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Изучено влияние N-ацетилцистеина на гомолитическую фрагментацию β-глицерофосфата с разрывом 
фосфоэфирной связи. Установлено, что N-ацетилцистеин усиливает фрагментацию, индуцированную 
Cu2+(Fe2+)–H2О2, и ингибирует радиационно-инициированный процесс. Активирующий эффект N-а-
цетилцистеина на (Cu2+/H2О2)-опосредованную фрагментацию в присутствии соединений, способных 
воздействовать на уровень НО•, соотношение Cu2+/Cu+ или взаимодействовать с тиолом, усиливается 
(тролокс, убихинон Q0), либо переключается на протекторный (NaN3, Мет, аскорбат). В присутствии Fe2+ 
тролокс в отличие от Q0 снижает стимулирующее действие N-ацетилцистеина.
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N-Ацетил-L-цистеин (N-ацетилцистеин), про-
изводное L-цистеина, встречающееся в природе в 
растениях рода Allium, применяют в качестве му-
колитика для лечения респираторных заболеваний 
с 60-х годов XX века [1]. В настоящее время инте-
рес к N-ацетилцистеину как средству, способному 
регулировать различные патологии (неврологи-
ческие и психические расстройства, сердечно-со-
судистые заболевания, воспаления, вирусные ин-
фекции и др.) [1–5], включая химиопрофилактику 
рака [4, 6, 7], неуклонно растет. Ключевым аспек-
том при рассмотрении терапевтического потенци-
ала N-ацетилцистеина является его способность 
регулировать окислительный стресс [1–4], кото-
рый в организме сопряжен с дисбалансом антиок-

сидантов и активных форм кислорода (О2
•–, Н2О2, 

НСlО, НО•) [8, 9]. Образование активных форм 
кислорода в низких количествах (окислительный 
эустресс) может способствовать адаптивному от-
вету клеток, однако их чрезмерный уровень будет 
приводить к повреждению биомолекул и развитию 
патологий (окислительный дистресс) [9].

При тестировании N-ацетилцистеина в различ-
ных системах как in vitro, так in vivo его эффек-
ты, как правило, связывают с прямым или опо-
средованным антиоксидантным действием [2–4, 
10]. С одной стороны, N-ацетилцистеин способен 
взаимодействовать с активными частицами и хе-
латировать ионы тяжелых металлов (Ni2+, Co2+ и 
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др.), и тем самым снижать долю активных форм 
кислорода, индуцирующих свободно-радикаль-
ные повреждения биомолекул. С другой стороны, 
N-ацетилцистеин может способствовать повыше-
нию уровня глутатиона (GSH), основного анти-
оксидантного биотиола, и восстановлению дис-
ульфидных связей в белках. Недавно предложен 
механизм непрямого антиоксидантного действия 
N-ацетилцистеина in vivo, базирующегося на его 
превращении с образованием малых количеств се-
роводорода и сульфановых соединений серы (пер-
сульфиды), обладающих радикал-акцепторными 
свойствами [11].

Однако, несмотря на большой накопленный 
материал, молекулярные механизмы, с помощью 
которых N-ацетилцистеин проявляет свою актив-
ность при различных физиологических условиях, 
до сих пор до конца не выяснены [3, 4, 10, 11]. 
Влияние N-ацетилцистеина на свободнорадикаль-
ные процессы неоднозначно, оно может быть как  
анти-, так и прооксидантным [10, 12–14]. Это 
указывает на необходимость более детального 
изучения радикал-регуляторных свойств N-аце-
тилцистеина, в частности, в присутствии ионов 
переходных металлов (Fe2+, Cu+ и др.). Последние 
играют важную роль в развитии окислительного 
стресса [15–17], так как способствуют образова-
нию гидроксильных радикалов, катализируя раз-
ложение H2O2 (схема 1). Пероксид водорода (pKa 
11.75, биологическое t1/2 > 1 мин, концентрация 
нМ.–мкМ.) можно рассматривать как предше-
ственник HO• в клетках [18, 19]. H2O2 в силу своих 
физико-химических свойств способен преодоле-
вать большие расстояния и пересекать биомем-
брану, и, как следствие, проникать в реакционные 
участки, далекие от места его генерации. Радикалы 
НО• (биологическое t1/2 ~ нс) инициируют процес-
сы деструкции биомолекул с высокой константой 
скорости (109–1010 M.−1·с−1) [20] и, соответствен-

но, повреждения клеток, в большей степени, чем 
любые другие активные формы кислорода.

При определении роли N-ацетилцистеина в 
регулировании процессов в биомембранах, опо-
средованных активными формами кислорода, 
внимание исследователей преимущественно скон-
центрировано на его влиянии на пероксидное 
окисление глицерофосфолипидов, протекающее 
в их гидрофобной части [14, 21, 22]. Однако сво-
боднорадикальные процессы могут протекать и в 
полярных фрагментах липидов, в частности ре-
акция свободнорадикальной фрагментации [23]. 
Данный процесс характерен для гидроксилсодер-
жащих липидов, например кардиолипина, компо-
нента мембран митохондрий – основных источ-
ников активных форм кислорода в клетках [24]. 
При взаимодействии НО• с гидрофильной частью 
глицерофосфолипидов образуются α-гидроксил-
содержащие углеродцентрированные радикалы с 
неспаренным электроном в β-положении к фос-
фоэфирной связи (схема 2) [25–27]. Радикалы 
распадаются с разрывом фосфоэфирной связи и 
элиминированием молекулярного продукта – фос-
фатидной кислоты, как показано на схеме 2 (где 
R1 и R2 – остаток молекулы липида) на примере 
фосфатидилглицерина. Роль N-ацетилцистеина в 
регулировании данной реакции в полярной части 
глицерофосфолипидов не изучена.

Реакция фрагментации с разрывом фос-
фоэфирной связи через стадию образования 
первичных α-гидроксилсодержащих угле-
род-центрированных радикалов H2C(ОН)−C•(OH)−H2C− 
OP(O)О2H2

– и H2C(OH)−HC(OP(O)О2H2
–)−C•H(OH)  

{HC•(OH)−HC(OP(O)О2H2
–)−CH2(OH)} характер-

на для α- и β-глицерофосфатов (kv > 106 с−1) со-
ответственно [28, 29]. Последние содержат фраг-
менты структуры глицерофосфолипидов, и оба 
могут быть использованы в качестве модельных 

Cu2+(Fe3+) + H2O2  →  Cu+(Fe2+) + O2
•ˉ + 2H+,  kv ~ 4.6×102 М.–1·с–1,                                      (1)

O2
•ˉ + Fe3+(Cu2+)  →  Fe2+(Cu+) + O2,  kv ~ 1×108 (5–8×109) М.–1·с–1,                                    (2)

Fe2+(Cu+) + H2O2  →  Fe3+(Cu2+) + HO• + OHˉ,  kv ~ 76 (4.7×103) М.–1·с–1.                               (3)

Схема 1.
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соединений. Для реализации фрагментации прин-
ципиальным является образование радикального 
центра на атоме С, несущем свободную гидрок-
сильную группу и находящемся в β-положении к 
фосфатной группе, как показано выше (схема 2) и 
на схеме 3 для глицеро-2-фосфата, выбор которо-
го предпочтителен для моделирования процесса 
фрагментации кардиолипина. Выход молекуляр-
ного продукта фрагментации глицерофосфата, не-
органического фосфата, не зависит от величины 
рН раствора, как показано при изучении радиаци-
онно-инициированного процесса [30].

Задачей данной работы было изучение влияния 
N-ацетил-L-цистеина на свободнорадикальную 

фрагментацию глицеро-2-фосфата с разрывом 
фосфоэфирной связи преимущественно в усло-
виях Cu2+(Fe2+)/H2O2-опосредованного образова-
ния НО• в присутствии различных биологически 
активных веществ. Степень реализации фрагмен-
тации глицеро-2-фосфата в водных растворах оце-
нивали по образованию неорганического фосфата.

На рис. 1а представлены данные по влиянию 
N-ацетилцистеина на Cu2+/H2О2-опосредованную 
фрагментацию глицеро-2-фосфата. Выявлено, что 
N-ацетилцистеин (2.5×10–4–1.0×10–2 моль/л) при 
молярном соотношении N-ацетилцистеин:Cu2+ =  
1:1 действует нейтрально, при соотношении от 
2:1 до 20:1 активирует гомолитическое дефос-
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форилирование глицеро-2-фосфата. Параллель-
но исследовали влияние N-ацетилцистеина на 
фрагментацию глицеро-2-фосфата (ГФ), инду-
цированную либо редокс-системой FeSO4–H2О2  
(0.5/10.0 ммоль/л), либо γ-излучением. В случае 
Fe2+-опосредованного процесса N-ацетилцистеин 
(2.5×10–4–1.0×10–2 моль/л) при молярном соот-
ношении N-ацетилцистеин–Fe2+ от 1:2 до 2:1 не 
оказывает значимого эффекта в сравнении с кон-
тролем, от 10:1 до 20:1 интенсифицирует фраг-
ментацию (>2 раза) (сГФ 50 ммоль/л). При физи-
ческом способе инициирования, основной вклад в 
который вносят продукты радиолиза воды (части-
цы Н и НО•, радиационно-химический выход со-
ставляет 0.56 и 2.7 частица/100 эВ, соответственно 
[20]), N-ацетилцистеин действует как эффектив-
ный радиопротектор. Радиационно-химический 
выход H2PO4

– в деаэрированном водном растворе 
глицеро-2-фосфата (сГФ 100 ммоль/л) без добавок 
составил 3.39± 0.30, в присутствии 2 и 20 ммоль/л 
N-ацетилцистеина – 1.56 ± 0.11 и 0.83 ± 0.09 моле-
кула/100 эВ соответственно.

N-Ацетилцистеин (RSH) (pKa 3.24: –COOH, 
9.5: –SH) при физиологических условиях (рН 7.4) 
находится преимущественно в форме моноаниона 
и только ~1% в виде тиолат-аниона (RS–) [31], по-

добно большинству тиолов проявляет реакцион-
ную способность по отношению к электрофилам 
и окислителям [19]. Реакции N-ацетилцистеина с 
H2O2 и O2

•ˉ без участия ферментов при нейтраль-
ных значениях рН протекают крайне медленно 
(kvН2О2 0.16, kvO2•ˉ 68 моль–1·л·с–1 [32–34]), и не 
могут вносить значимый вклад в его действие в 
выбранных условиях эксперимента. Однако N-а-
цетилцистеин обладает высокой реакционной спо-
собностью по отношению к гидроксильным ра-
дикалам (kvНО• 1.36×1010 моль–1·л·с–1 [20]). Среди 
активных форм кислорода радикалы НО• являются 
основными инициаторами образования радикалов 
H2C(OH)−HC(OP(O)О2H2

–)−C•H(OH) {HC•(OH)−
HC(OP(O)О2H2

–)−CH2(OH)} [28, 29] (схема 4), 
константа скорости реакции глицеро-2-фосфа-
та с НО•, как установлено в данной работе мето-
дом флуоресцентных зондов, составляет 0.32× 
1010 моль–1·л·с–1, что согласуется с указанной в 
литературе (0.16–1×1010 моль–1·л·с–1 [28]). N-Аце-
тилцистеин способен эффективно акцептировать 
НО•, что должно препятствовать их атаке молеку-
лы глицеро-2-фосфата и, следовательно, ингиби-
рованию фрагментации. Этим можно объяснить 
радиопротекторный эффект N-ацетилцистеина, 
который согласуется с предыдущими результата-
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Рис. 1. Накопление H2PO4
– в водном растворе глицеро-2-фосфата (сГФ 50×10–3 моль/л), инкубированном с Cu2+–H2O2  

(0.25/15 ммоль/л) при 37°С в отсутствие (а) и в присутствии 0.5 ммоль/л аскорбата (б) с добавкой N-ацетилцистеина:  
1, 1′ – 0; 2 – 0.25; 3 – 0.5; 4 – 1.0; 5 – 5.0 ммоль/л.
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ми о влиянии биотиолов на радиационно-иниции-
рованную фрагментацию биологически активных 
фосфопроизводных глицерина [35]. Протекторное 
действие N-ацетилцистеина может быть обуслов-
лено не только его сособностью акцептировать Н• 
и НО•, но и восстанавливать α-гидроксилсодер-
жащие углерод-центрированные радикалы глице-
ро-2-фосфата RC•H(OH) (схема 4). В результате, 
N-ацетилцистеин будет препятствовать фрагмен-

тации как на стадии инициирования, так и на ста-
дии развития процесса. Образующиеся тиильные 
радикалы RS• димеризуются или в присутствии 
кислорода воздуха дают продукты более глубо-
кого окисления [15, 19]. Вклад RS• в образование 
первичных RC•H(OH) из глицеро-2-фосфата пред-
ставляется маловероятным, в работе [36] показа-
но, что скорость реакции, обратной реакции (6), в 
10000 раз ниже, чем прямой.

Активирующий эффект N-ацетилцистеина на 
Cu2+(Fe2+)/H2О2-опосредованную фрагментацию 
указывает на протекание в системе более слож-
ных процессов. N-Ацетилцистеин, вероятно, ко-
ординирует ионы Cu2+(Fe3+) таким образом, что 
это способствует их восстановлению до Cu+(Fe2+)  
(схема 4), и, как результат, происходит повы-
шение уровня НО•. Это согласуется с данными, 
представленными на рис. 2. Стимулирующее 
влияние N-ацетилцистеина снижается при его 
комбинации с акцепторами НО•, азидом натрия 
и метионином (Met), которые при этом не могут 
значительным образом влиять на уровень H2О2 
вследствие неэффективных взаимодействий при 
рН 7.0 [15]. NaN3 реагирует с НО• с kvНО•, равной  
1.2×1010 моль–1·л·с–1, с образованием менее ак-
тивного азидил-радикала (N3

•) [20]. Met обладает 
не только высокой НО•-акцепторной активностью 
(kvHO• 8.5×109 моль–1·л·с–1 [20]), но и способен хе-
латировать Cu2+/Cu+ [37]. Этим можно объяснить 
больший ингибиторный эффект N-ацетилцистеи-
на в комбинации с Met, чем с NaN3. Надо отметить, 
что 0.75–10 ммоль/л NaN3 или Met индивидуально 

H2C(OH)−HC(OP(O)О2H2
–)−CH2(OH) + НО• (H•) → H2C(OH)−HC(OP(O)О2H2

–)−C•H(OH) + H2О (H2),                 (4)

RSH + НО• (H•) → RS• + H2О (H2),                                                                  (5)

RSH (ТхОН) + RC•H(OH) → RS• (ТхО•) + RCH2(OH),                                                   (6)

RSH + Cu2+ (Fe3+) → RS• + Cu+ (Fe2+) + Н+,                                                                                     (7)

AscН– + Cu2+ → Asc–• + Cu+ + Н+,                                                                                         (8)

AscН– (ТхОН) + RS• → Asc–• (ТхО•) + RSH,                                                        (9)

ТхОН (Q0) + НО• → ТхО• (Q0
–•) + H2О.                                                        (10)

Схема 4.

Рис. 2. Накопление H2PO4
– в водном растворе глице-

ро-2-фосфата (сГФ 50×10–3 моль/л), инкубированном с 
Cu2+–H2O2 (0.25/15 ммоль/л) при 37°С в отсутствие (1) 
и в присутствии 5.0 ммоль/л N-ацетилцистеина (1′–6) 
с добавкой: 1, 1′ – 0, 2 –10.0 ммоль/л NaN3; 3 – 0.75; 
4 – 1.5; 5 – 5.0 ммоль/л Met.
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ингибировали фрагментацию глицеро-2-фосфата 
концентрационно-зависимым способом.

Результаты, полученные с помощью флуо-
ресцентного зонда (терефталевая кислота), под-
тверждают то, что N-ацетилцистеин способен 
усиливать потенциал редокс-системы Cu2+‒H2О2 
продуцировать HO•. В тест-системе терефталевая 
кислота–Cu2+–H2О2 при молярном соотношении 
N-ацетилцистеин:Cu2+ ≤ 2:1 степень гидроксили-
рования терефталевой кислоты возрастает в срав-
нении с контролем (табл. 1) и начинает снижаться 
только при соотношении 10:1 и выше, что согласу-
ется с нашими предыдущими данными [38].

В настоящей работе также было исследова-
но влияние N-ацетилцистеина на фрагментацию 
глицеро-2-фосфата в комбинации с аскорбиновой 
кислотой (витамин С), тролоксом и убихиноном 
Q0. Тролокс (ТхОН) является фенольным антиок-
сидантом, водорастворимым аналогом α-токофе-
рола (витамин E), в структуре которого боковая 
изопреноидная цепь во втором положении 2-ме-
тил-6-гидроксихроманола заменена на карбок-
сильную группу. Убихинон Q0, не содержащий в 
положении 6 р-бензохинонового кольца изопре-
новые звенья в отличие от коэнзима Q10, пред-
ставляет собой водорастворимый аналог данного 

важнейшего компонента митохондриальной цепи 
переноса электронов.

На рис. 1б показаны данные по влиянию N-а-
цетилцистеина (2.5×10–4–1.0×10–2 моль/л) на 
фрагментацию глицеро-2-фосфата, индуцирован-
ную Cu2+–H2О2 с добавкой 0.5 ммоль/л аскорбата 
(рН 7.0). Действие N-ацетилцистеина на Сu2+-о-
посредованную фрагментацию в присутствии и 
в отсутствие аскорбата кардинально отличается. 
Надо отметить, что предварительное тестирование 
действия одного аскорбата показало, что он, как 
N-ацетилцистеин, интенсифицирует фрагмента-
цию (рис. 1, 1 и 1′). Это объясняется тем, что роль 
аскорбиновой кислоты (рKа1 4.1, рKа2 11.8, при рН 
7.4 преимущественно моноанион AscН–) в регуля-
ции окислительного стресса двояка [15, 39]. Она 
может быть антиоксидантом, который эффективно 
взаимодействует с активных форм кислорода (kvНО• 
1×109 моль–1·л·с–1, рН 7.0 [39]), и прооксидантом, 
способствуя образованию активных форм кисло-
рода в присутствии ионов переходных металлов. 
В реакции с Сu2+ аскорбат подвергается одноэлек-
тронному окислению (схема 4) с образованием ра-
дикал-аниона (Asc–•), и, тем самым, способствует 
ре-циклизации Сu2+/Сu+ и, как следствие, интенси-
фикации фрагментации глицеро-2-фосфата.

N-Ацетилцистеин в комбинации с аскорбатом 
обнаруживает инверсию эффекта с активирующе-
го на протекторный. В присутствии аскорбата доля 
N-ацетилцистеина, участвующая в восстановле-
нии Cu2+, вероятно, снижается, и в большей сте-
пени проявляются его НО•-акцепторные свойства. 
Это подтверждают результаты, полученные мето-
дом флуоресцентных зондов. N-Ацетилцистеин в 
комбинации с аскорбатом в меньшей степени ин-
тенсифицирует гидроксилирование терефталевой 
кислоты в тест-системе терефталевая кислота–
Cu2+–H2О2, чем это делает индивидуально в том 
же концентрационном диапазоне (табл. 1). При 
этом его антирадикальная активность проявляется 
уже при молярном соотношении N-ацетилцисте-
ин:Cu2+ = 2:1. Кроме того, аскорбат может спо-
собствовать регенерации N-ацетилцистеина путем 
восстановления его тиильных радикалов (схема 4) 
(GS• kv 5×108 моль–1·л·с–1 [15]) до исходного тио-
ла. Больший положительный эффект в модулиро-
вании карциногенеза и мутагенеза наблюдали при 
использовании комбинации N-ацетилцистеина с 
аскорбатом, чем каждого по отдельности [40].

Таблица 1. Влияние концентрации N-ацетилцистеина 
на гидроксилирование терефталевой кислоты в 
тест-системе терефталевая кислота–Cu2+–H2O2  
(0.06/0.05/10.0 ммоль/л) время инкубирования которой 
перед регистрацией флуоресценции составляло 5 мин. 
За 100% принято образование 2-ГТФ в тест-системе без 
добавок АЦЦа

Количество  
N-ацетилцистеина, 

ммоль/л

Степень гидроксилирования, %

без  
добавок

с добавкой 0.1 
ммоль/л аскорбата

0 100 100
0.017 115 106
0.025 118 108
0.05 120 107
0.075 122 107.5

0.1 151 81
0.5 99.5 59
1.0 98.5 44
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Результаты по влиянию N-ацетилцистеина 
на свободнорадикальную фрагментацию глице-
ро-2-фосфата в присутствии ТхОН и убихинона 
Q0 представлены на рис. 3. Изучали влияние до-
бавки (0.25–1.0 ммоль/л) ТхОН или Q0 на акти-
вирующее действие N-ацетилцистеина, который 
он проявляет при концентрации 5 ммоль/л. ТхОН 
усиливает стимулирующее действие N-ацетилци-
стеина в случае Cu2+/H2О2-опосредованной фраг-
ментации и снижает при Fe2+/H2О2-индуцирова-
ном процессе. Q0 проявляет аддивность эффекта с  
N-ацетилцистеином в обоих случаях. При этом 
надо отметить, что индивидуально ТхОН акти-
вирует или ингибирует фрагментацию глице-
ро-2-фосфата в присутствии Cu2+ или Fe2+ соответ-
ственно, Q0 действует как антиоксидант в обоих 
случаях (рис. 3). Ранее было выявлено [30, 41], что 
и ТхОН, и Q0 ингибируют радиационно-иниции-
рованную фрагментацию биологически активных 
производных глицерина.

Антиоксидантная активность ТхОН (pKa 3.89: 
–COOH, 11.92: –ОH [42]) связана с тем, что он спо-
собен отдавать водород из гидроксильной группы 
хроманольного кольца реакционноспособным ча-
стицам, трансформируясь при этом в относительно 
стабильный феноксильный радикал ТхО•. Данный 
фенольный антиоксидант может дезактивировать 
НО• (ТхОН kvНО• 2.2–6.9×109 моль–1·л·с–1 [42]) и 

восстанавливать первичные радикалы глицеро-
фосфата RC•H(OH) до RCH2(OH) (схема 4). Таким 
образом, ТхОН будет способствовать снижению 
фрагментации и нивелировать активирующий эф-
фект N-ацетилцистеина на Fe2+-опосредованный 
процесс. Помимо этого, ТхОН может регенериро-
вать N-ацетилцистеин, так как способен восста-
навливать тиильные радикалы до исходного тиола 
(схема 4) (kv ~108 моль–1·л·с–1, рН 7.0 [42]).

Активирующий эффект ТхОН и его аддитив-
ность с таковым для N-ацетилцистеина обуслов-
лен его взаимодействием с Cu2+, которые фенол 
восстанавливает до Cu+, окисляясь при этом до 
хинона. В результате ТхОН способствует повы-
шению уровня НО• и соответственно инициирова-
нию фрагментации глицеро-2-фосфата. Результа-
ты, полученные методом флуоресцентных зондов, 
подтверждают данное предположение. При вве-
дении ТхОН (0.1–2.0 ммоль/л) в тест-систему 
терефталевая кислота–Cu2+ (0.06/0.05 ммоль/л) 
регистрировали флуоресценцию, что свидетель-
ствует об образовании НО•. Величина ее интенсив-
ности возрастала с ростом концентрации ТхОН:  
0.01 ммоль/л – 0.05, 0.1 ммоль/л – 0.112,  
1.0 ммоль/л – 0.262, 2.0 ммоль/л – 0.921 (рассчи-
танная kSНО• 1×109 моль–1·л·с–1). Радикалы НО• в 
смеси ТхОН–Cu2+ регистрировали методом спи-
новых ловушек [43]. Тролокс в комбинации с Cu2+ 
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Рис. 3. Накопление Н2РО4
– в водном растворе глицеро-2-фосфата (сГФ 50×10‒3 моль/л), инкубированном с CuSO4–H2О2 

(0.25/15.0 ммоль/л) (а), FeSO4–H2О2 (0.5/10.0 ммоль/л) (б) при 37°С без добавок (1), в присутствии 5.0 мМ. N-ацетилцистеина 
(2, 3, 5), 0.5 ммоль/л тролокса (3, 4), 0.5 ммоль/л убихинона Q0 (5, 6).
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усиливал образование активных форм кислоро-
да в астроцитах [44] и окисление липопротеинов 
низкой плотности [45]. Стимулирующее действие 
ТхОН проявлял при индуцировании окисления 
белков системой Fe3+–H2О2, но не оказывал такого 
сильного влияния на процесс, стимулированный 
Fe2+–H2О2 [46], с чем согласуются полученные 
нами данные.

В работе [47] прослеживается корреляция меж-
ду активирующим эффектом ТхОН и способно-
стью радикалов ТхО• окислять HS-группы глута-
тиона (GSH). Meтодами импульсного радиолиза и 
ЭПР показано [42], что радикалы ТхО• могут вос-
станавливаться тиолами, но скорость такой реак-
ции низкая (kv < 105 моль–1·л·с–1, рН 7.0), при этом 
важна высокая концентрация последних. Учиты-
вая этот факт и наши данные по антиоксидантно-
му действию ТхОН в присутствии Fe2+, окисление 
сульфгидрильных групп N-ацетилцистеина ради-
калами ТхО•, по всей видимости, не вносит суще-
ственного вклада в стимулирующий эффект ТхОН.

Убихинон Q0 усиливает активирующий эффект 
N-ацетилцистеина как в Cu2+, так и Fe2+-содержа-
щих системах, хотя самостоятельно ингибирует 
фрагментацию (рис. 3). Q0 способен акцептиро-
вать НО• (рассчитанная kSНО• 9×109 моль–1·л·с–1 со-
гласуется с литературной ~109 моль–1·л·с–1 [20]) с 
образованием семихиноновых радикалов (Q0

–• или 
Q0Н•; рK семихинонового радикала 5.9 [48], 6.45 
[49]), а также взаимодействовать с радикалами 
глицерофосфата RC•H(OH) и окислять их при этом 
до карбонильных соединений RC(О)H [30, 48], что 
будет препятствовать их реакции фрагментации. 
Образующиеся семихиноновые радикалы могут 
диспропорционировать с образованием убихинола 
Q0Н2.

Усиление промотирующего действия N-ацетил-
цистеина убихиноном скорее связано с его способ-
ностью спонтанно формировать S-конъюгирован-
ные аддукты с тиолами [50]. Известно, что хиноны 
могут взаимодействовать с тиолами с помощью 
различных механизмов, необратимо связывая 
SH-группы [51–54]. Среди гомологов кофермента 
СоQ10 убихинон Q0 проявлял самую высокую ток-
сичность и индуцировал гибель HeLa-клеток, что 
сопровождалось снижением количества сульфги-
дрильных групп [50]. Кроме того, образующий-
ся убихинол Q0Н2 может усиливать потенциал 

Cu2+(Fe2+)-редокс-циклов. Семихиноновые ради-
калы Q0

–• способны реагировать с H2О2 с образо-
ванием НО• [55].

Таким образом, влияние N-ацетилцистеина на 
гомолитическое дефосфорилирование β-глицеро-
фосфата, протекающее через стадию образования 
α-гидроксилсодержащих углерод-центрированных 
радикалов H2C(OH)−HC(OP(O)О2H2

–)−C•H(OH), 
зависит от способа инициирования процесса. 
N-Ацетилцистеин оказывает радиопротектор-
ный эффект на фрагментацию, индуцированную 
γ-излучением. Действие N-ацетилцистеина на 
Cu2+(Fe2+)/H2О2-опосредованную фрагментацию 
может быть как активирующим, так и ингибирую-
щим, и зависит от вида иона металла Mn+, моляр-
ного соотношения N-ацетилцистеин–Mn+, а также 
присутствия биологически активных соединений, 
обладающих редокс-активными и радикал-акцеп-
торными свойствами. Полученные результаты 
важны для понимания молекулярных механизмов 
действия N-ацетилцистеина в регуляции свобод-
норадикальных процессов в полярной части фос-
фолипидной мембраны.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали N-ацетил-L-цисте-
ин, L-метионин (Met), динатриевую соль гли-
церо-2-фосфата, терефталевую кислоту, 6-ги-
дрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-карбоновую 
кислоту (тролокс, ТхОН), 2,3-диметокси-5-ме-
тил-п-бензохинон (убихинон или коэнзим Q0) 
производства фирмы «Sigma-Aldrich» (Германия). 
Азид натрия, аскорбиновая кислота, пероксид во-
дорода, соли металлов (CuSO4·5H2O, FeSO4·7H2O) 
были получены от ЗАО «Вектон» (Россия), а также 
фосфатно-солевой буфер (10 ммоль/л, рН 7.4).

Все использованные в работе реактивы имели 
аналитическую степень чистоты. Водные раство-
ры готовили на деионизированной воде. Величину 
рН растворов контролировали, используя рН-метр 
Hanna HI 9321 с комбинированным электродом HI 
1131 или HI 1083.

Meтоды инициирования свободнорадикаль-
ных процессов. Физическое инициирование с 
помощью γ-излучения осуществляли следующим 
образом. Исследуемые водные растворы глице-
ро-2-фосфата (рН 7.0) с добавками/без добавок, 
помещенные в стеклянные ампулы, продували 



ЖУРНАЛ  ОБЩЕЙ  ХИМИИ  том 93  № 7  2023

1078 ОВСЯННИКОВА и др.

аргоном (99.9 %) в течение 60 мин, затем ампулы 
запаивали и облучали на γ-установке МРХ-гамма-
25М с источником излучения 60Co. Для опреде-
ления мощности поглощенной дозы использова-
ли ферросульфатный дозиметр Фрике (G(Fe3+) =  
15.5 частица/100 эВ). Мощность поглощенной 
дозы установки составляла (0.22 ± 0.01) Гр/с, ин-
тервал поглощенных доз – (0÷1.6) кГр. Облучение 
образцов проводили при комнатной температу-
ре (20 ± 2) °С. Радиационно-химические выходы 
рассчитывали из графика накопления H2PO4

– в за-
висимости от поглощенной дозы. Концентрация 
H2PO4

– увеличивалась линейно с увеличением 
дозы облучения.

Химическое инициирование свободноради-
кальных процессов осуществляли с помощью 
редокс-систем Cu2+(Fe2+)–H2О2, генерирующих 
HO•. К растворам глицеро-2-фосфата (рН 7.0) до-
бавляли CuSO4·5H2O (FeSO4·7H2O) и H2O2, конеч-
ная концентрация которых указана в подписях к 
рисункам. Порядок введения реагентов в раствор 
субстрата был следующим: N-ацетилцистеин, до-
бавка биологически активного соединения, соль 
метала, пероксид водорода. Образцы тщательно 
перемешивали с использованием прибора Vortex 
mixer после добавления каждого реагента и далее 
термостатировали при 37°C в течение заданного 
времени.

Анализ неорганического фосфата в раство-
рах глицерофосфата. Фосфат-анион в растворах 
глицеро-2-фосфата (рН 7.0) определяли фотоко-
лориметрически по модифицированной методике, 
изложенной в [56]. В основе анализа использова-
на цветная реакция фосфат-аниона с молибдатом 
аммония. Процедура анализа была следующая: к 
0.2 мл исследуемой пробы добавляли 1 мл воды,  
1 мл раствора (NH4)2MoO4 (1.8%-ный раствор в  
2 н. H2SO4) и 0.2 мл раствора FeSO4 (10%-ный рас-
твор в 0.15 н. H2SO4). Полученный раствор фото-
метрировали относительно холостой пробы при  
λ 720 нм на приборе Solar CM2203 в режиме  
«спектрофотометрия». Для получения градуиро-
вочного графика навески KH2PO4 растворяли в 
растворе глицерофосфата (с 25×10–3 моль/л). Кон-
центрацию фосфат-аниона рассчитывали из урав-
нения линейной регрессии.

Определение антирадикальной активности 
соединений. Способность тестируемых соеди-

нений акцептировать или содействовать образо-
ванию радикалов НО• в Cu2+(Fe2+)-содержащих 
системах оценивали с помощью молекулярно-
го зонда, терефталевый кислоты. Терефталевая 
кислота, реагируя с НО•, образует только один 
продукт – 2-гидрокси-терефталат, обладающий 
флуоресценцией (λex 315 нм, λem 418 нм) [57]. В 
соответствии со стехиометрией реакции, концен-
трация радикалов НО• прямо пропорциональна 
интенсивности флуоресценции 2-гидрокси-тереф-
талата. Активность (0.01–3 ммоль/л) соединений в 
отношении НО• оценивали по их влиянию на кине-
тику гидроксилирования терефталевой кислоты. 
На основании этих данных рассчитывали вели-
чины относительных констант скоростей реакции 
соединений (S) с НО• (kS,HO•). Детальное изложе-
ние методики эксперимента представлено в нашей 
работе [35]. Cпектры флуоресценции в диапазоне 
длин волн 350–550 нм получали на спектрофлуо-
риметре Solar CM2203.

Статистический анализ. Для обработки полу-
ченных экспериментальных результатов применя-
ли методы математической статистики, включая 
встроенные в компьютер статистические функции 
программы Excel и Origin. Достоверность полу-
ченных результатов контролировали с помощью 
t-теста Стьюдента. В каждой экспериментальной 
серии проводили 3–5 раз параллельных опытов. 
На рисунках каждый результат представлен как 
среднее значение±SD, статистически отличное в 
сравнении с контролем (P < 0.05).
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The effect of N-acetylcysteine on homolytic fragmentation of β-glycerophosphate with cleavage of phosphoester 
bond was studied. It was shown that, N-acetylcysteine activates the fragmentation induced by Cu2+(Fe2+)–H2O2, 
and inhibits the radiation-induced process. The stimulated effect of N-acetylcysteine on Cu2+/H2O2-mediated 
fragmentation in the presence of compounds affecting on HO• level, the Cu2+/Cu+ ratio, or interacting with 
thiol is either enhanced (Trolox, Ubiquinone Q0) or switched to a prоtective one (NaN3, Met, ascorbate). In the 
presence of Fe2+ Trolox unlike Q0 reduces the promoter effect of N-acetylcysteine.

Keywords: N-acetylcysteine, glycerophosphate, free radical fragmentation, hydroxyl radical, trolox, ubiquinone 
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