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ИССЛЕДОВАНИЕ АНТИОКИСЛИТЕЛЬНЫХ И АНТИРАДИКАЛЬНЫХ 
СВОЙСТВ х и н о н и м и н о в

In the present study antioxidant effects of two compounds N-phenyl-1,4-benzoquinonemonoimine 
(QMI) and N,N'-diphenyl-1,4-benzoquinonediimine (QDI) on NADPH- and CCI4-dependent lipid peroxida
tion in liver microsomes were investigated. We found that both quinoneimines were much stronger inhibi
tors of these processes as comparison with the phenolic antioxidant -  butylated hydroxytoluene. It was 
found that each quinoneimine molecule could be involved in manifold inhibition of lipid peroxidation unlike 
the free radical scavengers of a phenolic type. In the following experiments, scavenging properties of QMI 
and QDI to Superoxide ion were elucidated. Quinoneimines are effective scavengers of Superoxide. The 
following values of the rate constants were obtained: k(QMI)=7,0'10s M-V ,  k(QDI)=3,2T05 M " V  We 
supposed that quinoneimines are promising compounds in view of the pharmacological implication.

В настоящее время не вызывает сомнений, что свободнорадикальные 
процессы_играют важную роль в возникновении целого ряда серьезных за
болеваний, часто объединяемых общим термином "свободнорадикальные 
патологии". Гиперпродукция свободных радикалов и развитие окислитель
ного стресса могут быть вызваны воздействием на организм радиации, ми
неральной пыли, ксенобиотиков и других неблагоприятных факторов [1—3]. 
Имеются многочисленные данные, свидетельствующие, что низкомолеку
лярные природные и синтетические антиоксиданты защищают клетки и тка
ни от повреждающего действия свободных радикалов и эффективны при 
лечении и профилактике инициируемых ими патологических процессов [4, 
5] Наблюдающийся в последнее время рост числа "свободнорадикальных 
патологий", обусловленный обострением экологической ситуации, делает 
актуальным поиск новых препаратов, обладающих выраженным антиокси
дантным действием, что предполагает проведение комплексных исследо
ваний с использованием различных физико-химических и биологических 
систем. По данным литературы [6, 7], новые соединения из группы хинони
минов обладают высокой антирадикальной активностью в некоторых хими
ческих модельных системах. В данной работе было изучено антиокисли
тельное действие Ы-фенил-1,4-бензохинонмоноимина и М,М'-дифенил-1,4- 
бензохинондиимина в различных системах микросомального перекисного 
окисления липидов (ПОЛ), оценена способность этих соединений взаимо
действовать с анион-радикалом кислорода и методом конкурентного инги
бирования определены константы скорости данной реакции.

Материал и методика
В работе использованы Ы,Ы'-дифенил-1,4-бензохинондиимин (QDI) 

и N-фенйл-1,4-бензохинонмоноимин (QMI)1 синтезированные в Институте 
проблем химической физики РАН:

«л»

( O ) - N = O = O
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Фракцию микросом выделяли из печени крыс методом дифференциаль
ного скоростного центрифугирования (центрифуга VAC-601). Гомогенат пе
чени центрифугировали 20 мин при 20 000 д. Полученную надосадочную 
жидкость вновь центрифугировали в течение 60 мин при 105 000 д. Все опе
рации проводили при 0-4°С.

НАДФН-зависимое перекисное окисление липидов проводили в 0,05 M 
фосфатном буфере, pH 7,4, содержащем 0,02 M KCI, 10 мкМ FeSO4, 0,3 мМ 
НАДФН, 1,2-1,3 мг/мл микросомального белка в конечном объеме 2 мл.

СС14-зависимое перекисное окисление липидов проводили в 0,05 M фос
фатном буфере, pH 7,4, содержащем 0,02 M KCI, 0,6 мМ ЭДТА, 3,4 мМ 
CCI4, вносимого в виде спиртового раствора с конечной концентрацией эти
лового спирта 2%, 0,3 мМ НАДФН, 1,2-1,3 мг/мл микросомального белка в 
конеч-ном объеме 2 мл.

Исследованные хинонимины растворяли в этаноле и добавляли к стан
дартной среде инкубации в объеме 0,1 мл. Реакцию начинали внесением 
НАДФН и проводили при 37°С (термостат NESLAB). Реакцию останавлива
ли добавлением 0,5 мл 30%-го раствора трихлоруксусной кислоты. В среде 
инкубации определяли содержание ТБК-активных соединений, используя 
коэффициент молярной экстинкции е=1,56105 M-1 см-1 [8].

Реакцию супероксид-зависимого восстановления паранитротетразолия 
хлористого (ПНТХ, 85 мкМ) проводили в 0,175 M фосфатном буфере, pH 
7.8, содержащем 0,06 мМ ЭДТА, 0,6 мМ ТМЭДА, 6 мкМ рибофлавина в ко
нечном объеме 5 мл [9, 10]. В качестве источника света использовали лам
пу дневного света (ЛД-20, мощность 20 вт), удаленную на 20 см от иссле
дуемых образцов. После прекращения освещения в пробы вносили 0,02 мл 
СОД (5мкг/мл). Пробы спектрофотометрировали при 515 нм (СФ-46).

Результаты и их обсуждение
В данной работе антиокислительное действие хинониминов QDI и QMI 

изучалось в двух различных системах инициирования свободнорадикаль
ных процессов в микросомах печени крыс -  НАДФН- и СС14-зависимом пе- 
рекисном окислении липидов.

Таблица 1
Ингибирование хинониминами 

НАДФН-зависимого перекисного 
окисления липидов в микросомах печени 

крыс
Концентрация

мкМ
Ингибирование. %

Х инонимин QDI Хинонимин QMI

0 0 0
0,01 22 ± 2,5 Н/О
0,02 45 ±3,5 10 ±4,2
0,05 89 ±3,0 31 ± 4,7
0,1 99 ± 0,4 43 ± 7,9
0,2 Н/О 60 ± 0,2

T аблица 2
Ингибирование хинониминами 

ССЦ-зависимого перекисного окисления 
липидов в микросомах печени крыс

Концентрация.
мкМ

Ингибирование. %
Х инонимин QDI Х инонимин QMI

0 0 0
0,01 44 + 15,0 Н/О
0,02 53 ± 4,0 30 ± 11,0
0,05 75 ±7,2 42 ± 6,4
0,10 91 ±3,9 51 ± 8,2
0,20 Н/О 65 ± 9,4

Полученные результаты свиде
тельствуют, что хинонимины QDI и 
QMI являются эффективными инги
биторами как НАДФН-, так и ССЦ-за
висимого ПОЛ (табл. 1, 2). Как следу
ет из приведенных в табл. 1 и 2 дан
ных, эффективность ингибирования 
хинониминами НАДФН- и ССЦ-зави
симого ПОЛ в микросомах печени 
возрастает с увеличением концентра
ции QDI и QMI. На основании зависи
мости доза-эффект были определены 
значения 15о, соответствуюшие кон
центрациям антиоксидантов, ингиби
рующим перекисное окисление липи
дов на 50 % (табл. 3).

Результаты, приведенные в таб
лице 3, свидетельствуют, что QDI об
ладает более выраженным антиокис
лительным действием в модельных 
системах НАДФН- и ССЦ-зависимого 
ПОЛ, чем QMI. Следует отметить, что 
хинонимины значительно эффектив
нее (более чем на порядок) феноль

ных антиоксидантов, в частности ионола, для которого в данных системах 
ПОЛ 15о=1,1 мкМ.
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T аблица 3
Антиокислительная активность (значения 

I50) хинониминов в различных системах 
перекисного окисления липидов

150 ( М К М ) (мкМ)
Антиоксидант НАДФН-зависимое CCU-зависимое

ПОЛ ПОЛ
Хинонимин QDI 0,025 0,018
Хинонимин QMI 0.140 0.090

I p

При исследовании кинетики 
НАДФН-зависимого перекисного окис
ления липидов в присутствии ионола 
и хинониминов установлено, что ин
гибирующий эффект ионола быстро 
снижается в ходе реакции по мере 
расходования антиоксиданта. В то же 
время хинонимины были эффективны 
в течение всего периода инкубации 

(рисунок). Эти результаты можно объяснить, допустив, что в процессе ре
акции в системе сохраняется постоянная концентрация хинонимина или его 
активной формы, способной эффективно перехватывать радикалы, ини
циирующие ПОЛ или радикалы липидов, т.е. имеет место следующий ме-

к,
ханизм: хинонимин+R* продукт+RH, продукт+R* хинонимин + RH и к, 
сравнима с к3.

Поскольку хинонимины полностью инги
бируют процессы перекисного окисления 
липидов, можно говорить о способности 
этих соединений нейтрализовать свобод
ные радикалы, образующиеся на стадии 
инициирования свободнорадикального 
окисления.

В случае ССЦ-зависимого ПОЛ стадия 
инициирования включает образование CCI3* 
и CCI3O2*- Как известно [11, 12], метаболизм 
четыреххлористого углерода протекает в 
эндоплазматическом ретикулуме с участи
ем цитохрома Р-450:

CCI4 + е —> CCb —̂ CCI3 + Cl . 
Показана возможность протекания этой 

реакции в микросомах печени в присутствии 
CCI4 и НАДФН [12]. Известно, что CCI3* бы
стро реагирует с кислородом, образуя пере- 
кисный радикал CCI3O2*, который запускает 

оеакции пероксидации мембранных фосфолипидов [13].
Существует две точки зрения на процесс инициирования НАДФН-зависи

мого перекисного окисления липидов в микросомах печени. По мнению ря
да авторов [14] стадия инициирования ПОЛ включает ферментативное од
ноэлектронное восстановление кислорода в микросомальной электрон
транспортной цепи и образование анион-радикала кислорода или суперок- 
сайда (O2- ). Токсическое действие анион-радикала кислорода в биологиче
ских системах связывают с образованием гидроксильного радикала ('ОН) в 
соответствии с известной железокатализируемой реакцией Габера-Вейса :

H2O2 + O2- -4 ОН + ОН + О.
По мнению других авторов [15], инициирование НАДФН-зависимого ПОЛ 

происходит в результате активации кислорода при комплексовании с иона
ми железа и других металлов переменной валентности. Наиболее вероят
ным инициатором ПОЛ в микросомах печени считается АДФ-перферрил- 
ион, существующий в двух формах;

АДФ-Ре2+- 0 2 ę 2 АДФ-Ре3+-Ог~.
Он способен внедрять активированный кислород по месту двойных свя

зей в молекулы полиненасыщенных жирных кислот, переводя их в соответ
ствующие гидроперекиси.

Учитывая, что анион-радикал кислорода может играть ключевую роль в 
механизме инициирования НАДФН-зависимого перекисного окисления ли
пидов в микросомах печени, была исследована антирадикальная актив

2010 15
Время, мин

Зависимость эффективности антиок
сидантного действия хинониминов и 

ионола от времени окисления:
1 -  контроль: 2 -  ионол (1.6 мкМ). 3.4 -  хинони

мин QMI (0.45 мкМ) и QDI (0 .10 мкМ);
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ность хинониминов QDI и QMI в отношении O2-. Эффективность антиради
кального действия оценивалась по степени торможения исследуемыми со
единениями O2 -зависимого восстановления ПНТХ до диформазана в ри- 
бофлавин-содержащей системе фотогенерации O2- .

Установлено, что хинонимины QDI и QMI являются эффективными ло
вушками анион-радикала кислорода и ингибируют образование диформа
зана. На основании полученных данных были определены значения I50, со
ответствующие концентрациям хинониминов, ингибирующим 0 2- -зависи- 
мое восстановление ПНТХ на 50 %. При расчете констант скорости реакции 
второго порядка для взаимодействия хинониминов с анион-радикалом ки
слорода были использованы значения I50' 

kx/kCofl = I so (СОД)/150 (X),
кх = ксод ' I so (СОД)/15о (X),

где кСОд = 2 1 011M-1C- ' [16].
Представленные в табл. 4 данные 

свидетельствуют, что антирадикаль
ная активность QMI в отношении ани
он-радикала кислорода в 2,2 раза 
больше, чем у QDI, тогда как анти
окислительная активность QMI в ус
ловиях НАДФН-зависимого ПОЛ, на
против, значительно ниже, чем у QDI 
(см. табл.1, 3). Данное противоречие 
можно объяснить тем, что в микросо- 
мах печени, по-видимому, реализует

ся механизм инициирования процессов НАДФН-зависимого перекисного 
окисления липидов, запускаемый АДФ-пер-феррил-ионом. Этот механизм 
инициирования, как свидетельствуют данные литературы [13], не связан с 
образованием в среде инкубации анион-радикала кислорода.

Таким образом, в результате проведенного исследования установлено, 
что хинонимины являются новой группой эффективных антиоксидантов, 
способных ингибировать свободнорадикальные процессы, имеющие раз
личные механизмы инициирования. Очевидно, что хинонимины могут быть 
предложены в качестве потенциальных средств коррекции свободноради
кальных патологий.

T а б л и ц а  4 
бирования (I50)

хинониминами и СОД Ог^-зависимого 
восстановления ПНТХ в рибофлавин

содержащей системе и константы скоро
сти реакции взаимодействия ингибиторов 

с анион-радикалом кислорода (к)
Ингибитор IhO к М“ с~

сод 0,7 нМ 2,1 10"
Хинонимин QDI 4,6 мкМ 3,2 105
Хинонимин QMI 2.1 мкМ 7,0 105
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