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Исследованы кинетические закономерности взаимодействия глутатиона (GSH) c пероксидом во-
дорода (H2O2). Показано, что скорость расходования GSH нелинейно зависит от концентраций ре-
агентов, процесс сопровождается появлением радикалов с относительно небольшой скоростью, со-
ставляющей доли процента от скорости расходования GSH. На основании полученных экспери-
ментальных и литературных данных о реакциях GSH с H2O2 и тиильных радикалов предложена
кинетическая модель сложного процесса взаимодействия GSH и H2O2 в водной среде при 37°С. Мо-
дель включает 15 квазиэлементарных реакций с соответствующими константами скорости, в том
числе, формирование промежуточного комплекса GSH–H2O2 и его последующие реакции с обра-
зованием конечных продуктов. Компьютерное моделирование на основе разработанной модели
удовлетворительно описывает особенности кинетики процесса в широком диапазоне концентра-
ций реагентов.
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ВВЕДЕНИЕ
Тиолсодержащие соединения играют важную

роль в защите биологических систем от окисли-
тельных повреждений [1, 2]. Глутатион (GSH) –
самый распространенный цитозольный тиол, от-
носится к эндогенным биоантиоксидантам, син-
тезируемым непосредственно в живых организ-
мах. GSH взаимодействует с гидроксильными ра-
дикалами, восстанавливает пероксид водорода,
гидропероксиды, дисульфидные связи –S–S– и
предотвращает окисление протеинов [3–9]. Кон-
центрация GSH в биологических тканях составляет
0.1–10 ммоль л–1, что значительно выше концен-
траций других потенциальных биоантиоксидантов.
В клетках GSH присутствует преимущественно в
восстановленной форме (GSH). Активными фор-
мами кислорода (АФК) GSH окисляется в дисуль-
фид (GSSG). Соотношение восстановленной и
окисленной форм глутатиона ([GSH]/[GSSG]) в
клетке является одним из важнейших парамет-
ров, который показывает уровень окислительно-
го стресса [10–12]. Окислительный стресс харак-
теризуется повышенным содержанием АФК и от-

ражает дисбаланс между скоростями образования
АФК и их утилизацией [13–15].

В живых организмах восстановление гидропе-
роксидов осуществляется глутатиoн-пероксида-
зами – ферментами, специфичными для органов
и тканей, которые используют GSH в качестве
субстрата и эффективно восстанавливают не
только H2O2, но и органические гидропероксиды,
включая гидропероксиды мембранных полине-
насыщенных жирных кислот. GSH участвует во
многих физиологических процессах. В живых ор-
ганизмах он регулирует конформации белков и
экспрессию генов с помощью реакций тиол-ди-
сульфидного обмена, влияет на лимфоциты и им-
мунные реакции [16–19]. Изучается взаимосвязь
GSH с различными заболеваниями, включая рак,
нейродегенеративные болезни, синдром приоб-
ретенного иммунодефицита, старение, инфаркт,
инсульт [19–24].

В последние десятилетия активно исследуется
роль GSH в биохимии раковых клеток. Предпо-
лагается, что GSH является ключевым элементом
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в их защите от свободных радикалов и электро-
филов и определяет чувствительность клеток к
радиации и медикаментозной цитотоксичности.
Множественную лекарственную и лучевую рези-
стентность опухолевых клеток по сравнению с
нормальными тканями связывают с повышен-
ным в них уровнем GSH [22–25]. В литературе ре-
докс-пара GSH/GSSG и H2O2 занимают централь-
ное место в определении окислительно-восстано-
вительного гомеостаза и редокс-сигнализации
[26–31].

Согласно [2, 6, 32–35] взаимодействие GSH и
H2O2 протекает стехиометрически в соответствии
с уравнением:

Однако в ряде работ отмечается, что, несмотря
на общую стехиометрию, соответствующую вы-
шеуказанному уравнению, скорость процесса
имеет первый порядок по концентрации GSH [2,
31, 36] и зависит от соотношения концентраций
GSH и H2O2 [36]. Недавно [37, 38] мы обнаружи-
ли, что взаимодействие GSH и H2O2 сопровожда-
ется генерированием радикалов, скорость кото-
рого составляет доли процента от скорости расхо-
дования GSH, однако ее оказалось достаточно
для инициирования цепной реакции GSH с нена-
сыщенными фенолами ресвератролом и кофей-
ной кислотой [39, 40]. Скорости образования ра-
дикалов (Wi) были измерены методом ингибито-
ров с применением анионного полиметинового
красителя А (пиридиновая соль 3,3'-ди-γ-сульфо-
пропил-9-метилтиакарбо-цианинбетаина) в ка-
честве акцептора. Этот водорастворимый краси-
тель инертен по отношению к тиолам и перокси-
ду водорода, но активно и стехиометрически
реагирует со свободными радикалами [41]. По
расходованию А, используя метод конкурирую-
щих реакций, можно проводить оценку антира-
дикальной активности антиоксидантов. В част-
ности, так было получено значение krO2 = 0.84 ×
× 105 М–1 с–1 для константы скорости реакции
GSH с пероксильным радикалом из ААРН (2,2'-
азобис(2-амидинопропан) гидрохлорид) в вод-
ной среде при 37°С [38, 40].

В настоящей работе экспериментально иссле-
дованы концентрационные зависимости скоро-
сти расходования GSH и скорости образования
радикалов в реакции GSH с H2O2. С помощью
компьютерного моделирования с учетом полу-
ченных экспериментальных и имеющихся лите-
ратурных данных о реакциях GSH, H2O2 и тииль-
ных радикалов проведен анализ возможных путей
неферментативного превращения GSH в GSSG.

2 2 22GSH H O GSSG 2H O. + → +

Построена кинетическая модель сложного про-
цесса взаимодействия GSH и H2O2 (в водной сре-
де при 37°С), которая хорошо описывает особен-
ности кинетики процесса в широком диапазоне
концентраций реагентов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Глутатион (GSH), реактив Эллмана (5,5'-дити-

обис-(2-нитробензойная кислота (DTNB), “Sig-
ma-Aldrich”), пероксид водорода (“Усольхим-
пром”) применяли без предварительной очистки.
Акцептором радикалов (А) служил анионный по-
лиметиновый краситель (пиридиновая соль 3,3'-
ди-γ-сульфопропил-9-метилтиакарбо-цианинбе-
таина, “Госниихимфотопроект”) [39]. В качестве
реакционной среды использовали бидистиллиро-
ванную и деионизированную воду (Direct-Q UV
Millipore, 18 МОм см).

Реакции проводили при температуре 37°С в
стеклянной термостатируемой ячейке, снабжен-
ной магнитной мешалкой. По ходу реакции из ре-
акционного сосуда отбирали аликвоты (15 мкл), в
которых анализировали содержание GSH мето-
дом Эллмана [42]. Для этого аликвоту добавляли
к 3 мл натрий-фосфатного буферного раствора
(PBS, рН 7.4), содержащего 0.1 мМ DTNB, и
спектрофотометрически определяли содержание
2-нитро-5-тиобензойной кислоты (λmax = 412 нм,
ε = 0.14 × 105 М–1 см–1), которая образуется при
взаимодействии GSH с DTNB. Концентрацию
базовых растворов H2O2 в отсутствие GSH кон-
тролировали йодометрическим методом.

Скорость генерирования радикалов (WA) изме-
ряли методом ингибиторов по расходованию ак-
цептора А, изменение концентрации которого ре-
гистрировали спектрофотометрически (ε = 0.77 ×
× 105 М–1 см–1 при λmax = 543 нм) непосредствен-
но в термостатируемых кварцевых кюветах (1 см)
спектрофотометра Ultraspec1100Pro (“Amersham
plc”, США).

Погрешность определения концентраций реа-
гентов и скоростей реакций не превышала 15%.

Анализ кинетических особенностей взаимо-
действия GSH с H2O2 и компьютерное моделиро-
вание кинетических кривых расходования реа-
гентов осуществляли с использованием програм-
мы [43].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены зависимости началь-

ной скорости расходования GSH (WGSH) от кон-
центраций GSH и H2O2 при разных соотношени-
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ях их концентраций (0.1 < [GSH]0/[[H2O2]0 < 2.5).
Линейные анаморфозы этих зависимостей в лога-
рифмических координатах (рис. 1б) свидетель-
ствуют о дробных порядках скорости расходова-
ния GSH по концентрациям реагентов:

(1)[ ] [ ]1.20.3
0GSH 2 02const GSH H O ,W ≅

где сonst = (1.7 ± 0.2) × 10–3 М–0.5 с–1.

Скорость инициирования радикалов измеря-
ли методом ингибиторов по расходованию акцеп-
тора радикалов (А). На рис. 2а представлено изме-
нение спектров поглощения А, зарегистрирован-
ных с интервалом 1 мин после введения акцептора в
реакционную смесь. Из рис. 2б следует, что акцеп-

Рис. 1. а – Зависимость скорости расходования GSH (WGSH) от концентрации GSH в присутствии 4 мМ H2O2 (1) и от
концентрации H2O2 в присутствии 4.5 мМ GSH (2); б – зависимость скорости расходования GSH от концентраций
GSH (3) и H2O2 (4) в логарифмических координатах. Экспериментальные (r, s) и расчетные (–) данные. Водная сре-
да, 37°С.
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тор А не реагирует с GSH и H2O2, взятыми по от-
дельности, и расходуется только в реакции с ра-
дикалами, генерируемыми при их взаимодей-
ствии (кривая 3).

В табл. 1 представлены экспериментальные
значения скоростей образования радикалов (WA)
при разных концентрациях Н2О2 и GSH. Видно,
что скорости образования радикалов на 2 порядка
ниже WGSH. Зависимости WA от концентраций
GSH и H2O2 также нелинейные, как и WGSH, и
имеют дробные порядки по концентрациям реа-
гентов, отличные от порядков в уравнении (1) для
WGSH:

(2)

где const = (1.3 ± 0.2) × 10–5 М–0.5 с–1.
Дробные порядки по концентрациям основ-

ных реагентов, как правило, свидетельствуют о
сложном многостадийном механизме процесса.

Для анализа кинетических особенностей взаи-
модействия GSH и Н2О2 мы использовали ком-
пьютерное моделирование по программе [43].

[ ] [ ]≅ 0.75 0.75
A 2 2const GSH H O ,W

Кинетическую схему – совокупность квазиэле-
ментарных реакций (табл. 2) – конструировали
поэтапно с учетом следующих особенностей про-
цесса: 1) относительное увеличение WGSH при
[H2O2]0 > [GSH]0 и относительное уменьшение
WGSH при [GSH]0 > [Н2О2] (рис. 1); 2) образование
радикалов и нелинейные зависимости начальной
скорости расходования А от начальных концен-
траций GSH и Н2О2; 3) основными продуктами пре-
вращения GSH и Н2О2 являются GSSG и H2O; 4) ки-
нетическая схема с оптимизированными константа-
ми скорости должна описывать экспериментальные
кривые расходования GSH и введенного в реакци-
онную смесь акцептора А.

Анализ литературных данных по кинетике вза-
имодействия GSH и Н2О2 показал следующее. В
работах [2, 6, 31, 44] было предположено, что на-
чальным продуктом реакции между тиолом и
H2O2 является сульфеновая кислота (–SOH), ко-
торая далее быстро взаимодействует с тиолом с
образованием дисульфида:

Таблица 1. Скорости расходования акцептора А (7.2 мкМ) при разных концентрациях Н2О2 в присутствии 5 мМ
GSH, а также различных концентрациях GSH в присутствии 8.6 мМ Н2О2 (водная среда, 37°С)

[GSH] = 5 мM; [A] = 7.2 мкМ [H2O2] = 8.6 мM; [A] = 7.2 мкМ

[H2O2], мM

WA × 109, М/с

[GSH], мМ

WA × 109, М/с

эксперимент расчетные 
данные эксперимент расчетные 

данные

0.45 1 ± 0.1 0.88 1.0 1.3 ± 0.15 2.4

0.9 1.7 ± 0.2 1.62 2.5 3.8 ± 0.4 3.5

1 2.0 ± 0.2 1.8 5.0 6.2 ± 0.6 5.5

1.75 2.5 ± 0.25 2.52 6.9 7.3 ± 0.7 7.8

2 2.8 ± 0.3 2.8 8.0 9.85 ± 1.0 9.6

3.5 4.5 ± 0.45 4.25 10.0 10.0 ± 1.0 10.3

4.4 4.9 ± 0.5 4.95

8.8 5.6 ± 0.6 5.25



КИНЕТИКА И КАТАЛИЗ  том 60  № 3  2019

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ГЛУТАТИОНА 285

В [2] представлены кинетические характеристики
реакции GSH и нескольких других тиолов с H2O2

в фосфатном буфере при 37оС и рН 7.4. Из экспо-
ненциальных кинетических кривых расходова-
ния Н2О2 в избытке GSH была определена эф-
фективная константа скорости, из зависимости
которой от концентрации GSH (∼ мМ) получено
значение бимолекулярной константы скорости
реакции GSH и Н2О2, равное 0.9 М–1 с–1. В работе
[36] была тщательно исследована кинетика расхо-
дования GSH и Н2О2 при их взаимодействии в
нейтральном водном растворе при концентраци-
ях порядка мМ и соотношении [GSH]0/[H2О2]0 в

интервале от 0.2 до 2. На основании наблюдаемых
дифференциальных спектров поглощения реак-
ционной смеси в специально сконструированных
кюветах и наблюдаемых особенностях расходова-
ния H2О2 авторы [36] предположили формирова-
ние промежуточного комплекса GSH–H2О2, в
котором тиоловая группа –SH реагирует с реак-
тивом Эллмана так же, как в свободном GSH, а
H2О2 не определяется используемым в [36] титан-
сульфатным методом. Мы не нашли в литературе
данных об образовании радикалов при взаимо-
действии GSH и H2О2 и в нашей первой публика-
ции по этому вопросу [37] предложили относитель-
но простую схему, учитывающую предположение
[36] о формировании комплекса GSH–H2О2:

Схема 1.

В табл. 2 этой схеме соответствуют реакции
(I)–(IV) (К – комплекс GSH–H2О2). Реакция
(XIII) (k13 = 109 М–1 с–1 [45]) характеризует быст-
рую рекомбинацию тиильных радикалов, а взаи-
модействию акцептора А с тиильными радикала-
ми соответствуют реакции (XIV) и (XV). Но моде-
лирование показало, что совокупности реакций
(I)–(IV) и (XIII)–(XV) соответствуют линейные
зависимости WGSH от начальных концентраций
реагентов даже при вариации констант скоростей
k1–k4 в довольно широком интервале значений.
C учетом литературных данных о промежуточном
образовании сульфеновой кислоты (GSOH) вве-
дены реакции (V) и (VI). Реакции (VII) и (VIII) –
формирование димера глутатиона GSH + GSH 

GSH–GSH (C), в котором тиоловые группы
определяются методом Эллмана, введены в мо-
дель для того, чтобы относительно уменьшить
WGSH и WА в избытке GSH. Необходимо отме-
тить, что в работе [32] при исследовании масс-
спектров GSH методом электроспрея отрица-
тельных ионов было показано, что в водном рас-

творе наряду с ионами GSH обнаруживаются ио-
ны димера, тогда как в фосфатном буферном рас-
творе (0.1 М, рН ∼ 7) димер не регистрируется.
Для того чтобы WGSH относительно увеличива-
лась в избытке Н2О2 (рис. 1, кривая 2), добавлена
реакция (XII). Реакции (IV), (IX) и (X), в которых
образуются тиильные радикалы, увеличивают
скорость расходования акцептора (WA) и практи-
чески не влияют на WGSH.

Реакции (I)–(XIII) характеризуют механизм
взаимодействия GSH с Н2О2. Реакции (XIV) и
(XV) имеют место при добавках акцептора ради-
калов и вместе с остальными реакциями модели-
руют кинетические кривые расходования акцеп-
тора.

Представленная кинетическая модель с опти-
мизированными константами скоростей вполне
удовлетворительно описывает эксперименталь-
ные концентрационные зависимости для WA и
WGSH (рис. 1 и табл. 1), а также эксперименталь-
ные кинетические кривые расходования GSH и А
в реакции GSH с Н2О2 (рис. 2 и 3).
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Рис. 3. а – Кинетические кривые расходования тиильных групп в растворе 4.5 мМ GSH в отсутствие Н2О2 (1), в смеси
с 4 мМ Н2О2 (2) и в смеси с 8.5 мМ Н2О2 (3). r, s, n – экспериментальные данные (по Эллману), линии – расчет по
кинетической модели (табл. 2) [GSH]* = [GSH] + [ K] + 2[C]. б – Кинетическая кривая расходования 6 мкМ акцептора
А в присутствии 10 мМ GSH и 8.6 мМ H2O2. Точки – экспериментальные данные, линии – расчет по кинетической
модели (табл. 2).
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Таблица 2. Кинетическая модель взаимодействия GSH с Н2О2 в присутствии акцептора радикалов А в водной
среде при 37°С

Примечание. К – комплекс GSH–H2О2; С – комплекс GSH–GSH.
* Ссылки на работы, в которых упоминается соответствующая реакция. Оценка констант скоростей проведена только в [36],

но для взаимодействия GSH с Н2О2 в фосфатном буфере.
** Константа скорости имеет размерность с–1.

Реакции Лит. ссылка* Константы скорости Значение ki, М–1 с–1

H2O2 + GSH → К (I)  [36] k1 1.2 × 10–1

К → H2O2 + GSH (II)  [36] k2 **1 × 10–6

К + GSH → GSSG + 2H2O (III)  [36] k3 4 × 10–3

К + GSH → GS• + GS• + 2H2O (IV) Настоящ. работа k4 7 × 10–4

К → GSOH + H2O (V) Настоящ. работа k5 **2 × 10–3

GSOH + GSH → GSSG + H2O (VI)  [2, 44] k6 8 × 10–1

GSH + GSH → С (VII)  [32] k7 1.3

С → GSH + GSH (VIII)  [32] k8 **9 × 10–4

GSH + H2O2→ GS• + OH• + H2O (IX) Настоящ. работа k9 4 × 10–4

OH• + GSH → H2O + GS• (X) Настоящ. работа k10 1 × 108

К + К → GSSG + 2H2O +H2O2 (XI)  [36] k11 9 × 10–2

С + H2O2 → GSSG + 2H2O (XII) Настоящ. работа k12 1 × 10–3

GS• + GS• → GSSG (XIII)  [45] k13 1 × 109

GS• + A → B• (XIV) Настоящ. работа k15 6 × 105

B• + B• → продукты (XV) Настоящ. работа k16 2 × 108
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании экспериментально полученных

концентрационных зависимостей скорости рас-
ходования GSH и скорости образования радика-
лов в реакции GSH с H2O2 (в водной среде при
37°С) разработана кинетическая модель взаимо-
действия GSH с H2O2, включающая 15 реакций с
соответствующими оптимизированными для
условий эксперимента значениями констант ско-
ростей. Модель предусматривает образование
комплексов GSH–H2O2 и GSH–GSH, что позво-
ляет описать нетривиальные концентрационные
зависимости скорости расходования глутатиона
при избыточных концентрациях компонентов и
относительно простой брутто-стехиометрии ре-
акции, согласно которой дисульфид GSSG со-
ставляет не менее 95% прореагировавшего глута-
тиона.

Показано, что кинетическая модель удовле-
творительно отображает не только концентраци-
онные зависимости скоростей WGSH и WA, но и
экспериментальные кинетические кривые. Окис-
ление глутатиона сопровождается образованием
радикалов, выход которых хотя и небольшой, но
достаточный для инициирования радикально-
цепных процессов.
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