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ЗАВИСИМОСТЬ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСJIЕНИЯ

И АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАШИТЫ
В ЭРИТРОЦИТЖ ОТ СРОДСТВА ГЕМОГЛОБИНА

липидов

к кислороду

При консервации цельной крови наблюдается повышение содержания продуктов пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ) и истощение антиоксидантного потенциала. Хранение
эритроцитов in чitrо сопровождается их гемолизом, повышением уровня малонового диаль-
дегида и деградацией оксигемоглобина в дезоксиформу и метгемоглобин [l]. Феномены
постперфузионного синдрома и <(кислородного эффекта> демонстрируют сложный характер
кислородзависимой природы ПОЛ [2]. Традиционные представления об организации антиок-
сидантной защиты предполагают, что ее факторы <(не предотвращают зло, а лишь борются с
ее последствиями)>, вследствие чего <(снижение вн},триклеточной концентрации кислорода
могло бы стать более кардинаJIьным решением проблемы кислородной токсичности)> [3]. Из-
вестно, что сродство гемоглобина к кислороду (СГК) влияет на активность свободноради-
кальных процессов [4]. В связи с этим представляет определенный интерес изучение актив-
ности процессов ПОЛ и факторов антиоксидантной защиты (АЗ) в эритроцитах в условиях
целенаправленного повышения цианатом натрия СГК в опытах in чitrо.

Материалы и методы исследования. В эксперименте использоваJIи образцы эритроцитар-
ной массы (|00% по объему) от 4В крыс-самцов массой 200-220 г. Исследуемые пробы кро-
ви, взятые из правого отдела сердца животного в условиях быстрого эфирного наркоза, по-
вторно отмывZuIи с последующим серийным центрифугированием в изотоническом растворе
хлорида натрия (NaCl). К полученной эритроцитарной массе добавляли 0,9%-ньlй раствор
NaCl (контрольная группа, п:19), либо раствор цианата натрия (NaOCN, Донецкий химза-
вод) в концентрации 2,5 (и: l0) и 5% (п: 19) в объеме 0,1 мл раствора на З мл отмытых
эритроцитов (опытная группа). Контрольные и опытные эритроциты затем инкубировались
при Т: + 4 оС в течение 12 ч для проведения необратимой реакции карбамилизации гемо-
глобина [5]. После чего в проинкубированных образцах исследовали СГК и определяли кон-
центрацию гемоглобина гемоглобинцианидным методом. Затем эритроциты подвергаJIи ге-
молизу бидистиллированной водой в соотношении 1:5 по объему и в полученных гемолиза-
тах определяли уровень продуктов ПОЛ и параметры АЗ.

СГК оценивали по показателю р50 (poz крови, соответствующее 50%-ному насыщенИЮ
ее кислородом), который измеряли методом <(смешивания)> в нашей модификации [6] На

микрогазоанализаторе АВL-3З0 Radiometer (fiания). p50.rono измеряли при стандартных усло-
виях (рН :7,4, pCOz : 40 мм рт. ст. и Т: З7 "С), а p50p.unun - при реальных значениях рН,
рСО2 и температуры. На основании полученных значений р50 по уравнению Хилла рассчи-
тывали положение кривой диссоциации оксигемоглобина.

Содержание диеновых конъюгатов (ДК) определяли по интенсивности хара]<герного для
конъюгированных диеновых структур гидроперекисей липидов УФ-поглощения в областИ
2З2-2З4 нм [7]. Количество ТБК-реагирующих продуктов (ТБКРП) исследоваJIи по цветноЙ
реакции с тиобарбитуровой кислотой [7] и рассчитывчuIи по разнице оптической плотносТИ
при двух длинах волн 11 : 5З2 и },z : 580 нм с целью внесения поправки на дополнительную
окраску других соединений, но являющихся собственно вторичным продуктом ПОЛ [7]. Из-
мерения содержания ДК и ТБКРП производились на спектрофотометре СФ-46 (Россия).
Уровень оснований Шиффа (ОШ) оценивали по интенсивности флюоресценции хлоро-

формного зкстракта при длине волны возбуждения },: 340 нм и длине волны флюоресцен-
ции }" : 440 нм на спектрофлюориметре F-40l0 Hitaclri (Япония) [7]. Активность катzLпазы
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(кдт) измеряли модифицированным методом, основанным на способности молибдата аммо-
ния образовывать стойкий окрашенный комплекс с Н2О2 [7]. Концентрацию сх-токофероЛа
(q-Т) оценивали по интенсивности флюоресценции гексанового экстракта при длине волны

возбуждения },: 295 нм и длине волны флюоресценции },:326 нм [7] на спектрофлюори-
метре F_40l0 Hitaclri (Япония). В качестве стандарта использовался cr-T фирмы Sigma
(сшА).

полученные данные обработаны методом вариационной статистики с применением кри-
терия Стьюдента и коэффичиента достоверности для разностных вариационных рядов на

персональном компьютере с помощью корреляционно-регрессионного анализа с использо-
ванием прикладного статистического пакета winstat (версия 6.0). Построение рисунков вы-
полнялось с помощью прикладного пакета Согеldrаw (версия 6.0)-

Результаты и их обсулцение. В табл. l приведены данные изменения р50 в эритроцитарной
массе, инкубированной с различной концентрацией цианата натрия. Наблюдалось уменьшение
показателя-РSd"ruпо при инкубации С 2,5%-ной концентрацией NaOCN (PSO"rn* :26,44 + 0,24 мм

рт. ст. (р< 0,00irпо сравнению с исходным p50.rono: З4,49 + 0,67 мм рт. ст.). При дальней-
шем увелиЧении конЦентрациИ NaOCN его значенИе уменьшалось еще более - при инкуба-

ции i 5Vо-ной концентрацией равнялось 21,61 + 0,45 мм рт. ст. (Р< 0,001). Д,анный харакТеР

изменений сохранялся и для показателя p50p.urun _ разница между контролом и опытом при
концентрациях 2,5 и 5Vо составляла 13,98 t l',32 мм рт. ст. (Р< 0,00l) и 19,33 + 1,08 мм рт. ст.

(р < 0,00l) соответственно. С повышением концентрации цианата в инкубируемых эритро-

цитах сдвиг кривой диссоциации оксигемоглобина влево был более выраженным (рис. l).

Табл лt ца l. Покдзатель сродства гемоглобина к кислороду
(р50) в Фразuах эрлrтроцrгарной массы, инкубиров:лнньш с раешrчrой

коtlцентрдцией цианата патрия в опытах in чitго (М t m)

гlокtзirlсль K()lIltr()Jtb

Обра:rt пл эриr,роt tи],арIt()й [tассы.
иllкубирutаIlllь!с с ltиаllа1I)м Ilаl?иrl

в коllllсIIIраllии

2.5о/о 5о/"

Число исследован!li.i

p50",ro,ut, мм рт. ст.

P5Op""r,urr, ]\'lI't РТ, СТ,

НЬ, г/л

п:19
34.49 t 0,67-

40,42 t 0,84-

263.00 t 3,86

л: l0

26,44 t 0,24-

27,95 t 0,29-

26з,89 t 4,26

п:19
2t.6l t 0,45-

21,09 t 0,52-

261.44 t з,08

- 
Р < 0.00l по отношени}о к контролю.

Т а б.п и ц а 2. Уравнения лшtейпой регрессии и
соOгветствующие им коэффициенты коррсляции,
oTpilkatotlцe зависимость мехry пока:tатgпями срод_

сгва гемоглобина к кисJlороду (р50), проryкгами
ПОЛ и факгорами АЗ в эригроцrттах (z = 48)

*р<0,05
** р < 0.0l.

*** р < 0.001

!,инамика изменений продуктов ПОЛ и пара-
метров АЗ показана на рис, 2. Уменьшалось содер-
жание ffk в эритроцитzж, инкубированных с циана-
том натрия: при 2,57о-ноЙ концентрации - на 24%
(Р < 0,00l), а при 5%-ной - на 50% (Р < 0,001) по
сравнению с исходными данными. Концентрация
ТБКРП также снижалась с 9,З3 + 0,37 мкМоль/л в

контроле до 6,93 t 0,1З (Р< 0,001) и 5,9l t 0,2l
(Р < 0,00l) при инкубации с 2,5 и 5% NaOCN со-
ответственно. Содержание ОШ было ниже на 45%
(Р < 0,0l) только в эритроцитах, инкубированных
с 5% NaOCN. Концентрация cr-T повышаJIась в

опытной группе (5Vо-ная концентрация NaOCN) в
1,5 раза (Р< 0,00l) по сравнению с контролем.
Увеличивалась активность каталазы в эритроци-
тах, инкубированных с 2,5 и 5% NaOCN, до
1,48 + 0,01 (Р< 0,001) и |,64 + 0,02 (Р< 0,00l) при
исходном значении 1,33 + 0,02 Моль Н2О2/г НЬ/с.

Корреляционно-регрессионный анаJIиз показате-
лей СГК и ПОЛ (табл. 2) выявил наличие поло-
жительной корреляционной связи между р50 и
ДК, ТБКРП, ОШ и отрицательной с cr-T и КАТ в
исследуемом биоматериале. Коэффициенты кор-

Урлlllrсttия ]lиIlсйll0й рсIDсссилt.
llo ]lt]ly У= а + Ь. Х

Ко)4хl)иIlисlIlы
корDсjIяltии. r

р50.,о,,,,: l2.95 + 4. l0 . ДК---

P50.,n,,,,: 9,33 + 2,46 ,ТБКРП---

p50",n,l, -- 24.5З + 0.10 . ОШ-

p5O.r,orur -- 3З,42 - 0.1l , с-Т-

PSO"Tarur = 70,40 - 28.75, КАт---

+ 0,8l""
+ 0,77---

+ 0,29-

- 0.з5-

- 0.77---

р5Oр..,,ь,, : 8,04 + 6,15, ДК---
p5Op"rru,r : 3,75 + 3,53 ,ТБКРП'--

p5Op..,u,, :24,54 + 0.18 , ОШ-

P5Opcurl,rr : 39.46 - 0,18, cr-T--

P5On",.,u,, - 96,З2 - 44,55, КАТ---

+ 0,83,-

+ 0,75--

+ 0,35
_ 0 1q'-

- 0,66--
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Рис: 1. Кривые диссоциации оксиге-
моглобина при реiл"льных значениях
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Рис. 2, !.инаМика измененИй продуктоВ п9| " фактороВ ДЗ в эритроЦитах, инкубированных с 0,9-ным раствором

NaCl и цианатом nurpr"^u'*oni"i"puu"" 2,5 и 5И: 1- *onrponi (л = 19), 2и з - эритроциты, инкубированные с

2,5%-ньлм(л:10) и5%-ньtмцианатом натрия (л:19);'звездо"*u_ р< 0,0l,двезвездочки _ р<0,001

реляшиИ при этоМ колебалисЬ от * 0,29 до * 0,83 и от - 0,35 ло - 0,77, Коэффициенты, от-

ражающие "u".o 
,,рБ,iй." поЛ " р5О, практиче_сКи не отличались между его реальным и

стандартным значениями. Слабые связи были обнаружены с ош И сr-т, где r составлял

+ 0,35 (р < 0,05) , '_,6;r' 
tF< Ъ,оrl. Более высокие значения наблюдались с ДК, ТБКРП и

кд-т, где r соответстй;; buu"on"o + o",ýi-tГi-o,oori, + 0,77 (р < 0,00l) и _0,77 (р < 0,00l),

что отражает существование тесных взаимоотношений между ними,

карбамилизация гемоглобина сопровождается уменьш9нием показателя р50, причем с

повышением инкубируемой концонтрации цианата натрия значимо возрастает СГК, При

этом наблюдается ;;;;;;; дk, тькрп, ош и повышение активности кдт и концентра_

ции с-Т в эритроцИтах, инкубИрованньiХ с 2,5чо-НЫм и 5%-ньlм раствором NaOCN, с выра-

женной дозозависимой динамикой изменений,
Цианат необратимо взаимодействует с NН2-КО_НЦевым вzulином молекулы гемоглобина,

образуя карбаминоuоr" "u".r. 
Это соедйнение'карбамилирует многие протеины необратимо

на N-конЦевых 61-амИногруппаХ внутренниХ лизинов, а также обратимо на SН-группах [8],

КарбамилИрование аномальноГо гемоглобина предУт|е-lда"' серповиднокJIеточную транс-

формацию эритроцитов и продлевает их срок жизни in vivo, что с успехом применялось для

лечения соответстtsующей анемии у людей [5l,

,72Ре
по
зи
то
ри
й Г
рГ
МУ



известно, что составной частью защитных механизмов при инициируемом гидропереки-
сями окислительном стрессе является оксигемоглобин, про- либо антиоксидантные качества
которого зависят как от его кислородсвязующих свойств, так и от состояния самой молекулы
гемоtlцобина. С повышением Сгк уменьшается скорость аугоокислония оксигемоглобина в

метгемоглобин и, наоборот, уменьшение сродства способствует образованию метформы [9]. В
то же время гемоглобин может проявлять и прооксидантное действие - пугем образования
гидроксилЬных радикiIлов. ПокаЗано, чтО оксигемогЛобин оказывает прооксидантный эффект
в культурах эндотелиzшьных клеток, причем при Н2о2-индуцированном окислении ого в

метформу [l0]. Инкубация оксиI,емоглобина с Н2О2 в присутствии диметилсульфоксида со-
провождаетсrI преtsращением последнего в формальдегид и увеличением образования свобод-
ных радикалов, однако с повышением Сгк уменьшается генерация супероксидного аниона и

в конечном итоге - накопление конечного продукта [11].
дктивность процессов Пол в эритроцитарной массе, инициированная гидроперекисью

третбутила, зависит от состояния гемоглобина, так как в содержащих метгемоглобин эритро-

цитах образование малонового диальдегида и интенсивность хемилюминесценции значимо
выше, чем В клетках, содержашИх оксигемОглобиН [12]. Степень инактиВации эритроцитар-
ной глутатионпероксидазы коррелирует со скоростью окисления оксигемоглобина и во

многоМ зависиТ от формирования гемихрома, а низкая активность КАТ соответствует более
высокой концентрации метгемоглобина [13]. Скорость окисления глугатиона нитритом на-
трия в присутствии оксигемоглобина снижается, и только после перехода значительной части
оксигемоглобина в метформу наблюдается прирост концентрации окисленного глугатиона

[10]. Гемоглобин, обладая пероксидазными свойствами, участвует в окислении липопротеи-

дов низкой плотности. Показано, что активной формоЙ, вызывающей свободнорадикаJIьные
процессы в эритроцитах и ковалентное перекрестное сшитие мембранных белков, является

глобиновый радикал, образующийся в окисленном до метформы гемоглобине [14].

гемоглобин, проявляя аффинные свойства, выступает как буферная емкость кислорода
между средой и тканью, поддерживая в ней определенный оптимальный уровень Ро2, При

котором скорость процессов поЛ имеет некий физиологически необходимый уровень.
предполагается, что на ранних этапах эволюции дыхательные пигменты выполняли преиму-

щественно антиоксидантную функциlо, которая сохранилась еще у некоторых видов микро-
организмов l.t в настоящее вромя [l5]. Возможность участия Сгк в поддержании проокси-
дантно-антиоксидантного равновесия наблюдалась при целенаправленном повышении срод-

ства в условиях окислительного стресса, инициируемого липополисахаридом [4],

Таким образом, полученные данные о снижении уровня дк, тБкРп, оШ и увеличении
концентрации сх,-Т, активности КдТ в эритроцитарной массе, тесно коррелирующие с СГК,
отражают участие кислородсвязующих свойств гемоглобина в моханизмах поддержания про-

оксидантно-антиоксидантного баланса и позволяют предположить возможность их коррек-

ции для усиления антиоксидантного потенциаJIа.
работа поддержана Фондом фундаментальных исследований Республики Беларусь, грант

мп- 12.

Sчmmагу

тhе Irernoglobin-oxygen affinity (ноА) was iпсгеаsеd Ьу sodium cyanate in the experiments in vitro, апd the index of

the blood охуgеп tгапsроп (pso), Ъопt"пt' of conjugated dienes, thiоьаrьituгiс acid-reactive substances and sсhiгг bases,

catalase activity and сr-tосорЙегоl concentвtion in геd blood cells wеге investigated. The геgrеssiоп analysis оf these ра-

rаmеtеrs indicited that the in"r"ur" оГ НоД рrоmоtе the shift of oxyhemoglobin dissociation сuгvе leftwards, the lowering

in the nlain lipid peroxidation ргоdчсts, and tbe гisе in arrtioxidant defense factors. The involvement of hemoglobin охуgеп-

binding ргореitiеj irr the mechanisms of arrtioxidant ргоtесtiоп is discussed.
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