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также выявление особенностей структурно-
функционального состояния мембран клеток 
крови для возможного использования в про-
гнозировании степени тяжести заболевания и 
эффективности адекватного лечения.

Объект и методы исследования. Изучены 
реакции свободнорадикальных процессов, 
перекисного окисления липидов, окисли-
тельной модификации белков и структурно-
функциональное состояние мембран эритро-
цитов и лимфоцитов у больных (n=68) раком 
прямой кишки (РПК) в возрасте 35-78 лет с 
различными стадиями развития опухолевого 
процесса, что подтверждено клиническими и 
гистоморфологическими методами. В зависи-
мости от стадии заболевания распределение 
больных было следующим: первая (I) стадия 
выявлена у 6 пациентов (4 мужчины, 2 жен-
щины), вторая (II)  у 12 (7 мужчин, 5 жен-
щин), третья (III)  у 33 (19 мужчин, 14 жен-
щин) и четвертая (IV)  у 17 онкологических 
больных (11 мужчин, 6 женщин). Группу 
сравнения (n=21) представляли условно здо-
ровые доноры аналогичного возраста и пола 
(12 мужчин, 9 женщин). Все больные нахо-
дились на стационарном лечении в отделени-
ях Харьковского областного онкологического 
центра. Реакции СРО, ПОЛ, компоненты АОС 
и структурно-функциональное состояние мем-
бран изучали при поступлении больных в от-
деление перед проведением соответствующего 
лечения. О реакциях СРО в плазме крови суди-
ли по Н
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 индуцируемой люминол-усиленной 

биохемилюминесценции сыворотки крови с 
использованием хемилюминометра ХЛМЦ 
1-01. Содержание молекулярного продукта 
ПОЛ - малонового диальдегида (МДА) в сы-
воротке крови определяли флуориметриче-
ским методом по реакции с тиобарбитуровой 
кислотой [13]. Диеновые коньюгаты (ДК) ис-
следовали спектрофотометрическим методом 
[8]. Активность каталазы определяли спек-
трофотометрическим методом по скорости 
утилизации Н
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 из инкубационной среды в 

цветной реакции с молибдатом аммония [5]. 
Пероксидазная активность исследовалась по 

Исследование выполнено в рамках при-
оритетной научно-технической темы МОЗ 
Украины «Розробка технології хромомоду-
льованої радіохемотерапії іноперабельних 
хворих на рак шийки матки і прямої кишки» 
(№ держреєстрації 0104U000166 від 2008 р.) 
и является фрагментом диссертационной ра-
боты.

Вступление. Трансформация нормальной 
клетки в злокачественную сопровождается 
нарушением структурно-функционального 
состояния ее мембран и всех видов обмена 
веществ  жирового, водно-солевого, угле-
водного, белкового и нуклеинового, то есть 
нарушается баланс в системе структурно-
метаболические процессы - функция биоло-
гических мембран. Важную роль в формиро-
вании физико-химических представлений о 
механизмах данной трансформации сыграла 
гипотеза академика Н.М. Эммануэля о сво-
боднорадикальной природе процессов, лежа-
щих в основе развития канцерогенеза [14]. В 
настоящее время подробно изучены вопросы 
состояния перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) и антиоксидантной системы (АОС) в 
опухолевых и немалигнизированных тканях 
на различных моделях, показано значение 
свободных радикалов и продуктов ПОЛ в раз-
витии мембранной патологии [3,5,8,13]. 

Актуальным представляется определение 
вклада разных видов реакций свободно ради-
кального окисления (СРО) в этиологию наи-
более распространенных и опасных заболе-
ваний, в том числе онкологических, а также 
установление основных механизмов защитно-
го действия антиоксидантных систем организ-
ма на различные звенья патологического про-
цесса (этапы, стадии, фазы) и доказательство 
существования определенной направленности 
защитного влияния АОС на определенные мо-
лекулярные биоструктуры, в первую очередь, 
на главные из них – ядерный геном и биомем-
браны [1].

Целью работы явилось изучение свобод-
норадикальных процессов, ПОЛ и состояния 
АОС у больных колоректальным раком, а 



117

Клінічна та експериментальна медицина Вісник проблем біології і медицини. — 2010. — Вип. 1

скорости окисления п-фенилендиамина пере-
кисью водорода [9,10]. Активность суперок-
сиддисмутазы (СОД) крови изучалась спек-
трофотометрическим методом по степени 
ингибирования восстановления нитросинего 
тетразолия (НСТ) [4]. Оксидазная активность 
церулоплазмина (ЦП) определялась по мето-
ду Равина, сущность которого заключается 
в том, что бесцветная форма хромогена пара-
фенилендиамина окисляется в окрашенную 
сине-фиолетовую форму (

mах
 = 530 нм) [11]. 

Содержание в крови восстановленного глута-
тиона (Г-SН) и сульфгидрильных групп (SН-
группы) определялось спектрофотометриче-
ским методом с реактивом Эллмана. Сущность 
данного метода основана на применении спец-
ифического тиолового реагента  5,5-дитиобис-
нитробензойной кислоты (реактив Эллмана), 
которая в реакции тиолдисульфидного обмена 
легко восстанавливается SН-веществом, обра-
зуя окрашенный в желтый цвет продукт тиони-
тробензоат, 

max
 = 412 нм [12].

Структурно-функциональное состояние 
мембран  полярность микроокружения, те-
кучесть, погруженность белков в липидный 
матрикс изучали по методу Ю.А. Владимиро-
ва и Г.Е. Добрецова [2,6,7]. О текучести плаз-
матических мембран лимфоцитов и эритроци-
тов судили по коэффициенту эксимеризации 
пирена, представляющего собой отношение 
количества эксимеров пирена (

исп
 = 470 нм) к 

количеству его мономеров (
исп

 = 393 нм). Ко-
эффициент эксимеризации пирена, изменяю-
щийся пропорционально текучести, изучали в 
зоне белок-липидных контактов (

возб
 = 287 нм) 

и в липидном бислое (
возб

 = 334 нм). Интенсив-
ность флуоресценции 1,8-АНС, изменяющей-
ся обратно пропорционально поверхностному 
заряду мембраны лимфоцита, изучали с по-
мощью микроскопа ЛЮМАМ-ИЗ (

исп
 = 360 

нм, 
исп

 = 490 нм). Полярность микроокруже-
ния зонда в мембране (

возб
 = 334 нм) оценива-

ли по отношению флуоресценции зонда при 


исп
 = 372 нм к флюоресценции при 

исп
 = 393 

нм. О степени погруженности белков в липид-
ный бислой судили по тушению флуоресцен-
ции ароматических аминокислот (тирозина 
и триптофана) в результате безизлучательно-
го переноса энергии на молекулу пирена при 


возб
 = 282 нм [2].

Статистическая обработка результатов про-
водилась с использованием методов вариаци-

онной статистики с оценкой достоверности 
различий по Стьюденту-Фишеру.

Результаты исследований и их обсуждение. 
Результаты изучения состояния оксидантно-
антиоксидантных процессов у больных ра-
ком прямой кишки в зависимости от стадии 
заболевания отражены в табл.1. Выявлено 
существенное увеличение в сыворотке крови 
количества первичных продуктов СРО липи-
дов, имеющих в структуре сопряженные дие-
ны, по сравнению с показателем референтной 
группы. При всех стадиях заболевания отме-
чалась прямая зависимость между тяжестью 
патологического процесса и содержанием 
в сыворотке крови ДК: при I, II, III и IV ста-
диях развития опухолевого процесса уровни 
ДК увеличены в 2,4; 2,8; 3,3 и 4,06 раза, соот-
ветственно. Сходная динамика содержания в 
сыворотке крови была присуща и конечному 
продукту ПОЛ  малоновому диальдегиду: 
наблюдалось увеличение концентрации в 2,6; 
3,1; 3,3 и 3,6 раза. 

Активация свободнорадикальных про-
цессов и ПОЛ у больных с онкопатологией 
сопровождалась усилением ферментативной 
активности АОС защиты организма. Это под-
тверждалось повышением активности катала-
зы, пероксидазы, супероксиддисмутазы и це-
рулоплазмина, действие которых направлено 
на предотвращение повреждающего эффекта 
реакционноспособных форм кислорода (супе-
роксидный анион-радикал (O

2
•-), гидроксиль-

ный (•ОН), алкоксильный (RО•), пероксидный 
радикал (RОО•), перекись водорода (Н

2
O

2
), 

синглетный кислород (1O
2
), гипохлорная кис-

лота (НОСl), оксид азота (•NО), пероксинитрит 
(ONOO-) и др.) [12,13]. 

Среди низкомолекулярных антиоксидан-
тов наблюдалось снижение восстановленно-
го глутатиона (Г-SH) в сыворотке крови в 1,3; 
1,6; 2,2 и 2,6 раза соответственно при I; II; III 
и IV стадиях развития опухолевого процесса, 
что свидетельствует об ингибировании систе-
мы детоксикации цитотоксических радика-
лов у больных раком прямой кишки. Необхо-
димо подчеркнуть, что от действия наиболее 
опасных гено- и цитотоксических радикалов 
•ОН в организме нет ферментной защиты, и 
все функции по обезвреживанию этих частиц 
осуществляют низкомолекулярные антиокси-
данты, среди которых ключевую роль играет 
глутатион [2,6,7].
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Таблица 1
Состояние оксидантно-антиоксидантного гомеостаза у больных раком прямой кишки в за-

висимости от стадии заболевания
Показатели Группа наблюдения, М±m

Условно 
здоровые (n = 21)

Больные РПК, стадия заболевания

I 
n=6

II
n=12

III
n=33

IV
n=17

ДК (мкмоль/л) 50,4±9,7 120,3±10,8* 144,8±15,9* 163,7±12,5* 205,2±18,3*
МДА (мкмоль/л) 12,3±3,6 32,4±4,2* 38,6±5,3* 40,5±6,4* 44,6±5,7*
Каталаза (мкат/

гНв)
4,5±1,2 8,3±0,9* 9,6±0,7* 10,3±1,4* 12,7±2,6*

Пероксидаза 
(мкат/гНв)

12,5±2,8 17,2±1,4* 21,6±1,8* 23,5±2,3* 28,3±3,5*

Глутатионпе-
роксидаза (мкат/

гНв)
6,2±0,5 4,3±0,4* 4,1±0,4* 3,4±0,5* 2,6±0,3*

СОД
(мкат/мгНв)

0,37±0,1 0,88±0,1* 0,94±0,2* 1,15±0,2* 1,23±0,3*

ЦП (мкмоль/л) 2,6±0,8 4,7±0,5* 5,3±0,5* 6,1±0,5* 6,4±0,6*
Н

2
О

2
-индуцир.

люминол-
усиленная БХЛ

(J имп/сек)

768,3±147,6 549,7±48,4* 462,3±50,4* 345,6±52,3* 270,4±38,2*

Г-SН (моль/л) 2,2±0,4 1,7±0,2* 1,4±0,2* 1,2±0,3* 0,9±0,2*
SН-группы 
(ммоль/л)

14,5±2,7 15,9±1,3 22,6±1,8* 25,4±2,1* 28,3±2,5*

Примечание: * - различия с референтной группой «условно здоровые» достоверные, р<0,05.

На фоне снижения содержания в сыво-
ротке крови глутатиона наблюдалось инги-
бирование активности фермента глутатион-
пероксидазы. Так, при I, II, III и IV стадиях 
заболевания активность фермента снижалась 
соответственно в 1,4; 1,5; 1,8 и 2,4 раза по срав-
нению с группой условно здоровых пациентов, 
что неизбежно может приводить к образова-
нию активных форм кислорода и развитию 
гипоксии тканей [6,7]. Концентрация свобод-
ных сульфгидрильных групп (SH-) существен-
но повышалась в сыворотке крови при II, III и 
IV стадиях онкопроцесса. По мнению многих 
авторов, это является следствием нарушения 
структурно-функционального состояния био-
мембран и тиолсодержащих макромолекул 
[2,6,7]. Выход в сыворотку крови свободных 
сульфгидрильных групп при деструктивных 
процессах, по всей видимости, является фак-
тором гашения электронных возбужденных 
состояний и одной из ведущих причин сни-
жения интенсивности Н

2
О

2
-индуцированной 

люминол-усиленной биохемилюминесценции. 
Ингибирование интенсивности сверхслабого 
свечения было наиболее высоким при IV ста-
дии канцерогенеза  в 2,8 раза по сравнению с 
контролем. При этом отмечалось и увеличение 

концентрации SН-групп в сыворотке крови бо-
лее чем в 1,9 раза.

Изучение структурно-функционального 
состояния плазматических мембран клеток 
крови (лимфоциты, эритроциты) выявило 
значительное снижение их текучести в зо-
нах белок-липидных контактов и липидном 
бислое у больных раком прямой кишки по 
сравнению с референтной группой условно 
здоровых (табл.2). Степень выраженности 
изменений текучести плазматических мем-
бран клеток крови была взаимосвязана с тя-
жестью течения заболевания. Максималь-
ное снижение текучести наблюдалось при IV 
стадии патологического процесса: у мембран 
лимфоцитов – в 1,91 раза; эритроцитов  в 
1,93 раза. Интенсивность флуоресценции 1,8 
АНС в лимфоцитах, отражающая изменение 
поверхностного заряда плазматических мем-
бран этих клеток, существенно уменьшалась 
у онкологических больных, что свидетель-
ствует об гиперполяризации мембран и по-
вышении отрицательного поверхностного 
заряда. В зависимости от стадии и тяжести 
развития канцерогенеза наблюдалось следу-
ющее снижение интенсивности флуоресцен-
ции: при I стадии  на 28%, III стадии  на 
35%, IV стадии  на 47%.
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Таблица 2 
Текучесть плазматических мембран лимфоцитов и эритроцитов крови больных раком 

прямой кишки (М±m)

Группа наблюдения
Лимфоциты Эритроциты

Белок-липидные 
контакты

Липидный 
бислой

Белок-липидные 
контакты

Липидный 
бислой

Условно здоровые 3,18±0,12 3,26±0,08 2,98±0,12 2,89±0,13
Больные: I стадия 2,23±0,16* 2,40±0,14* 2,15±0,17* 2,30±0,22*

II стадия 1,84±0,11* 2,08±0,17* 1,86±0,14* 1,75±0,16*
III стадия 1,73±0,06* 1,74±0,07* 1,62±0,13* 1,68±0,11*
IV стадия 1,67±0,09* 1,64±0,08* 1,54±0,09* 1,56±0,07*

Примечание: * - различия с группой «условно здоровые» достоверные, р<0,05.

патогенетическим фактором развития кан-
церогенеза. Прогностически неблагопри-
ятными показателями при оценке степени 
тяжести заболевания и эффективности ле-
чения являются снижение интенсивности 
Н

2
0

2
-индуцированной люминол-усиленной 

биохемилюминесценции сыворотки кро-
ви и повышение концентрации свободных 
сульфгидрильных групп. Оптимизация 
комплексного патогенетического лечения 
больных раком прямой кишки должна быть 
направлена на нормализацию оксидантно-
антиоксидантного гомеостаза и физико-
химических свойств цитоплазматических 
мембран.

Перспективы дальнейших исследований. 
Предполагается изучить интенсивность сво-
боднорадикальных процессов, перекисного 
окисления липидов и окислительной мо-
дификации белков с использованием Н
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-

индуцированной FеСl
3
- и люминол-усиленной 

биохемилюминесценции и фосфоресценции 
сыворотки крови у больных раком толстого 
кишечника.
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УДК 616.351�006�089
ОКСИДАНТНО-АНТИОКСИДАНТНІ ВЗАЄМОДІЇ ТА СТРУКТУРНО-ФУНКЦІОНАЛЬ-

НИЙ СТАН ПЛАЗМАТИЧНИХ МЕМБРАН У ХВОРИХ НА РАК ПРЯМОЇ КИШКИ 
Жуков В.І., Перепадя С.В., Віннік Ю.О., Зайцева О.В., Моісеєнко А.С.
Резюме. У хворих (n=68) на рак прямої кишки з різними стадіями (I-IV) розвитку пух-

линного процесу проведено дослідження реакцій вільно радикальних процесів, перекисно-
го окиснення ліпідів, окиснювальної модифікації білків та структурно-функціонального 
стану мембран еритроцитів і лімфоцитів. Встановлено порушення кооперативної взаємодії 
оксидантно-антиоксидатного гомеостазу, а також фізико-хімічних властивостей плазма-
тичних мембран. Прогностично несприятливими показниками при оцінці ступеня важко-
сті захворювання і ефективності лікування є зниження інтенсивності Н
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2
-індукованої 

люмінал-підсиленої біохемілюмінесценції сироватки крові й зріст концентрації вільних 
сульфгідрильних груп.

Ключові слова: рак прямої кишки, оксидантно-антиоксидантний гомеостаз, мембрани 
еритроцитів і лімфоцитів.
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OXIDIZING-ANTIOXIDIZING INTERACTIONS and STRUCTURAL –FUNCTIONAL 

STATE of PLASMATIC MEMBRANES in PATIENTS RECEIVING COLORECTAL CANCER
Zhukov V.I., Perepadya S.V., Vinnik Ju.A., Zaytseva O.V., Moiseenko A.S.
Summary. In patients (n=68) receiving colorectal cancer with different stages (I-IV) of the 

illness it were investigated reactions of free-radical processes, peroxidal oxidation of lipids, 
oxidizing modification of proteins and structural-functional state of erythrocytes and lymphocytes 
membranes. It is determined breach of cooperative interaction of oxidizing-antioxidizing 
homeostasis, and also changes of plasmatic membranes physics-chemical properties. In estimate 
of severity of disease and efficacy treatment prognostic unfavourable indices are such as lowering 
of intensity of blood serum H
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-induction luminol-intensified biochemiluminescence and growth 

of free sulphohydratic groups concentration.
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