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Թ.Ե. ՍԵՖԵՐՅԱՆ 

 
Երևանի պետական համալսարան, կենսաֆիզիկայի ամբիոն 

  
Ուսումնասիրվել է էլեկտրաինդուկցված ազատ ռադիկալների ազդեցու-

թյունը լիպիդային երկշերտ կառույցներ հանդիսացող լիպոսոմների, ինչպես 
նաև Escherichia coli բակտերիաների K12 (վայրի տիպ) շտամի վրա: Բացա-
հայտվել է, որ հետէլեկտրոլիզային ազատ ռադիկալներն ունեն բավական եր-
կար կյանքի տևողություն և ակտիվորեն փոխազդում են լիպիդային երկշերտ 
կառույցների հետ, առաջացնելով լիպիդների գերօքսիդային օքսիդացում, որն 
արտահայտվում է քիմլյումինեսցենտման ինտենսիվության մակարդակի և լի-
պիդների օքսիդացման վերջնական արգասիքի` մալոնային երկալդեհիդի կոն-
ցենտրացիայի ավելացմամբ:   

 
Լիպոսոմ - ազատ ռադիկալներ - էլեկտրաքիմլյումինեսցենտում -                                      

Escherichia coli K12  
 
 Исследовано влияние постэлектроиндуцированных свободных радика-

лов на липидные бислойные  мембраны – липосомы, а также на бактерии 
Escherichia coli K12. Выявлено, что постэлектролизные свободные радикалы 
имеют довольно продолжительное время жизни и активно взаимодействуют с 
бислойными липидными структурами, вызывая перекисное окисление липи-
дов, которое проявляется повышением интенсивности хемилюминесценции и 
концентрации конечного продукта перекисного окисления липидов - малоно-
вого диальдегида.     

 
Липосома - свободные радикалы - электрохемилюминесценция -                                         

Escherichia coli K12  
 

The influence of electro-induced free radicals on lipid bilayer membranes – lipo-
somes as well as on the bacterium Escherichia coli K12 is investigated. It is revealed that 
post-electrolyzed free radicals have a significantly long life time and actively interact to 
bilayer lipid structures causing lipid peroxidation, which is evidenced by an increase in 
the intensity of chemiluminescence and the concentration of the end-product of lipid 
peroxidation- malonic dialdehyde.     

 
 Liposome - free radicals – electrochemiluminescence - Escherichia coli K12  

 
Ներկայումս բժշկության մեջ լայն տարածում են ստացել էլեկտրաբու-

ժական միջոցները: Վերջիններս կիրառվում են կենտրոնական և պերիֆերիկ 
նյարդային, սրտանոթային, հենաշարժողական, աղեստամոքսային, տեսողա-
կան և այլ համակարգերի խանգարումների բուժման ժամանակ [3]:   
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ԲՆԱԿԱՆ… 

 
 
Չնայած այն հանգամանքին, որ այս մեթոդները բավականին խորապես 

ուսումնասիրվել են ֆիզիկաքիմիական տեսակետից, այնուամենայնիվ բջջա-
յին տարբեր կառույցներում ընթացող որոշ պրոցեսներ դեռևս լիովին բա-
ցահայտված չեն` մասնավորապես էլեկտրական հոսանքի ազդեցության ժա-
մանակ առաջացող ազատ ռադիկալների փոխազդեցությունը բջջի թաղան-
թային կառույցների հետ:  

 Ներկայացվող աշխատանքում դիտարկվել է էլեկտրաինդուկցված ա-
զատ ռադիկալների ազդեցությունը թաղանթային մոդել հանդիսացող լիպո-
սոմների և որպես մոդելային բջջային համակարգ ընտրված Escherichia coli 
բակտերիաների K12 շտամի  վրա: 

  Հայտնի է, որ  էլեկտրոլիզի ժամանակ էլեկտրոլիտում առաջանում են 
քիմիապես ակտիվ արգասիքներ` ազատ ռադիկալներ` HO·, HOO·, ·OO-, 
H2O2·, H·, որոնցից առավել մեծ ակտիվությամբ օժտված են թթվածնային ակ-
տիվ արգասիքները: Վերջիններիս առաջացման հավանական մեխանիզմը 
բերվում է ստորև  [1]:   

 
 
HOH ( H+ + -OH 
-OH - ē ( ·OH               անոդի վրա 
H+ + ē ( H·   կատոդի վրա, 

որտեղ` ·OH + OH (H2O + O + h( 
O + O ( O2 
O2 + ē ( ·O2-  (սուպերօքսիդ անիոն ռադիկալ) 

 
 Պարզ էլեկտրոլիտիկ համակարգերում, օրինակ  KCl-ի ջրային լուծույ-

թում, նույնպես առաջանում են հետէլեկտրոլիզային ազատ ռադիկալներ, ո-
րոնց առաջացրած շղթայական ռեակցիաներն ունեն բավական երկար հետ-
էլեկտրոլիզային տևողություն: Վերջինիս հաստատուն ինտենսիվությամբ 
փու-լի տևողությունը կազմում է մոտ 40 ր [7]: 

 
 
 
Նյութ և մեթոդ: Լիպոսոմների ստացման համար օգտագործվել է խոշոր եղջե-

րավոր անասունի ուղեղից Մյուլլերի մեթոդով անջատված ընդհանուր ֆոսֆոլիպիդ-
ները [9]: Լիպոսոմները ստացվել են 0,1 Մ KCl լուծույթում 0,01 մգ/մլ կոնցենտրացիա-
յով ֆոսֆոլիպիդների կախույթի գերձայնային մշակման եղանակով [4, 10, 6]: 

Ազատ ռադիկալների ինդուկցման համար որպես միջավայր վերցվել է 3 մլ 0,1 Մ 
KCl լուծույթ, քանի որ այն հանդիսանում է բարձր էլեկտրաքիմլյումինեսցենտային վե-
րարտադրողականություն ունեցող պարզ համակարգ և միաժամանակ հանդիսանում է 
հյուսվածքներում միջբջջային հեղուկ միջավայրի բաղադրամաս: Ինդուկցումը իրակա-
նացվել է օպտիկական բաժակում ընկղմված պլատինե կետային էլեկտրոդների վրա 15 
Վ 250 մԱ հաստատուն հոսանքի ներդրմամբ: Էլեկտրոդների միջև հեռավորությունը 
կազմել է 20 մմ: Կիրառված հոսանքը համադրելի է էլեկտրաբուժական (օրինակ` 
ֆրանկլինիզացման, գալվանիզացման, դեղային էլեկտրոֆորեզի մեթոդները և դրանց 
բոլոր տարատեսակները) մեթոդներում կիրառվող հոսանքին, որը սովորաբար 
կազմում է 30-80 Վ 50 մԱ [3]:    

Դիտարկվող ազատ ռադիկալային մեխանիզմով ընթացող գործընթացների 
ուսումնասիրման համար ընտրվել են քիմլյումինեսցենտային (ՔԼ) անալիզի և մալոնա-
յին երկալդեհիդի սպեկտրոֆոտոմետրիկ որոշման մեթոդները: 

ՔԼ անալիզը իրականացվել է քվանտոմետրիկ սարքի միջոցով [1]: Ստացված 
տվյալների գրանցումը և մշակումը իրականացվել է NI LabVIEW գրաֆիկական ծրա-
գրավորման միջավայրում գործող Archimedes ծրագրով [5, 2]: Գրանցված ՔԼ կինետի-
կական կորերում ստացված արժեքների միջին թվաբանականի շեղումները չեն գերա-
զանցում 5%:    

Լիպիդների գերօքսիդային օքսիդացման վերջնական արգասիքի` մալոնային 
երկալդեհիդի (ՄԵԱ) քանակական որոշումը իրականացվել է սպեկտրոֆոտոմետրիկ 
եղանակով` 2-թիոբարբիտուրաթթվի թեստի միջոցով, СФ-46-ի օգնությամբ, 532 նմ 
ալիքի երկարության տակ [6]:  
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E. coli K12 (վայրի տիպ) շտամը աճեցվել է անաերոբ պեպտոնային միջա-

վայրում (pH 7,2-7,4), 0.2 % գլյուկոզի ավելացմամբ: Բակտերիաները աճեցվել են 18 ժ, 
370 ջերմաստիճանում: Բակտերիաների զանգվածը ստացվել է աճման միջավայրը      
20 ր 5000 պտ./ ր արագությամբ կրկնակի ցենտրիֆուգմամբ, որտեղ միջանկյալ լուծիչ է 
հանդիսացել թորած ջուրը  [8, 11]: Բակտերիաների փորձարարական կախույթը 
ստացվել է անջատված բակտերիաների զանգվածը 100 անգամ թորած ջրով նոսրաց-
նելու միջոցով: Չափումներն կատարվել են 200 ջերմաստիճանում:    

 
Արդյունքներ և քննարկում: Մինչ այժմ, էլեկտրաքիմլյումինեսցենտային 

բնույթի անալիզներում փորձարկվող նմուշները, որոնք ներմուծվում էին ա-
զատ ռադիկալային միջավայր, նույնպես ենթարկվում էին հոսանքի ազդեցու-
թյանը` առաջացնելով նոր տիպի ազատ ռադիկալներ և ռադիկալային գործ-
ընթացներ, խոչընդոտելով ստացված արդյունքների մեկնաբանմանը:    

Մեր կողմից էլեկտրաքիմլյումինեսցենտման ստացիոնար փուլում, հո-
սանքն անջատելուց հետո, գրանցվել է հետէլեկտրաքիմլյումինեսցենտման 
փաստը: 0,1 Մ KCl համակարգում, ինչպես երևում է նկ.1-ում, հետէլեկտրա-
քիմլյումինեսցենտումն ունի բավական տևական շարունակական 
ստացիոնար մակարդակ [7]: Վերջինս վկայում է միջավայրում ազատ 
ռադիկալների առ-կայության մասին` ներդրված լարման բացակայության 
պայմաններում: 

 

 
Նկ.1 . KCl-ի լուծույթի էլեկտրաքիմլյումինեսցենտումը և  հետէլեկտրաքիմլյումի- 
           նեսցենտումը.  

A. Սարքի ներքին ֆոն, 
B. Սարքի բաց ֆոն (սարքի ներքին ֆոնը և խցիկի ու օպտիկական  
     բաժակի  լյումինեսցենտումը միասին), 
C. KCl-ի լուծույթի սպոնտան ՔԼ, 
D. KCl-ի լուծույթի էլեկտրաքիմլյումինեսցենտումը,  
E. KCl-ի լուծույթի հետ էլեկտրաքիմլյումինեսցենտումը: 

 
Հաշվի առնելով այս հանգամանքը հաջորդ շարք փորձերում դիտարկ-

վել է  հետէլեկտրոլիզային ազատ ռադիկալների ազդեցությունը լիպոսոմների 
վրա: Հետէլեկտրոլիզային լուծույթի 0,5 մլ-ի ավելացումը 3 մլ լիպոսոմային 
կախույթի վրա առաջ է բերում ՔԼ ինտենսիվության կտրուկ բռնկումային 
աճ մինչ որոշակի մակարդակ, ապա կինետիկորեն մարում մինչև 
լիպոսոմային կախույթի սպոնտան ՔԼ մակարդակից բավականին  բարձր 
ստացիոնար փուլ (նկ. 2, D): 
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Նկ. 2. Լիպոսոմային կախույթի ՔԼ-ն կինետիկան 
էլեկտրաինդուկցված  
          ազատ ռադիկալների ազդեցության ժամանակ. 
          A. Սարքի ներքին ֆոն, 
          B. Սարքի բաց ֆոն, 
          C. Լիպոսոմային կախույթի սպոնտան ՔԼ, 
          D. Լիպոսոմային կախույթի ՔԼ-ն էլեկտրաինդուկցված ազատ 
           ռադիկալների ազդեցության ժամանակ: 

 
Ստուգիչ փորձերում, երբ 3 մլ լիպոսոմային կախույթի վրա ավելացվել է 

0,5 մլ 0,1 Մ KCl լուծույթ, զերծ նախնական ներգործությունից, ՔԼ ինտենսի-
վության որևէ նկատելի փոփոխություն չի գրանցվել (նկ. 3): 

 
Նկ. 3.  Լիպոսոմային կախույթի ՔԼ-ն KCl լուծույթի ավելացումից հետո. 
          A. Սարքի ներքին ֆոն, 
          B. Սարքի բաց ֆոն, 
          C. Լիպոսոմային կախույթի սպոնտան ՔԼ, 
          D. Լիպոսոմային կախույթի ՔԼ-ն KCl լուծույթի ավելացումից հետո: 

 
 
Ինչպես հայտնի է, լիպիդների գերօքսիդային օքսիդացման գնահատ-

ման ուղղակի եղանակներից է ՄԵԱ-ի որոշումը 2-թիոբարբիտուրաթթվի 
միջո-ցով [1]: Ի լրացում ՔԼ անալիզի մեթոդին կատարվել է 
էլեկտրաինդուկցված ազատ ռադիկալների ազդեցությամբ պայմանավորված 
ՄԵԱ-ի քանակական փոփոխության գնահատում լիպոսոմային կախույթում: 
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Թ.Ե. ՍԵՖԵՐՅԱՆ 
 

 
Չափումները ցույց տվեցին, որ էլեկտրաինդուկցված ազատ ռադիկալ-

ների ազդեցության արդյունքում լիպոսոմային կախույթում ՄԵԱ-ի քանակը 
գրեթե 160%-ով ավելացել է (նկ. 4. 1, 2):  

 
Նկ. 4. ՄԵԱ-ի քանակական փոփոխությունը լիպոսոմային կախույթում և 

         E. coli K12 բակտերիաների կախույթում. 
                       1. ՄԵԱ-ի քանակը լիպոսոմային կախույթում, 
                        2. ՄԵԱ-ի քանակը լիպոսոմային կախույթում էլեկտրաինդուկցված 
                        ազատ ռադիկալների ազդեցությունից հետո, 
                        3. ՄԵԱ-ի քանակը E. coli K12 բակտերիաների կախույթում, 
                        4. ՄԵԱ-ի քանակը E. coli K12 բակտերիաների կախույթում 
                        էլեկտրաինդուկցված ազատ ռադիկալների ազդեցությունից հետո: 

 
Լիպոսոմային կախույթում գրանցված ՔԼ ինտենսիվության և ՄԵԱ-ի 

քա-նակական աճը վկայում է այն մասին, որ հետէլեկտրոլիզային ազատ 
ռադի-կալները փոխազդում են լիպոսոմներում լիպիդային երկշերտի հետ, 
առաջ բե-րելով ազատ ռադիկալային շղթայական մեխանիզմով ընթացող 
լիպիդների գերօքսիդային օքսիդացում:  

Պարզելու համար, թե արդյոք ստացված արդյունքները համադրելի են 
նատիվ բջջային լիպիդային կառույցների համար, փորձերը կրկնվեցին, որպես 
էլեկտրաինդուկցված ազատ ռադիկալների թիրախ ընտրելով E. coli K12 բակ-
տերիաները: 

Ինչպես երևում է նկ.5-ում, 3 մլ բակտերիաների կախույթի վրա հետ 
էլեկտրոլիզային լուծույթի 0,5 մլ-ի ավելացումը առաջ է բերում ՔԼ ինտենսի-
վության կտրուկ բռնկումային աճ հետագա մարմամբ: Վերջնական փուլում ՔԼ 
ինտենսիվությունը անցնում է, բակտերիաների կախույթի սպոնտան ՔԼ մա-
կարդակից բավականն բարձր ստացիոնար մակարդակ (նկ. 5, D): 

Ինչպես լիպոսոմների կախույթում, այնպես էլ բակտերիալ կախույթում, 
հետէլեկտրոլիզային լուծույթի 0,5 մլ ավելացումը առաջ է բերում ՄԵԱ-ի քա-
նակի զգալի աճ 160% (նկ. 4. 3,4):  

Այսպիսով, կարելի է ենթադրել, որ էլեկտրաբուժման ժամանակ էլեկտ-
րական ազդակի ներգործման մեխանիզմներից է հյուսվածքներում ազատ ռա-
դիկալների ինդուկցումը և վերջիններիս միջոցով բջջի լիպիդային կառույց-
ների գերօքսիդային օքսիդացումը, որը շարունակվում է նաև ազդակի ներ-
գործությունից հետո: 

Ստացված արդյունքները վկայում են այն մասին, որ հետէլեկտրոլիզա-
յին ազատ ռադիկալները ունեն կյանքի բավական երկար տևողություն և փոխ-
ազդում են բջջի լիպիդաին կառույցների հետ, առաջ բերելով լիպիդների 
գերօքսիդային օքսիդացում:    
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Նկ. 5.  E. coli  K12 բակտերիաների կախույթի ՔԼ-ն կինետիկան էլեկտրա- 

  ինդուկցված ազատ ռադիկալների ազդեցության ժամանակ. 
  A. Սարքի ներքին ֆոն, B. Սարքի բաց ֆոն, 

                               C. E. coli K12 բակտերիաների կախույթի սպոնտան ՔԼ, 
                               D. E. coli  K12 բակտերիաների կախույթի ՔԼ-ն էլեկտրա- 
                               ինդուկցված ազատ ռադիկալների ազդեցության ժամանակ: 
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