной 
в кислой среде (рН 3), не влияло существенно на 
активность СОД, а облучение при рН 6 и 7 в при-

сутствии Н2О2 приводило к еще большему сниже-
нию активности СОД по сравнению с контролем. 
Последний эффект, возможно, связан с образовани-
ем дополнительного количества радикалов из Н2О2, 

Рис. 5. Зависимость активности СОД (АСОД) от рН 
в отсутствие (1) и в присутствии 10 мкМ пероксида 

водорода Н2О2 (2) в системе кобальт/пероксид 
водорода/люцигенин. Символом * отмечены точки, отли-
чающиеся от контрольного значения при рН 7,0 (α = 0,05)

Рис. 6. Влияние облучения с длиной волны 650 нм 
(доза 6 Дж/см2) на активность СОД (АСОД), инактивиро-

ванной в отсутствие (при рН 3) и в присутствии 
10 мкМ пероксида водорода (при рН 7 и 6). 
Символом * отмечены точки, отличающиеся 

от контрольного значения (α = 0,05). Символом # отмече-
ны точки, отличающиеся от необлученного образца 

(α = 0,05) при одинаковом рН
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так как скорость распада пероксида водорода резко 
увеличивается под воздействием света, при этом 
количество образовавшихся радикалов пропорцио-
нально количеству Н2О2 и дозе облучения [12].

Если фотореактивация СОД не имеет место 
не только в наших модельных экспериментах, но 
и в живых клетках и тканях, то с чем же тогда 
связано увеличение супероксиддисмутазной ак-
тивности при действии лазерного и светодиод-
ного облучения на изолированные лейкоциты, 
перитонеальные макрофаги, кожные раны [4, 6, 
7, 8, 9] и другие ткани человека и животных [24], 
о котором говорилось во введении? Вероятно, это 

увеличение (иногда во много раз!) связано с акти-
вацией биосинтеза СОД в результате воздействия 
интенсивного света в красной области спектра. 
Об этом, в частности, говорят данные о том, что 
увеличения активности СОД в перитонеальных 
макрофагах при лазерном облучении не происхо-
дит в присутствии ингибитора белкового синтеза 
циклогексимида [1, 5, 13]. Механизм этой актива-
ции биосинтеза, равно как и возможность в опре-
деленных условиях фотореакцивации СОД или 
ее комплексов – дело предстоящих исследований.
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ПРО МЕХАНІЗМ АКТИВАЦІЇ СОД АКТИВНОСТІ ПРИ ДІЇ ЛАЗЕРНОГО
І СВІТЛОДІОДНОГО ОПРОМІНЕННЯ НА КЛІТИНИ І ТКАНИНИ ЛЮДИНИ І ТВАРИН

Владимиров Ю.А., Жидкова Т.В., Проскурніна Є.В., Ізмайлов Д.Ю.
Московський державний університет імені М.В.Ломоносова,

факультет фундаментальної медицини
Ломоносівський пр., будинок 31, корп. 5, Москва, 119192, Росія

тел.: +7(499)147-55-08, e-mail: yuvlad@mail.ru

Збільшення активності захисного ферменту супероксиддисмутази (СОД) - один з найважливіших 
ефектів дії лазерного і світлодіодного випромінювання на клітини, тканини і цілий організм людини і 
тварин. Нами було проведено дослідження впливу рН, пероксиду водню і випромінювання на активність 
СОД із застосуванням трьох методів. Було показано, що активність Cu-Zn-СОД при зниженні рН 
падає тільки при рН нижче 4 і після цього не відновлюється при опроміненні світлом з довжиною хвилі 
650 нм. Активність ферменту також знижувалася при рН 7 і 6 при інкубації ферменту в розчині з пе-
роксидом водню. Однак опромінення зразків, інактивованих пероксидом водню, світлом з довжиною хвилі 
650 нм викликало не відновлення, а подальше зниження активності СОД, що можна пояснити утворен-
ням додаткової кількості радикалів з пероксиду водню при опроміненні. Таким чином, отримані дані не 
підтвердили гіпотезу про фотореактивацію СОД під дією червоного світла лазера.

Ключові слова: СОД, фотореактивація, хемілюмінесценція, світлодіодне випромінювання, лазерне 
випромінювання.

ABOUT ACTIVATION MECHANISM OF SOD ACTIVITY IN ACTION OF LASER 
AND LIGHT-EMITTING DIODE IRRADIATION OF CELLS AND TISSUES OF HUMAN AND ANIMALS

Y. A. Vladimirov, T. V. Zhydkova, Y. V. Proskurnina, D. Y. Izmaylov 
M.V.Lomonosov Moscow State University, Faculty of Fundamental Medicine 

31-5 Lomonosovsky Prospekt, Moscow, 119192, Russia
tel.: +7(499)147-55-08, e-mail: yuvlad@mail.ru

Increase of activity of protective enzyme of superoxide dismutase (SOD) is one of the most important effects of 
action of laser and light-emitting diode irradiation on cells, tissues and the whole organism of human and animals. 
We carried out the study of infl uence of pH, hydrogen peroxide and irradiation on activity of SOD with application 
of three methods. It was shown that activity of Cu-Zn-SOD at decrease of pH reduces only if pH is lower than 4 and 
after that does not restore in irradiation with light with the wave length of 650 nm. Enzyme activity also reduced 
at pH 7 and 6 in incubation of enzyme in the solution with hydrogen peroxide. However irradiation of samples 
which were inactivated by hydrogen peroxide, light with the wave length of 650 nm caused not recovery but further 
reduce of SOD activity. It can be explained by formation of additional amount of radicals of hydrogen peroxide at 
irradiation. Thus the received data did not confi rm the hypothesis about photoreactivation of SOD under action 
of red light of laser.

Keywords: SOD, photoreactivation, chemicoluminescence, laser irradiation, light-emitting diode irradiation.


