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Глава 1
Структурно-функциональная организация 

эритроцита человека

Эритроцит человека имеет дисковидную, двояковогнутую форму, 
которая обеспечивает достаточную скорость сто ротационного движе
ния и устойчивость при интенсивном кровотоке. В норме процент кле
ток, имеющих дисковидную форму, достигает 97%, эти клетки принято 
называть дискоиитами или нормоцитами. Предполагают, что плоский 
диск лучше всего адаптирован к транспорту веществ из клетки и внутрь 
ее, а также к диффузии газов к центру клетки. Подсчеты, произведен
ные Prankerd (1961), показали, что двояковогнутая форма обладает не
значительными диффузионными преимуществами. Однако объем, со
ответствующий диску, имеет в 1,7 раза большую поверхность, чем та
кой ж е объем, соответствующий сфере, и может умеренно изменяться 
без растяжения мембраны клетки [190]. Перемещение во внутрисосу- 
дистом русле организует клетки в виде «монетных столбиков», когда 
ток крови быстрее, они приобрет ают обтекаемую форму колокола.

При прохождении крови через капилляры, диаметр которых меньше 
диаметра эритроцита, происходит изменение формы клеток: эритро
циты сильно вытягиваются и принимают форму гантели [164, 225]. 
Нормальная двояковогнутая форма эритроцитов приобретается как ре
зультат взаимодействия мембраны, имеющей наружний гликокаликс, и 
цитоскелета клетки. Избирательное изменение площади поверхности 
приводит к изменению формы клетки, которая может стать гантеле
видной, каплевидной, принять вид стоматоцита (рис 1.1) [36].



Рис. 1.1. Различны е ф ормы клет ок эрит роцит ов человека: 
а  — дискоцит ы; b  — гант елевидные клетки; с  — сфероциты; 

d -  эхиноциты [36]

В крови человека циркулируют эритроциты разных размеров (ани- 
зоцитоз). При повышении осмотического давления крови эритроциты 
уменьшаются, при понижении -  увеличиваются за счет проникновения 
воды внутрь клетки. Заболевания, приводящие к нарушению синтеза 
гемоглобина (НЬ), способствуют развитию микроцитоза. При недостат
ке витамина В 12 и фолиевой кислоты наблюдается мегапоцитоз. Кроме 
того, некоторые заболевания способны привести к необратимому изме
нению формы эритроцитов. Так, при серповидноклеточной анемии 
эритроциты принимают форму серпа, а при талассемии -  форму мише
ни [36, 164 ,225] (рис. 1.2).

а б
Рис. 1.2. Вид эрит роцит ов п ри серповиднокчеточпой  

анемии (а) и  т алассем ии (б)[164]



Диаметр эритроцита составляет 7,2-7,5 мкм, толщина по краям — 
2,2 мкм, толщина в центре — 1 мкм, объем -  85-90 мкм3, площадь поверхно
сти -  145 мкм2 [221]. Такое соотношение площади и объема способствует 
деформируемости эритроцита. При уменьшении этого соотношения эрит
роцит становится менее деформируемым, что приводит к приобретению 
клеткой сферической формы [36, 164, 225]. Основным объемом эритроци
та является объем краевого кольца (тора), составляющий 72%. Общая ды
хательная поверхность эритроцитов человека равна 3800 м2, что в 1500 раз 
превышает поверхность тела человека [113,153].

В 1 мл крови у  мужчин содержится 4-5 10 12 эритроцитов, у женщин -  
3,9-4,7-1012. Всего в крови взрослого человека 25-30-1015 эритроцитов. 
Эту совокупность эритроцитов всей крови называют эритроном. Однако 
количество эритроцитов -  величина не постоянная. Ее увеличение назы
вается эритроцитозом, а  уменьшение -  эритропенией [164,225].

Эритроцит человека лишен ядра. Он состоит из однородной элек
тронно-оптически плотной цитоплазмы, лишенной органелл. 95% су
хой массы эритроцита составляет гемоглобин, остальное приходится на 
долю  липидов, углеводов, ферментов и солей [163, 191, 226]. Основной 
функцией эритроцитов является транспорт О2 от легких к тканям и уча
стие в переносе СО2 от тканей к легким. Эритроцит потребляет в 200  
раз меньше О2, чем его ядерные предстадии [225]. Эритроциты регули
руют кислородтранспортную функцию крови, быстро реагируя измене
нием уровня продукции 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФГ) в зависимо
сти от потребности организма в 0 2 [127, 152, 254]. Кроме того, эритро
циты переносят адсорбированные на их поверхности питательные ве
щества в виде аминокислотных остатков, биологически активные ве
щества, обмениваются липидами с плазмой крови. Имеются данные о 
влиянии адсорбции некоторых протеинов на мембране эритроцита на 
их реологические свойства. Установлено, что повышенная адсорбция 
существенно снижает текучесть суспензии, ведет к агрегации эритро
цитов и деформации эритроцитарных мембран. Красные кровяные 
клетки способны адсорбировать различные яды, которые разрушаются 
затем клетками ретикулоэндотелиальной системы [161, 199].

Продолжительность жизни эритроцитов составляет 100-130 дней. 
Возраст эритроцитов сильно влияет на их функционирование. Старение 
эритроцитов сопровождается уменьшением образования в них АТФ в 
ходе метаболизма глюкозы. Нарушаются требующие энергетических 
затрат процессы восстановления формы эритроцитов, транспорта ка
тионов, зашиты компонентов клетки от окисления. Следствием этого



становится потеря клетками эластичности, в результате чего клетки 
разрушаются внутри сосудов или макрофагами селезенки, красного 
костного мозга и купферовыми клетками печени. В сутки погибает 0,8- 
0,9% эритроцитов (около 200 млрд.) [43, 220, 225, 260].

1.1. Строение мембраны
и мембранного скелета эритроцита

Плазматическая мембрана эритроцита имеет толщину 6  нм и состо
ит из четырех слоев. Наружный образован гликопротеинами и содер
жит комплексы концевых отделов групповых антигенов. Средние два 
слоя образуют классическую двойную липидную мембрану. Обращен
ный в цитоплазму внутренний слой состоит из белков, с которыми свя
заны молекулы гликолитических ферментов и гемоглобина. Липидный 
слой оказывает большое влияние на состояние и свойства мембраны, ее 
осмотическую стабильность и проницаемость. Мембрана эритроцита 
обладает избирательной проницаемостью. Через нее проходят газы, 
вода, катионы — Н+, анионы -  ОН', СГ, НСОз'. Она малопроницаема для 
глюкозы, мочевины, катионов К* и Na* и других водорастворимых мо
лекул и совершенно не пропускает белки [113, 164, 236]. Мембранные 
фосфолипиды участвуют в поддержании конформации встроенных в 
мембрану белков, отчего зависит ферментативная активность послед
них. Молекулы липидов расположены перпендикулярно плоскости 
мембраны. Гидрофобные группы направлены наружу, а гидрофиль
ные -  внутрь. Липидный состав эритроцита представлен холестеро- 
лом — 24%, фосфатидилхолином -  23%, сфингомиелином -  18%, фос- 
фатидилэтаноламином -  2 0 %, фосфатидилсерином -  8 %, фосфатиди- 
линозитолом -  3% [180]. Сфингомиелин, фосфатидилэтаноламин и 
фосфатидилсерин находятся во внутренней части бислоя, а фосфати- 
дилхолин -  в наружной [153, 221]. Увеличение доли холестерола в 
мембране повышает ее вязкость, понижает текучесть и эластичность 
[171]. Помимо холестерола, который является основным стериновым 
компонентом мембран, в них обнаружены ланостерин, латостерин, 
демостерин, эфиры холестерола [89].

Фосфолипидный бислой составляет основу мембраны (около 60% ее 
химического состава) и играет важную роль в обеспечении формы и 
функциональной активности эритроцита. Он инкрустирован асиммет



рично расположенными интегральными и соединенными с внутренней 
или наружной гидрофильной поверхностью периферическими белками.

Среди интегральных различают белок полосы 3 и гликофорин. По
следний является трансмембранным гликопротсином, состоящим из 
131 аминокислотного остатка. С его N -концевым участком, располо
женным на наружной поверхности мембраны, связаны 16 олиго- 
сахаридных цепей. Наружные гидрофильные участки молекул гликофо- 
ринов образуют клеточный гликокаликс и несут отрицательный элек
трический заряд на сиаловых кислотах, распределенный в пространст
ве. Погруженные в цитоплазму гидрофильные С-концевые хвосты бо
гаты кислыми аминокислотными остатками [60, 155, 199].

Белок полосы 3 — гликопротеид с молекулярной массой 90 кДа. Это 
трансмембранный белок, образующий анионный канал, по которому 
эритроциты освобождаются от ССЬ, заменяя НСОя на СГ. Его полипеп- 
тидная цепь (930 аминокислотных остатков) пронизывает бислой не
сколько раз. Цитоплазматический (N -конец) белка полосы 3 связан с 
гликолитическими ферментами, гемоглобином и анкирином. Цепь со
единенных белком полосы 3 анкирина и спектрина связывает наруж
ную и внутреннюю поверхности мембраны эритроцита [60, 113, 155]. 
Оба интегральных белка имеют олигомерную (обычно димерную) 
структуру, причем ось симметрии располагается перпендикулярно 
плоскости мембраны. Олигомерное строение обеспечивает возмож
ность связывания с ними других белков. Например, белок полосы 3 
может связывать две молекулы фермента глицеральадегид- 
фосфатдегидрогеназы [129].

Основными белковыми компонентами мембранного скелета явля
ются спектрин -  76%, актин -  5%, белок полосы 4.1 -  5% и другие бел
ки [113, 236]. В мембране находятся молекулы белка анкирина, к кото
рым присоединена спектриновая сеть. Молекула анкирина имеет сфери
ческую форму и состоит из двух доменов: нейтрального и фосфорилиро- 
ванного. Фосфорилированный домен взаимодействует с (3-субъединицей 
спектрина, нейтральный связывается с  белком полосы 3 [60, 155, 199].

Спектрин представляет собой фибриллярную молекулу длиной  
100 нм. Он является а,(3-гетеродимером, состоящим из субъединиц 
массой 240 и 220 кДа. Полипептидные цепи гетеродимера закручены 
друг относительно друга в двойную спираль. Каждая цепь спектрина 
содержит более 2 0 0 0  аминокислотных остатков и состоит из структур
ных доменов. Димеры спектрина могут образовывать тетрамеры дли
ной 200  нм. а-Цепь одного димера взаимодействует с (3-цепью другого



димера по типу «голова к голове». Спектрин формирует сеть филамен- 
тов на внутренней поверхности мембраны, которая поддерживает фор
му эритроцита. Через анкирин спектрин взаимодействует с цитоплаз
матическим концом белка полосы 3. Кроме того, он регулирует под
вижность интегральных белков [60, 113, 155, 199, 236].

Белок полосы 4.1 -  глобулярный белок с молекулярной массой 
80 кДа, осуществляющий связи между спектрином и актином, спектри- 
ном и гликофорином С, который служит для прикрепления скелета к 
мембране [60, 155, 191] (рис. 1.3).

Рис. 1.3. Схема ст роения мем браны  эрит роцит ов человека [90]: 
а  -  общ ий вид; 1 -  инт егральные белки, 2 ,3 -  элемент ы цитоскелета; 

4,5  -  периф ерические белки; б  -  гликоф орин и белок полосы  3; 
в  -  развернут ая схема строения гликоф орина



Связанные с плазматической мембраной актиновые микрофила- 
менты определяют архитектуру цитоскелета. Они содержат 12-17 мо
номеров. Актин в виде олигомеров взаимодействует с N -концом моле
кулы спектрина и белками 4.1 и 4.9 [60]. С мембранным скелетом свя
зано примерно 60% молекул белка полосы 3 и небольшая часть моле
кул гликофоринов, содержащихся в мембранном бислое. Остальные 
молекулы интегральных белков, химически не связанных с цитоскеле
том, все ж е зависят от него. Взаимодействия между ними описываются 
матричной моделью ингибирования латеральной диффузии белков. 
Суть ее сводится к тому, что спектриновые молекулы, прилегающие к 
внутренней поверхности бислоя, разбивают его на ячейки. Молекулы 
интегральных белков, находящиеся в пределах одной ячейки, не могут 
покинуть ее за счет латеральной диффузии. При приближении молекул 
к границе ячейки ее цитоплазматическая часть вступает во взаимодей
ствие со спектриновым филаментом, что припятствует переходу моле
кулы в соседнюю ячейку. Благодаря этому мембрана эритроцитов со
храняет свою форму [113, 142, 269].

Мембрана выполняет комплекс сложных приспособительных реак
ций. Ее состояние определяет протекание многих биохимических про
цессов и является исходным звеном в сложной цепи приспособитель
ных модификаций на всех уровнях организации. В связи с  этим чрез
вычайно важна роль мембранных липидов и внутриклеточных сигналь
ных систем в формировании длительного эффекторного и адаптацион
ного ответов клеток [45]. Мембрана эритроцита обладает определенной 
проницаемостью (ПЭМ). Показатель ПЭМ применяется в диагностике 
заболеваний, поскольку он обладает гибкой динамикой. На ПЭМ влияют 
возраст, энергоресурс клетки, осмотическая и кислотная резистентность, 
уровень эритропоэза, гормонов, химический состав плазмы крови, ско
рость перекисного окисления липидов (ПОЛ), стрессовое состояние 
организма и др. [140].

Данные электронной микроскопии свидетельствуют о том, что мем
бранный скелет располагается на определенном расстоянии от липид
ного бислоя и, по-видимому, взаимодействует с  ним. Известны три ви
да соединений: каждый спектриновый тетрамер может связываться с 
молекулой белка полосы 3, при этом участвует белок анкирин; актино- 
вый протофиломент может связываться с мембранной частью молеку
лы гликофорина при участии белка полосы 4.1; и, наконец, возможно 
непосредственное взаимодействие участков спектриновых филаментов 
с  внутренним слоем липидного бислоя [199]. Кроме периферических



белков, мембрана эритроцитов содержит четыре интегральных белка, 
среди которых главные — гликофорин А и белок полосы  3 (БП-3), со
ставляющий (как и спектрин) около 25% от всех мембранных белков и 
представленный 1,2x105 копиями на клетку. С функциональной и 
структурной точек зрения молекулу БП-3 делят на 2 домена приблизи
тельно одинаковой величины:

мембранный домен, встроенный в липидный бислой и охваты
вающий около 470  аминокислотных остатков, в основном гидро
фобных;

цитоплазматический N-концевой домен (380 аминокислотных ос
татков), обогащенный остатками кислого характера.

Мембранный цитоскелет поддерживает форму эритроцита и обла
дает способностью к обратимой деформации. Он состоит из эле
ментарных ячеек, имеющих ядро в виде актинового протофиламента, 
соединенного со спектриновыми гетеродимерами [236]. Взаимо
действие между белками скелета и  мембраны определяется уровнем 
фосфорилирования белковых компонентов цитоскелета, в частности 
спектрина. Активация процессов фосфорилирования спектрина приво
дит к упрочению связей в комплексе спектрин-белок 4.1-4.9 и, следова
тельно, к повышению стабильности мембраны за счет использования 
энергии АТФ [236]. Структура мембранного скелета поддерживается 
определенным соотношением АТФ и Са2+, так как протеинкиназы, 
осуществляющие фосфорилирование белков, являются кальцийзависи- 
мыми ферментами. Известно также, что поверхностная вязкость мем
браны понижается при уменьшении содержания спектрина, сокраще
нии мест связывания анкирина и нарушениях, вызванных изменениями 
белка полосы 4.1 [100]. Эластичность и вязкость мембраны играют 
очень важную роль в жизнедеятельности эритроцита, определяя его 
деформируемость.

Способность эритроцитов к изменению формы является важнейшим 
реологическим феноменом, который обусловливает возможность эрит
роцитов проходить через капилляры малого диаметра и определяет 
низкую вязкость крови в более крупных сосудах. Деформируемость 
зависит как от внешних сил (главным образом сдвигающего напряже
ния) и скорости сдвига, так и от внутренних факторов: вязкости цито
плазмы, вязкоэластичных свойств мембраны, вязкости раствора внут
риклеточного гемоглобина и геометрии клетки (отношения площади к 
объему) [130]. Поверхностный индекс (избыток площади поверхности  
клетки по отношению к площади поверхности шара того ж е объема) у



эритроцита составляет примерно 30%, что позволяет ему чрезвычайно 
сильно деформироваться [97]. Деформируемость тесно связана с архи
тектурой мембраны и особенно мембранного скелета, важной особен
ностью которого является сравнительно малый размер его элементарных 
ячеек. Расстояние между центрами двух ячеек равно примерно 76 нм, 
в то время как длина соединяющего спектринового тетрамера близка к 
200 нм. Тетрамеры, по-видимому, практически не пересекаются и  со
единяют только соседние ячейки, так как экспериментально измеряе
мая толщина мембранного скелета (около 10  нм) близка к толщине од
ного спектринового филамента. Отсюда следует вывод, что филаменты 
сильно изогнуты и у  них имеется значительный запас длины, которая 
может изменяться в 2,6 раза. Минимальный диаметр капилляра, через 
который может пройти эритроцит, составляет 3 мкм. На возможность 
изменения формы влияет и сам фосфолипидный бислой, обеспечиваю
щий мембране гибкость (текучесть).

Деформируемость эритроцита связана с качественными измене
ниями состояния гемоглобина, что в свою очередь зависит от актив
ности АТФ-аз, которая регулируется через цАМФ-зависимые протеин- 
киназы [98]. При нехватке АТФ снижается деформируемость эритро
цита, меняется форма клетки и  повышается проницаемость мембраны к 
ионам [43, 85, 113]. Деформируемость эритроцитов понижается при 
старении, это связано не только с уменьшением энергоресурсов клетки, 
но и  с  изменениями в составе мембраны. При старении в мембране 
эритроцита возрастает содержание холестерина по отношению к фос
фолипидам, снижается содержание ненасыщенных жирных кислот, 
изменяется фосфолипидный спектр и микровязкость мембран [34, 85]. 
На деформируемость эритроцитов влияют колебания осмотического 
давления, вызванные изменением концентрации электролитов и белко
вого состава плазмы.

М ногие патологические состояния сопровождаются потерей клет
ками нормальной деформируемости, что связано с нарушением усло
вий их функционирования. Подробнее это будет рассмотрено в даль
нейшем.

Изменение формы эритроцитов во многом определяется также кон
центрацией ионов кальция внутри клеток и системой поглощения и 
выведения Са2* из них. Увеличение концентрации кальция внутри 
эритроцитарных клеток приводит к образованию эхиноцитов. В  эрит
роцитах содержание Са + в норме не превышает 100 мкМ, тогда как 
общая концентрация кальция в плазме крови поддерживается на уровне



2,48±0,29 мМ, причем примерно 40% от этого количества находится в 
свободной форме (активный кальций). Такое различие обусловлено 
низкой пассивной проницаемостью мембран эритроцитов для ионов 
кальция и функционированием Са2+-АТФ-азы [6 , 16, 64]. Са2ч-АТФ-аза 
эритроцитов обладает высоким сродством к ионам кальция (Км =  0,15- 
0,5 мкМ), однако активность фермента низка и скорость транспорта 
ионов кальция из клетки невелика -  0,5 нмоль/сек. Концентрации каль
ция выше 1 мкМ в эритроцитах активирует Са2+-АТФ-азу [81].

При повышении концентрации кальция в цитоплазме ионы Са2+ свя
зываются с ферментом, находящимся в конформационном варианте 
высокого сродства к иону (Е]-конформация). Связывание кальция вы
зывает Са-зависимый перенос остатка фосфорной кислоты с АТФ на белок 
с помощью специфической киназы и образование фосфорилированного 
конформационного варианта АТФ-азы (ЕГР). На этой стадии происходит 
перестройка фермента в другой конформер -  Е2-Р, обладающий низким 
сродством к Са2". Результатом становится высвобождение ионов во вне
клеточное пространство (плазму крови) [178].

Са2+-АТФ-аза эритроцитов человека -  хорошо изученный фермент, ко
дируемая аминокислотная последовательность его включает 1220  остат
ков, формирующих полипептид с молекулярной массой около 135 кДа. 
В структуре белка присутствуют обширные участки сходства с други
ми АТФ-азами [178]. Роль N -концевой экспонированной области не- 
достачно изучена, хотя наличие в ней кластера отрицательно заряженных 
аминокислотных остатков предполагает ее возможное участие в процессе 
связывания катионов. С-концевая область фермента играет существенную 
роль в регуляции активности Са2+-АТФ-азы. В этой области локализованы 
кальмодулинсвязывающий, аутоингибиторные центры, остатки серина и 
треонина, по которым происходит регуляторное фосфорилирование фер
мента цАМФ-зависимой протеинкиназой. Полагают, что расположенные 
по обе стороны от кальмодулинсвязывающего участка кластеры отри
цательно заряженных аминокислотных остатков могут участвовать в 
процессах связывания и транслокации катиона, играя роль «селектив
ного фильтра» Са2*-насоса [81 ].

Активность Са2+-АТФ-зы в клетке тонко регулируется. Она, а также 
сродство к ионам кальция значительно меняются под действием факто
ров белковой и небелковой природы -  низкомолекулярного белка 
капьмодулина, кислых фосфолипидов, различных ионов, фосфатов. 
Модулирующее влияние оказывают также цАМФ-зависимые и ДАГ-



зависимые протеинкиназы, протеазы, осуществляющие ограниченный 
протеолиз [81].

Взаимодействие Са ^-АТФ-азы с кальмодулином приводит к увели
чению сродства фермента к ионам кальция до Км =  0,5 мкМ и десяти
кратному повышению скорости гидролиза АТФ и транспорта кальция.

Эритроциты содержат два функционально различных пула кальмо- 
дулина: один локализованный в цитоплазме, а другой -  слабо связан
ный с мембраной [180]. В  мембранном скелете кальмодулин связан со 
спектрином и усиливает его фосфорилирование через кальмодулин- 
зависимую спектриназу [95]. Фосфорилированный спектрин в свою  
очередь активирует процессы формирования гетеродимерных комплек
сов с актином, что приводит к изменению спектринфосфолипидного 
взаимодействия и изгибу эритроцитарной мембраны.

В  настоящее время был выделен и структурно охарактеризован 
кальмодулинсвязывающий участок Са2+-АТФ-азы, для которого обыч
ным является наличие большого числа положительно заряженных ос
татков лизина и аргинина, гидрофобных аминокислотных остатков, 
обязательное присутствие триптофана и двух-трех остатков серина 
[177]. Допускается существование и других областей связывания каль- 
модулина. Для максимальной активации необходимо и достаточно свя
зывание одной молекулы активатора с молекулой фермента, хотя есть 
данные об  одновременном связывании двух молекул кальмодулина с 
одной молекулой белка. Расчеты также указывают на наличие двух 
кальмодулинсвязывающих областей, предположительно с  различным 
сродством к активатору. Причем слабо связанный с мембраной кальмо
дулин определяет степень активации Са2+-насоса, тогда как прочно свя
занный влияет на сродство фермента к ионам кальция [235].

Ф осфолипидное окружение Са‘*-АТФ-азы может не только влиять 
на функциональную и структурную целостность фермента, но и опре
делять возможность его взаимодействия с кальмодулином.

Важнейшим свойством мембран клеток является электрическая 
прочность, обусловленная величиной поверхностного заряда. Особое 
значение в формировании поверхностного заряда эритроцитов имеет 
внешний примембранный слой — гликокаликс, выполняющий в клетке 
роль катионообменника. К  заряду гликокаликса добавляется заряд ли
пидного бислоя, сосредоточенный в некоторых его областях. М ежду  
ними существует отталкивание, поэтому заряд мембраны оказывается 
как бы распределенным в пространстве [183]. Показателем электри
ческой прочности мембраны служит величина потенциала электри



ческого пробоя (резкого возрастания тока через мембрану). Снижение 
электрической прочности при изменении свойств липидного бислоя 
может привести к электрическому пробою, при этом она теряет барьер
ные функции [183]. В основе явления электрического пробоя лежит 
самопроизвольное зарождение в липидном бислое водных каналов. 
Свободная энергия формирования канала зависит от радиуса поры, по
верхностного натяжения на границе вода-мембрана и приложенного 
потенциала. Достижение хотя бы одной порой некоторого критическо
го объема приводит к ее неограниченному росту вплоть д о  необратимо
го разрушения всей мембраны [1 ,16 7 ,2 3 6 ].

1.2. Структура и функции гемоглобина

Гемоглобин (НЬ) является наиболее распространенным пигментом. 
Он содержится в эритроцитах всех позвоночных и некоторых беспо
звоночных животных (черви, моллюски, членистоногие, иглокожие). 
Многие свойства гемоглобина зависят от особенностей его химическо
го строения. Молекулярная масса гемоглобина эритроцитов человека 
составляет 64,5 кДа [164].

В одном эритроците находится около 400 млн. молекул гемоглоби
на. Концентрация гемоглобина такова, что его молекулы заполняют все 
пространство клетки, и среднее расстояние между ними составляет ме
нее 5 нм. Содержание гемоглобина в крови подвержено индивидуаль
ным колебаниям [175]. В  крови здоровых мужчин содержание гемоглоби
на в среднем 145 г/л, женщин -  130 г/л [226]. Молекула НЬ построена из 
четырех субъединиц, каждая из которых содержит а- или Р-полипеп- 
тидную цепь и гем. Субъединицы упакованы в тетрамере таким обра
зом, что образуют макромолекулу несколько сферической формы дли
ной 64 А, шириной 55 А и высотой 50 А. Каждая субъединица в одной 
из своих складок содержит плоское кольцо тема [89].

Гем -  циклический тетрапиррол, производное порфирина, в котором 
в положениях 1 ,3 , 5, 8  находятся метальные группы, в положениях 2 ,4  -  
винильные, в положениях 6 , 7 -  остатки пропионовой кислоты. Он 
имеет форму диска диаметром 15 А  и толщиной 3,7 А. Гем состоит из 
четырех замещенных пиррольных колец, соединенных а-метиле- 
новыми мостиками, и атома двухвалентного железа [26,167].

Атом железа соединен с полипептидной цепью через азот имида- 
зольного конца гистидина [26]. Именно железо играет ключевую роль в



деятельности гемоглобина, являясь его активной простетической груп
пой. Одна из его валентностей реализуется при связывании гема с гло
бином, ко второй присоединяется Ог или другие лиганды -  вода, СО2, 
азиды [164, 221]. Четыре гема ориентированы по отношению к молеку
ле так, что одним краем каждый гем обращен к внутренней области 
молекулы, а другим -  наружу, в сторону водно-солевой среды.

Глобин (НЬА) состоит из двух а- и двух Р-полипептидных цепей. 
Одна пара идентичных субъединиц расположена параллельно друг дру
гу двумя уплощенными вытянутыми сферами, пространство между 
которыми составляет д о  10 А. Вторая пара идентичных субъединиц по 
отношению друг к другу располагается также, но почти перпендику
лярно первой. Молекула глобина образована 574 аминокислотными 
остатками, при этом a -цепь состоит из 141, р-цепь -  из 146 аминокис
лотных остатков. Молекулы глобина могут быть образованы различ
ными типами полипептидных цепей (а , Р, у, 8 , S и др.) (рис. 1.4). По 
соотношению субъединиц различают следующие типы гемоглобинов: 
НЬА (а2р2), HbF (<х2у2), HbS (a 2S2) ,  HbA2 (a2S2) [26].

Рис. 1.4. Схема ст роения м олекул гемоглобина [27]

Первичная структура a-цепи отличается от остальных [26]. Вторич
ная структура представлена восемью спиралями, обозначаемыми бук
вами от А  д о  Н и соединенными неегшральными участками, в которых 
цепь делает поворот и оказывается уложенной в пространстве опреде
ленным образом. Пространственное расположение спирализованных 
полипептидных цепей в трехмерном пространстве определяет третич
ную структуру [154]. Гидрофобные участки размещаются внутри моле
кулы НЬ, а гидрофильные -  снаружи. Субъединицы НЬ взаимодейст



вуют друг с другом, принимая определенное расположение в простран
стве, и формируют четвертичную структуру. Внутри тетрамера суще
ствует свободная от атомов полость, пронизывающая всю молекулу по 
высоте. В  полость обращены некоторые полярные jpynnbi аминокис
лотных остатков, среди которых серии и  треонин, расположенные 
вдоль сегмента Н цепи а. Многочисленные неполярные участки, обра
зованные остатками глицина, аланина, валина, лейцина, изолейцина, 
фенилаланина, пролина, цистеина, метионина, тирозина, осуществ
ляют гидрофобные взаимодействия, дающие выигрыш свободной  
энергии д о  1,5 ккал/моль, что делает структуру весьма стабильной. По
добное гидрофобное окружение имеет каждый из гемов, за счет чего 
влияние водно-солевой среды на присоединение лигандов сведено к 
минимуму.

В образовании сложной пространственной конформации молекулы 
гемоглобина большое значение имеет взаимодействие со структурой 
растворителя. Стабильная структура воды поддерживается водород
ными связями, которые частично нарушаются, когда в эту среду «втор
гается» молекула белка. Вода, связанная с каркасом молекулы, не явля
ется чем-то дополнительным в структуре, это обязательный компонент 
[89].

Основная функция гемоглобина состоит в осуществлении обрати
мого присоединения кислорода. Высокая структурно-конфор- 
мационная подвижность молекулы гемоглобина является основой  
функционально важного кооперативною характера обратимого присо
единения кислорода к четырем конформационно взаимосвязанным те
мам [238].

Группу атомов, удерживающих 0>, называют активным центром 
молекулы НЬ. Всего имеется четыре активных центра в каждой гемо- 
вой структуре. Каждый гем расположен в складке между двумя спи
ральными сегментами Е7 и F8  через дистальный и проксимальный гис
тидины. Со стороны дистального гистидина Е7 нет прямых связей ато
ма железа с аминокислотными остатками. Координационная связь же
леза с этой стороны свободна для присоединения лигандов. Но доступ к 
железу может быть ограничен из-за того, что в непосредственной бли
зости к нему находится группа гистидина Е7 и валина Е 11, где именно 
помещается кислород. Связывание О2 с одним центром облегчает при
соединение его к другим центрам [76, 77]. Присоединение молекулы Ог 
к НЬ разрывает некоторые ионные и водородные связи между субъеди
ницами, что способствует более прочному связыванию кислорода [128,



141]. Оксигенация субъединиц НЬ происходит последовательно. С ки
слородом сначала взаимодействуют а-, а затем P-цепи. В местах их 
контактов структура глобул меняется [26, 153]. При оксигенации тет
рамер подвергается конформационным изменениям: а- и p-цепи сме
щаются, a -цепь поворачивается на 9,4°, а р-цепь -  на 7,4°, но так как 
вращательные P-оси лежат около поверхности цепей, то в действитель
ности они передвигаются больше, чем a -цепи. Расстояние между ато
мами железа в P-цепях увеличивается на 6,9 А. Молекула гемоглобина, 
присоединяя кислород, сжимается, а отдавая его, расширяется [76, 89]. 
Оксигенация субъединиц молекулы гемоглобина происходит не одно
временно, а последовательно. Во взаимодействие с кислородом всту
пают сначала а -, а затем P-цепи. Каждая последующая молекула кисло
рода присоединяется легче, чем предыдущая. Это обусловлено быст
рым переходом субъединиц из напряженной конформации Т с малым 
сродством к кислороду в релаксивную R-конформацию с высоким 
сродством к кислороду. То ж е самое, только в обратном порядке, на
блюдается при дезоксигенации. Это явление носит название гем- 
гемового взаимодействия или кооперативного эффекта оксигена- 
ции«-»дезоксигенации [9, 87 ,238].

В  процессе оксигенации НЬ превращается в оксигемоглобин (Н Ь02) 
без изменения валентности железа. С изменениями в четвертичной 
структуре гемоглобина связано явление эф фект а Бора, или уменьше
ния сродства белка к кислороду при увеличении концентрации прото
нов. Оксигемоглобин обладает более выраженными кислотными свой
ствами, чем дезоксиформа. Дезоксигемоглобин способен связывать 
протоны, то  есть обладает более основными свойствами. Различия в 
кислотно-основных свойствах окси- и дезоксигемоглобина обуслов
лены имидазольными группами С-концевых гистидинов p-цепей и 
а-аминогрупп a-цепей. В оксиформе белка эти группы свободны. Дезокси- 
генация сопровождается конформационными изменениями, которые при
водят к образованию водородных связей С-концевого имидазола p-цепи с 
карбоксильной группой той же самой р-цепи [9,26 ,205 ,206].

Количество гемоглобина обусловливает кислородную емкость кро
ви. Она определяется как количество кислорода, связываемое 1 см3 
крови, и для нормальной крови человека равна 0,190 см3 0 2 [45,160]. 
Сродство НЬ к 0 2 выражают парциальным давлением 0 2, при котором 
НЬ насыщен 0 2 на 50% (Pso)- На эту величину влияют напряжение 0 2 и 
С 0 2 в крови, концентрация протонов, 2,3-дифосфоглицерата (ДФГ), 
АТФ , АДФ  и неорганических фосфатов в эритроците. Сродство НЬ к 0 2



уменьшается при увеличении концентрации протонов. 2,3-ДФ Г облег
чает отдачу 0 2 и ускоряет дезоксигенацию НЬ [26, 153,258].

Однако связывание гемоглобина с кислородом не всегда сопровож
дается сохранением валентности железа. Равновесное связывание 0 2 
может переключаться на реакцию необратимого аутоокисления НЬ до  
метНЬ (НЬОН), не способного к транспорту кислорода. Если молекула 
гемоглобина в дезоксисостоянии пребывает долго (чему, в частности, 
способствует понижение р0 2), то происходит конформационный пере
ход R—»Т, в результате чего сродство гема к кислороду существенно 
снижается. В  этом случае взаимодействие Fе2 -содержащего гема с ки
слородом может привести не к образованию исходной системы НЬ02, 
а к окислению железа в состояние Fe3+, в результате чего образуется 
метгемоглобин и анион-радикал [122,133,161]. У  метгемоглобина вме
сто кислорода 6 -е  координационное место у  железа гема занято моле
кулой воды. На процесс аутоокисления гемоглобина оказывают влия
ние различные ионогенные группировки. В  частности, протонирование 
дистального гистидина молекулы глобина приводит к резкому повы
шению эффективности процесса аутоокисления, так как дистальный 
гистидин играет стабилизирующую роль, образуя водородную связь с 
молекулой кислорода. Основной вклад в энергию активации аутоокис
ления вносит сольватация порфиринового цикла водой. Совпадение 
значений энтальпий двух процессов позволяет предположить активное 
участие воды в аутоокислении гемоглобина. Вероятно, реакция ауто
окисления гемоглобина представляет собой нуклеофильное вытеснение 
кислорода в виде супероксидного аниона встраивающейся молекулой 
воды, которая остается связанной ионом Fe3+ в шестом координацион
ном положении, образуя акваметгемоглобин (рис. 1.5).

В  процессе аутоокисления происходит перенос электрона с железа на 
0 2, при этом продуцируются супероксидный анион, который дисмутиру- 
ется при участии супероксиддисмутазы в Н20 2, и гидроксильные радикалы 
[73]. В  крови постоянно содержится 1-2% метНЬ, связывающего C N \ 
OCN', SCN’, N 3 . метНЬ образуется при вдыхании окислов азота, паров 
нитробензола. Некоторые хиноны вызывают образование метНЬ и 
включение гема в мембрану клетки. Повышение концентрации метНЬ 
приводит к снижению кислородтранспортной функции крови [76, 178].

Окисление НЬ индуцирует перекисное окисление липидов (ПОЛ) в 
мембране. Усиление окисления ненасыщенных жирных кислот фосфо
липидов мембраны вызывает гемолиз эритроцитов [9, 63, 73, 76]. Защи
та эритроцитов от действия перекисей и радикалов осуществляется с



помощью супероксиддисмутазы (СОД), ускоряющей взаимодействие 
двух молекул супероксидрадикала с образованием Н20 2 и 0 2. Перекись 
водорода разлагается каталазой на Н20  и 0 2. Супероксид-дисмутаза, 
ингибируя ПОЛ в мембранах, проявляет стабилизирующий эффект. 
Дисмутируя избыток супероксидрадикалов, СОД регулирует их содер
жание в клетке.

Рис. 1.5. Ст рукт ура гемоглобина и  его превращ ения  
при оксидезоксигенации [90]



Компоненты нативной эритроцитарной мембраны эффективно за
щищены от неферментативного ПОЛ самой структурной организацией 
мембраны, наличием в ней антиоксидантов, а также ферментными сис
темами, регулирующими концентрацию активных форм кислорода 
(АФК) [11, 18, 40, 63]. Особенностями структурной организации мем
браны, обеспечивающими некоторую защиту от АФК и продуктов 
ПОЛ, следует считать расположение в поверхностном монослое труд- 
ноокисляемых фосфолипидов и большей части холестерина, а также 
возможность быстрого обмена окисленных липидов с липидами плаз
мы крови. К ферментам антиоксидантной системы эритроцитов отно
сятся ферменты, утилизирующие АФ К и восстанавливающие гидропе
рекиси. Количество эритроцитарной С ОД в 10 раз превосходит концен
трацию, достаточную для полной дисмутации супероксида [276]. Такое 
количество фермента (как, впрочем, и многих других) может быть объ
яснено как низкой стабильностью ферментного белка — с одной сторо
ны [6 8 , 240, 276], так и невозможностью обновления из-за отсутствия 
систем синтеза -  с другой. Образующаяся при дисмутации, а также в 
других процессах перекись водорода подвергается разложению с по
мощью эритроцитарной каталазы и глутатионпероксидазы. Из эритро- 
цитарных ферментов каталаза занимает первое место по количеству и 
активности. Роль такого количества и высокой каталитической актив
ности эритроцитарной каталазы в клетках, не имеющих значительного 
уровня оксигеназных процессов, еще далеко не выяснена [120]. Извест
но, что эндогенная перекись водорода используется в первую очередь 
пероксидантными системами эритроцитов, в частности глутатионпе- 
роксидазой [14].

Гель-хроматографически выявляется четыре активные фракции ка
талазы эритроцитов человека: К |, К2, К3, К4. Фракция К] гомогенна, а 
фракции К2, К3, К4 содержат белок, электрофоретическая подвижность 
которого соответствует гемоглобину. Во фракциях К2-К4 обнаружива
ются шах пики поглощения при длинах волн 414, 541, 570 нм, что соот
ветствует оксиформе гемоглобина. Комплекс каталазы с гемоглобином 
во фракции К2-К4 достаточно прочен, особенно во фракции К3, где 
связь не разрывается даже при наложении электрического поля [ 120 , 
125]. Во всех фракциях ферменты представлены множественными кон- 
формерами, отличающимися оптимумами pH, электрофоретической 
подвижностью, количеством свободных сульфгидрильных групп [120 , 
125]. Предполагается, что структурные и кинетические различия от
дельных молекулярных форм каталазы связаны с различной локализа



цией их в эритроцитах и с  некоторыми особенностями их физиологиче
ских функций. В постгемолитическом остатке также содержится особая 
молекулярная форма каталазы. Возможно, что физиологическая функ
ция связанной с  мембраной формы каталазы заключается в защите от 
эндогенной перекиси водорода.

В самом эритроците всегда присутствует перекись водорода в кон
центрации около 10“7М. Каталаза совместно с глутатионпероксидазой 
конкурирует за субстрат, а также принимает участие в метаболизме 
формиата. Предполагается, что такими свойствами обладает форма 
каталазы, которая не связана ни с мембраной, ни с гемоглобином и 
идентифицирована как фракция Ki. Каталаза, связанная с гемоглоби
ном, возможно, принимает участие в процессах оксигенации и необхо
дима для разложения Н2Ог, образующейся при переходе оксигемогло- 
бина в метгемоглобин [125]. Данные, полученные при изучении гетеро
генности каталазы, поставили под сомнение вероятность существова
ния настоящих изоформ (изменение условий элюирования, замена ки
слорода на азот приводят к объединению фракций) и позволяют рас
сматривать их как лабильные формы, отличающиеся конформацией 
молекул и изменением состояния сульфгидрильных групп в структуре. 
Вполне возможно, что генетическое происхождение всех форм едино, 
но участки локализации фермента в зрелых клетках и его связи в ком
плексе с гемоглобином, метгемоглобином и другими ферментными 
системами эритроцитов ведут к дифференциации свойств с  соответст
вующей перестройкой в структуре молекул фермента.

В  лизатах эритроцитов обнаружены три формы каталазы, обозна
чаемые I, II, III. Основная масса фермента представлена формами I и II, 
которые, по-видимому, могут переходить одна в другую при соответст
вующих условиях только частично. Форма III локализована в строме и 
сосредоточена в основном у поверхности клеток. Роль этой формы ско
рее всего связана с частичной метгемоглобинизацией молекул гемогло
бина, преобретаюшего при этом повышенное сродство к молекулярно
му кислороду [125]. Авторами была предложена схема участия катала
зы в процессах транспорта кислорода эритроцитами (рис.1.6)[125].

Перекись водорода также утилизируется в глутатионпероксидазной 
системе цитозоля эритроцитов [14]. Глутатионпероксидаза катали
зирует восстановление перекиси водорода за счет окисления глутатио- 
на, а также неспецифически превращает различные гидроперекиси, в 
том числе липидные, в оксипроизводные, фермент содержит в актив
ном центре атом селена [63].
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Рис. 1.6. Схема вклю чения т рех форм каталазы  
в процессы оксигенации гемоглобина [124]

В мембранах и цитозоле эритроцитов также содержится фермент, 
неспецифически восстанавливающий одноэлектронные окислители, 
подобные феррицианиду [256]. Установлено, что значительная часть 
мембранного фермента находится в латентной форме и переход его в 
активную зависит от скорости производства гидроперекисей [67,256].

Участие метформы гемоглобина в процессе активации ПОЛ не вы
зывает сомнения, поэтому целесообразно рассматривать метгемогло- 
бинредуктазную систему как компонент антиокислительной системы 
эритроцитов. Восстановление метгемоглобина в физиологических ус
ловиях, при которых ежедневно окисляется около 3% гемоглобина, 
практически полностью осуществляется НАДН-зависимой метгемогло- 
бинредуктазой. В данном случае в качестве источника НАДН исполь
зуется гликолитический процесс [13, 14]. Схема ферментной системы 
восстановления гемоглобина в эритроцитах представлена на рис. 1.7.
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Активность и стабильность каждого из ферментов антиокислительной 
системы взаимозависимы: известно, что супероксидный анион подавляет 
активность каталазы и глутатионлероксидазы, а пероксид водорода фраг
ментирует супероксиддисмутазу и инактивирует глутатионредукгазу.

К неферментативным компонентам АОЗ эритроцитов можно отнести 
глутатион, а-токоферол, аскорбиновую кислоту [13, 14, 162]. Глутатион -  
главный компонент резервной восстановительной системы, обеспечиваю
щий структурно-функциональную целостность эритроцита. Данный трипеп- 
тид, содержащий свободную SH-rpynny, участвует также в переносе ациль
ных групп. Сохранение глутатиона в восстановленном состоянии необходи



мо для предохранения ряда ферментов от инактивации, ограждения мембра
ны клетки от действия перекисей и гемоглобина от окислительного денату
рирования [226]. Окисленный глутатион восстанавливается в глутатионпе- 
роксидазной системе, а также с помощью НАДН и НАДФН-зависимых глу- 
татионредуктаз [14,161,226].

а-Токоферол благодаря специфическому взаимодействию между 
собственной боковой фитильной группой и жирнокислотными цепями 
фосфолипидов мембран способен приводить к более плотной упаковке 
липидов и уменьшению проницаемости мембран для активных форм 
кислорода (АФК). Кроме того, а-токоферол защищает биомембраны от 
повреждающего действия свободных жирных кислот за счет комплек
сования с ними и уменьшает скорость ПОЛ путем нейтрализации АФК 
и пероксидных радикалов липидов [51].

Все компоненты АОЗ эритроцитов взаимосвязаны и возможно подвер
гаются тонкой регуляции. Активность и стабильность некоторых фермен
тов взаимозависимы: известно, что супероксидный анион подавляет ак
тивность каталазы и глутатионпероксидазы, а пероксид водорода фраг
ментирует СОД и инактивирует глутатионредуктазу. Образующийся в 
ходе свободно радикальных процессов пероксидный радикал НО* с высо
кой эффективностью разрушает практически все белки, поэтому необхо
дима согласованная работа всех ферментов АОЗ. Механизмы инакти
вации -  активации таких ферментов, как СОД и КТ, еще до  конца неиз
вестны. Является ли вся эритроцитарная СОД активной в нативном эрит
роците и постепенно инактивируется в ходе катализа или для нее возмож
но наличие перехода из латентной формы в активную через ограниченный 
протеолиз за счет специфической протеазы и протеинкиназы, как это про
исходит в гепатоцитах? [125]. Каковы причины и механизмы переходов 
гетерогенных форм каталазы? Эти вопросы пока остаются открытыми. 
Точно не установлены еще и механизмы активации и роль НАДН- 
зависимого мембранного фермента, восстанавливающего гидроперекиси 
липидов. Предполагают, что исчерпание запасов этого фермента может 
играть роль в процессе старения и апоптозной гибели эритроцитов [260].

In vivo большое значение для АОЗ эритроцитов и их нормального 
функционирования имеют многие плазменные факторы, например це
рулоплазмин. Он ингибирует образование супероксидрадикалов значи
тельно сильнее, чем внутриклеточные защитные ферменты СОД и КТ, 
взятые в той же концентрации [183]. Переход от пероксиданиона к пе
рекиси водорода блокируется серусодержащими аминокислотами ме
тионином, цистеином [148]. Хорошими ловушками радикалов являются 
алифатические спирты, перекисных радикалов -  стероидные гормоны, 
убихинон, аскорбиновая кислота [148, 272, 281].



Глава 2 
Метаболические процессы 

эритроцитов человека

Эритроцитарная клетка при всей своей физиологической значимо
сти представляет несколько упрощенную по биохимической организа
ции клетку. Зрелые клетки не способны метаболизировать пируват в 
цикле Кребса, синтезировать белки, нуклеиновые кислоты и липиды de 
novo, однако в этих клетках идет активный метаболизм [14, 15, 70]. В 
эритроцитах человека содержится более 140 ферментов. Функциониро
вание эритроцитов обеспечивается метаболической активностью фер
ментов гликолиза, первых реакций пентозофосфатного пути, системы 
глутатиона и  мембранного транспорта [171, 225, 257].

В  процессе гликолиза происходит образование АТФ, 2,3-ДФГ и 
НАДН, который участвует в восстановлении метНЬ. В пентозофос- 
фатном окислении глюкозы глюкозо-6 -фосфатдегидрогеназа восста
навливает НАДФ  в НАДФН, который расходуется на поддержание в 
восстановленной форме SH-групп белков и глутатиона, что в свою оче
редь обеспечивает функциональную полноценность систем транспорта 
ионов и механическую целостность эритроцитов [225,257].

Глюкоза является основным источником энергии в клетке, 1 мл 
эритроцитов утилизирует 2 мкмоль глюкозы в час [225]. Энергия, не
обходимая для многих биохимических процессов, образуется в ходе  
гликолиза по пути Эмбдена—Мейергофа. В процессе этого окисления 
расходуется 90% потребляемой эритроцитом глюкозы. Десятая часть ее 
окисляется в 6 -фосфоглюконат, что обеспечивает эритроцит необходи
мым количеством НАДФН, используемым в других реакциях. Энергия 
молекул глюкозы используется для поддержания формы эритроцита, 
активного транспорта катионов через мембрану, предотвращения окис
ления НЬ в метНЬ и синтеза глутатиона. Основное количество энергии, 
получаемой при утилизации глюкозы, запасается в молекулах АТФ [13, 
14, 15 ,22 5 ,2 5 7 ].

Глюкоза проникает в клетку при помощи системы энергозависимого 
транспорта [10, 117, 146]. Установлено, что в этом принимает участие



белок полосы 3, но определяющая роль в транспортной системе при
надлежит полипептиду минорной полосы 4 .5 .

Скорость проникновения глюкозы зависит от активности ее исполь
зования в обменных процессах [219]. Лимитирующим фактором в 
потреблении глюкозы может быть и проницаемость мембраны, и ско
рость гликолиза, определяемая интенсивностью гексокиназной реак
ции (0 ,2  мМ/л в мин) [266]. Переносчик глюкозы в эритроците не явля
ется строго специфичным. Кроме глюкозы, он способен транспортиро
вать D -маннозу, D -галактозу, D -ксилозу, D -рибозу. Связывание сахара 
переносчиком происходит при помощи трех экваториальных ОН-групп. 
Предполагается наличие специфического липидного окружения бел- 
ков-переносчиков в мембране эритроцита. Связывание сахара и пере
носчика сопровождается изменением конформации этой транспортной 
системы в мембране [199]. На транспорт глюкозы и сопряженные с  ним 
ее ферментативные превращения оказывает влияние концентрация ио
нов Na’ в среде. Увеличение внеклеточной концентрации Na* усилива
ет транспорт глюкозы в клетки [2 2 1 ], так как транспортный белок пе
реносит ее в симпорте с ионами натрия. Кинетика переноса глюкозы 
через мембраны эритроцитов человека подчиняется зависимости Миха- 
элиса-Ментен.

Путь Эмбдена-Мейергофа осуществляют 13 ферментов вместо 11 за 
счет присутствия шунта Люберинга-Рапопорта (2,3-ДФГ-цикл, вклю
чающий два фермента -  2,3-ДФГ-мутазу и 2,3-ДФГ-фосфатазу). Пре
вращение глюкозы в глюкозо-6 -фосфат катализирует гексокиназа (ГК). 
Она имеет наименьшую активность среди ферментов гликолиза, а зна
чит, определяет его скорость. Ингибируется гексокиназа 2,3-ДФГ и 
избытком АТФ. Фосфофруктокиназа (ФФК), катализирующая превра
щения фруктозо-6 -фосфата во фруктозо-1,6-фосфат, ингибируется 2,3- 
ДФГ, АТФ и стимулируется АМФ, АДФ, фруктозо-1,6-дифосфатом, 
глюкозо-6 -фосфатом и остатками фосфорной кислоты. Превращение 
глюкозо-6 -фосфата во фруктозо-6 -фосфат снимает ингибирование ГК и 
активирует ФФК. Пируваткиназа (ПК) также ингибируется 2,3-ДФГ и 
АТФ [221].

Предполагается существование таких форм надмолекулярной орга
низации гликолиза, как «гомогенный суп» (когда все ферменты глико
лиза находятся на расстоянии 60 нм друг от друга), адсорбция фермен
тов на мембране (когда ферменты гликолиза, взаимодействуя с белками 
мембраны, адсорбируются на ее внутренней поверхности), метаболой 
(когда все или часть ферментов гликолиза образуют скопление, адсор



бированное на мембранных белках или свободно плавающее в объеме 
эритроцита) [199, 225]. Ансамбль гликолитических ферментов обеспе
чивает полную трансформацию глюкозо-6 -фосфата. Роль якорной 
площадки, обеспечивающей фиксацию гликолитического метаболона 
на мембране эритроцита, играют тримеры белка полосы 3 [129]. Сборка 
метаболона и диссоциация ферментов из ансамбля контролируются 
соотношением метаболитов и зависят также от конформации белка по
лосы 3.

Отличительной особенностью метаболизма эритроцитов является 
наличие 2,3-дифосфоглицератного шунта (Люберинга-Рапопорта).
2.3-ДФ Г, являясь основным лигандом, уменьшающим сродство гемо
глобина к кислороду, связывает кислородтранспортную функцию эрит
роцитов с энергетическим метаболизмом клетки. Дифосфоглицератный 
шунт не имеет энергетической ценности, поскольку образование 2 ,3 - 
ДФ Г идет в обход  фосфоглицераткиназного этапа. При образовании 
одного моля 2,3-ДФ Г из одного моля глюкозы синтез АТФ снижается с 
двух д о  одного моля. Количество 2,3-ДФ Г зависит от конкуренции 2,3- 
ДФГ-фосфатазы и 2,3-ДФГ-мутазы, которая ингибируется избытком
2.3-ДФ Г. 2,3-ДФГ-фосфатаза гидролизует 2,3-ДФГ с образованием 3- 
фосфоглицерата и фосфата, а 2,3-ДФГ-мутаза катализирует превраще
ние 1,3-ДФГ в 2,3-ДФ Г. Продукция 2,3-ДФГ зависит от pH среды. 
Сдвиг в щелочную сторону активирует продукцию 2,3-ДФГ, поскольку 
усиливает процесс гликолиза. Ацидоз действует противоположным об
разом. Накопление в эритроцитах свободного 2,3-ДФГ и снижение внут
риклеточного pH вызывает угнетение гликолиза. Следовательно, когда НЬ 
в оксигенированном состоянии, гликолиз и образование 2,3-ДФГ в клетке 
замедляется. 2,3-ДФГ является резервом фосфатов в клетке, способству
ет поддержанию pH, уровня N a+, предотвращает окисление НЬ в метНЬ, 
увеличивая содержание Н АДН в эритроцитах [153 ,225 , 258].

Поддержание оптимальной концентрации АТФ -  главная задача ре
гуляции энергетического обмена эритроцитов. В клетке скорость про
изводства АТФ всегда меньше удвоенной скорости потребления глюко
зы из-за существования дифосфоглицератного шунта и гексозомоно- 
фосфатного шунта (ГМФШ) [13]. Поддержание уровня АТФ в эритро
цитах обеспечивается двумя метаболическими системами. Одна из них 
-  гликолиз, в ходе которого из АДФ  и ортофосфата синтезируется 
АТФ. Вторая система — метаболизм пуринов, определяющий концен
трацию адениловых нуклеотидов в клетке. Аденозин может включить
ся в прямой путь синтеза адениловых нуклеотидов. В этом случае аде-



нозин фосфорилируется в АМФ при участии аденозинкиназы. Под дей
ствием аденилаткиназы АМФ превращается в АДФ.

АМФ +  АТФ -► 2 АДФ  
аденилаткиназа

Энергия АТФ расходуется на работу ионных насосов, поддержание 
концентрации Са2+ в клетке и на многие другие энергозависимые про
цессы [14, 15,71].

Гексозомонофосфатный шунт расходится с гликолизом на уровне 
глюкозо-6 -фосфата и после дегидрогенирования и декарбоксили- 
рования продуцирует пентозофосфаты, которые затем превращаются в 
фруктозо-6 -фосфат и 3-фосфоглицеральдегид (ФГА). Окисление глю- 
козо-6 -фосфата приводит к восстановлению НАДФ. В норме доля глю
козы, утилизируемой по гексозомонофосфатному шунту, не превы
шает 10%. Однако она увеличивается с понижением pH, и при рН<7,0 
по ГМФШ утилизируется 50% глюкозы [13]. Причем установлено, что 
это средний процент для популяции эритроцитов с нормальным соот
ношением молодых и старых форм клеток, то есть для молодых эрит
роцитов характерно преимущественное (75%) окисление глюкозы по 
пентозофосфатному пути. Оба пути тесно связаны между собой через 
ряд общих ферментных стадий. Гексокиназа является первым фермен
том обеих систем и лимитирует скорость суммарного потока.

В  пределах физиологических значений концентраций АТФ и НАДФН 
путь Эмбдена-Мейергофа и ГМФШ функционируют независимо. Однако 
когда концентрация НАДФН снижается до  80% от физиологического зна
чения, система стабилизации концентрации АТФ перестает функциониро
вать. Поток через пентозофосфатный путь определяется скоростью глюко- 
зо-6-фосфатдегидрогеназной реакции [13,225].

2.1. Функциональная  
активность эритроцитов

Важнейшей всеобъемлющей функцией крови является осуществле
ние и обеспечение гомеостаза. Главная роль в поддержании гомеостаза 
принадлежит эритроцитам, основные функции которых — кислород- 
транспортная и адаптивно-компенсаторная. Эритроцитарные клетки не 
только транспортируют кислород и углекислый газ, но и регулируют 
кислотно-щелочное равновесие [149], транспортируют и инактивируют 
многие гормоны и медиаторы [127, 181], принимают участие в ликви



дации избытка глюкозы и холестерина [61], адсорбции и инактивации 
ядов и ксенобиотиков [52]. Наконец, в настоящее время имеются дан
ные о том, что протеолитическая деградация гемоглобина в эритроци
тах приводит к образованию биологически активных пептидов [99].

Транспорт кислорода и углекислого газа. Появление белков, а 
затем и клеток, транспортирующих кислород, обусловлено необходи
мостью снабжения тканей конечным акцептором электронов в процес
сах биологического окисления. Биологические системы эволюциониро
вали по пути создания эффективного транспортного белка и высокоре
гулируемого процесса присоединения и отдачи кислорода.

Физиологическое значение эритроцитов прежде всего заключается в 
адекватном потребностям организма транспорте кислорода и поддер
жании на достаточно высоком уровне р0 2 в капиллярах микроциркуля- 
торного русла. Эритроциты также транспортируют около 15% углекис
лого газа, связанного непосредственно с гемоглобином по свободным  
аминогруппам с образованием карбаминных групп. Остальные 85% 
транспортируются плазмой в виде бикарбонатов натрия. Для оценки 
транспорта кислорода кровью обычно используют показатель, опреде
ляемый как произведение содержания кислорода в артериальной крови 
на скорость кровотока.

На начальном этапе транспорта кислорода в легких гемоглобин 
почти полностью оксигенируется и стабилизируется в R-конформации:

НЬ +  4 0 2 <-> НЬ ( 0 2)4 +  (Н+)п

Высокое парциальное давление кислорода приводит к сдвигу рав
новесия в реакции в сторону образования оксигемоглобина, а увеличе
ние количества протонов ведет к образованию угольной кислоты и раз
ложению ее под действием карбоангидразы на углекислый газ и воду. 
Уменьшение содержания НСОз' в плазме усиливает его вход через 
анионный канал в эритроцит и выход С Г (обратный хлоридный сдвиг) 
в плазму. Карбонатный анион связывает свободные протоны, образо
вавшиеся в результате оксигенации гемоглобина, а расщепление уголь
ной кислоты карбоангидразой и одновременное выведение углекислого 
газа через альвеолы сопровождается изменением pH внутри клеток 
(щелочной эффект Бора), увеличивает сродство гемоглобина к кисло
роду и способствует быстрой оксигенации. На перемещение молеку
лярного кислорода внутри эритроцита могут влиять диффузия раство
ренного в цитоплазме кислорода и оксигемоглобина, а также их кон
векция в движущейся крови, причем относительное значение внутри



клеточной конвекции кислорода и оксигемоглобина, по данным, полу
ченным in vitro, оказывается выше, чем диффузионного транспорта 
[153, 280]. Диффузионная дистанция кислорода внутри эритроцита за
висит от его формы и размеров [77, 85].

В  тканях образующийся в процессах биологического окисления уг
лекислый газ диффундирует в плазму крови и путем диффузии посту
пает по градиенту концентрации в эритроциты, где углекислый газ со
единяется с водой под действием карбоангидразы. Диссоциация уголь
ной кислоты приводит к образованию протонов и бикарбонатных 
анионов. Избыток протонов сдвигает равновесие в реакции оксигена- 
ции гемоглобина в сторону дезоксигенации.

Процесс дезоксигенации значительно ускоряется под действием 2,3- 
дифосфоглицерата (2,3-ДФГ). По данным авторов [152, 85], лишенные
2,3-ДФ Г эритроциты отдавали кислород значительно медленнее, чем 
при его наличии в обычной, характерной для зрелых эритроцитов кон
центрации.

Физиологическое значение 2,3-ДФ Г заключается в уменьшении 
сродства гемоглобина к кислороду, ускорении перехода субъединиц из 
R-конформации в Т-конформацию и стабилизации молекулы в этом 
конформационном варианте. Кроме 2,3-ДФ Г, сродство гемоглобина к 
кислороду постоянно изменяется под действием различных компонен
тов внутриэритроцитарной среды. По выраженности влияния на срод
ство гемоглобина к кислороду лиганды распределяются следующим 
образом: 2,3-ДФГ>АТФ>АДФ>анионы фосфорной кислоты>другие 
анионы. К числу главных и постоянно действующих физиологических 
лигандов относят только 0 2, Н+, С 0 2 и 2,3-ДФГ.

2,3-Дифосфоглицерат, являясь основным лигандом, уменьшающим 
сродство гемоглобина к кислороду и регулирующим процесс оксигена- 
ции -  дезоксигенации, связывает кислородтранспортную функцию 
эритроцитов с энергетическим катаболизмом клетки. Регуляция осуще
ствляется сложным взаимодействием различных лигандов, основным 
является, вероятно, соотношение протонов и анионов (преимуществен
но фосфатов). Предполагается, что повышение уровня протонов ведет к 
снятию ингибирования с  2,3-дифосфоглицератмутазы и обеспечивает ус
корение превращения 1,3-ДФГ в 2,3-ДФГ, что усиливает диссоциацию 
оксигемоглобина в дезоксиформу [153].

В то же время повышение содержания протонов увеличивает вос
становительный потенциал клетки и тормозит процессы окисления по 
принципу обратной связи. По последним данным, не исключается ре



г у л я ц и я  за счет непосредственного активирующего влияния оксигемог
лобина на фермент гликолиза -  глицеральдегидфосфатдегидрогеназу

3-phosphoglycerate

Рис. 2.1. Схема регуляции производст ва 2 ,3-дифосфогяицерата  
через акт ивацию  глицеральдегидфосфат дегидрогеназы  непосред

ст венно оксигем оглобином [257].
G A P D H —глицералъдегидфосфатдегидрогеназа;

P G K — ф осф оглицерат киназа; D P G M -  дифосфоглицератмутаза

Кроме главной функции -  изменение сродства гемоглобина -  2,3-ДФГ 
является важнейшим анионом, уравновешивающим внутриклеточный 
Na+, выступает в качестве буферного агента, поддерживающего стабиль
ный pH и обмен внутриклеточной среды [86 ].

У частие эритроцитов в процессах сохранения гомеостаза. В на
чале прошлого века Пауль Эрлих впервые высказал мысль о более ши
рокой физиологической роли эритроцитов, чем только участие в транс
порте газов [118, 121]. В  настоящее время это подтверждено данными 
многих исследователей. Установлено, что эритроциты участвуют в 
транспорте гормонов, адсорбции ядов, патогенных комплексов, кото
рые затем разрушаются клетками ретикулоэндотелиальной системы

[258] (рис.2.1).

Glyceraldehyde-3-phosphate HbOs НЬ +  4 0 2

GAPDH \DPGM
1,3-diphospho-glicerate 2 ,3 -diphosphogly cerate

1
PGK

[52, 127].



Сохраняемый в клетке сложный рецепторный аппарат позволяет 
эритроцитам связывать избыток гормонов, выделяемых в кровь. Важ
нейшей адаптивной функцией эритроцитов является связывание избыт
ка адреналина Р-рецепцией данных клеток.

В эритроцитах постоянно содержится 1-2% метНЬ, связывающего 
CN , OCN , SCN', N 3', что способствует утилизации этих агрессивных в 
химическом отношении анионов.

В настоящее время известно, что мембранные белки эритроцитов, а 
также гемоглобин легко подвергаются реакции гликирования, связывая 
избыточное количество глюкозы из плазмы крови.

Интересен тот факт, что эритроциты, будучи инсулиннезависимыми 
клетками, способны к переносу и депонированию инсулина. Образова
ние комплекса инсулина с эритроцитами создает оптимальные условия 
для циркуляции и транскапиллярного переноса гормона за счет тесного 
контакта эритроцитов с эндотелием капилляров. Связывая избыток ин
сулина и отдавая его при повышении потребности в нем, эритроциты 
стабилизируют активную концентрацию гормона и сглаживают ее рез
кое изменение при физиологических сдвигах в его секреции и метабо
лизме. В подавляющем большинстве случаев выход инсулина из эрит
роцитов наблюдается при гипергликемии и лактатемии [145].

Эндокринная активность эритроцитов. Различные экстремальные 
состояния сопровождаются неспецифическим накоплением в крови 
гетерогенной группы соединений пептидной природы, молекулярная 
масса которых колеблется от 300 д о  5000 Да. Это «средние молекулы», 
являющиеся продуктами распада белков [50, 8 6 , 99, 103, 107,108]. Они 
действуют как вторичные эндотоксины, вызывая угнетение многих 
функциональных процессов [50, 8 6 , 234]. «Средние молекулы» обла
дают адаптогенными эффектами, направленность которых определяет
ся их молекулярно-массовым распределением. Относительно высоко
полимерные «средние молекулы» оказывают иммуностимулирующее и 
стресс-протекторное действие. Кроме того, они повышают устойчи
вость к физическим нагрузкам [47, 108]. Основной источник образова
ния молекул средней массы — усиление протеолиза, который является 
особой формой биологического контроля и быстрым ответом клеток на 
изменяющиеся условия [99, 132, 134]. В настоящее время выделено 
более 1000 различных биологически активных пептидных молекул. Как 
оказалось, эндогенные пептидные биорегуляторы имеют специфиче
ский неактивный белок-предшественник, из которого выщепляются 
биологически активные пептиды в результате процессинга, катализи



руемого трипсиноподобными ферментами. Секретируемые пептиды 
взаимодействуют со специфическими рецепторами клеточных мем
бран, оказывая многочисленные физиологические эффекты [78, 99, 108, 
109,229].

Выделено более 200 эндогенных пептидов, являющихся N - и С-кон- 
цевыми фрагментами а- и p-цепей гемоглобина. Установлена амино
кислотная последовательность и структура 33 пептидных фрагментов 
внутриэритроцитарной деградации гемоглобина. Авторами предложена 
модель постадийного расщепления цепей а- и р-глобинов. Первичные 
стадии внутриэритроцитарной протеолитической деградации НЬ связа
ны с конформационной перестройкой, сопровождающей отщепление 
гема. В  отсутствие гема цепи НЬ претерпевают пространственную пе
рестройку и становятся доступными для действия протеолитических 
ферментов. Участки расщепления цепей глобинов -  Ala7'-...-L eu83-  для 
о-цепи и -M et35- . . .-Leu88- для P-цепи. Первичное расщепление характе
ризуется равной вероятностью разрыва цепи по нескольким аминокис
лотным остаткам. Обнаруживается в эритроцитах и карбоксииептидаз- 
ная активность, приводящая к появлению серии укороченных с  С-конца 
на 1 остаток пептидов. Об этом свидетельствует существование фрагмен
тов а-(1-33), а-(1-32), а-(1-30), а-(1-29). Участок расщепления в Р-цепи -  
Met35-...-L eu88-. Содержание в эритроцитах фрагментов Р-глобина в 5 раз 
меньше, чем пептидов из a-цепи НЬ [5 0 ,9 6 ,2 3 0 ].

Таким образом, на данный момент является очевидной потенци
альная способность эритроцитов выполнять функции железы внутрен
ней секреции, продуцирующей регуляторные пептиды широкого спек
тра действия [99]. Однако на механизм образования коротких пептид
ных молекул существует несколько точек зрения. По одной из них, 
пептиды образуются внутри эритроцитов, а затем выводятся из клеток. 
В этом случае скорость экскреции должна быть сравнима со скоростью  
их образования. П о другой, из эритроцитов экскретируются длинные 
фрагменты, из которых затем в плазме образуются короткие пептиды. 
Существует также точка зрения, по которой образование коротких пеп
тидов из длинных предшественников связано с действием на них мем
браноассоциированного ферментативного комплекса при их прохожде
нии через мембрану [50, 99, 229, 257]. Однако механизмы активации 
данного комплекса ферментов могут оказаться различными. Возможно, 
часть ферментов может активироваться в условиях ускорения ПОЛ и 
деградации фосфолипидного бислоя. Также активация протеаз может



происходить в условиях действия различных сигнальных молекул, что 
и стало предметом проводимых нами исследований [108, 109].

Многие внутриэритроцитарные пептидные молекулы являются ана
логами природных биорегуляторов. Причем даже значительные моди
фикации структуры молекул олигоиептидов могут не влиять на спо
собность связываться с  соответствующими рецепторами. Обычно не
большие изменения структуры пептидов негативно сказываются на их 
биологической активности, однако перемены Phe-Tyr, Glu-Asp, Arg-Lys 
практически не отражаются на способности связывания пептидов с ре
цепторами. Это означает, что активностью природных биорегуляторов 
могут обладать молекулы средней массы, обнаруживающие лишь час
тичное сходство с ними или их активными фрагментами [50].

«Средние молекулы» ингибируют многие метаболические процессы 
(дыхание митохондрий, синтез ДНК в гепатоцитах, лимфоцитах, синтез 
и утилизацию глюкозы, синтез НЬ, активность лактатдегидрогеназы 
и т.д.), нарушают процессы транспорта аминокислот, выведения креа- 
тинина, функции форменных элементов крови, угнетают процессы Е- 
розеткообразования лимфоцитов, ингибируют миграцию лейкоцитов и 
агрегацию тромбоцитов, эритропоэз. Молекулы средней массы ингиби
руют фагоцитарную активность лейкоцитов, пролиферацию фибробла- 
стов, разобщают окисление и фосфорилирование, ингибируют актив
ность гексокиназы, пируваткиназы, аденилатциклазы, транскетолазы, 
нарушают регуляцию дыхания адениловыми нуклеотидами [50, 65]. 
Кроме того, многие пептиды обладают опиоидным действием [170]. 
Они проявляют неспецифический мембранотропный эффект, связыва
ясь с  липофильными структурами мембраны. Поверхностно-активные 
пептиды снижают электрическое сопротивление мембран. «Средние 
молекулы» уменьшают осмотическую устойчивость эритроцитов, на
рушая К+, Ыа+-баланс, угнетая активность К \  Na^-АТФ-азы [43, 50]. 
Под влиянием некоторых пептидных молекул ингибируется глюкозо-6- 
фосфатдегидрогеназа, поддерживающая необходимый уровень 
НАДФН в клетке [47, 50].



2.2. С игнальная система эритроцита человека.
Производство пептидов внутри клетки
в условиях действия сигнальны х молекул

Сигнальная система эритроцитов представлена сложным рецептор
ным аппаратом, который включает в себя значительное количество ад- 
ренорецепторов, рецепторов к инсулину, различным классам иммуно
глобулинов. Эритроциты человека имеют рецепторы для связывания 
липопротеинов низкой плотности (ЛНП), но их сродство и специфич
ность относительно низки ( К -1 ,1 x 1 0" 6 М). Одна клетка содержит при
мерно 200 таких рецепторов. В отличие от специфических рецепторов 
лимфоцитов и фибробластов, эритроцитарные рецепторы не требуют 
для своей работы ионов Са'+ Этот факт позволяет предположить, что 
взаимодействие ЛНП с эритроцитарной мембраной носит характер не
ионной адсорбции [140].

Ведущую роль в сигнальной системе эритроцитов выполняют ад- 
ренорецепторы, которые сопряжены с ГТФ-зависимыми белками. Эти 
рецепторы обычно распределены на мембране случайным образом. 
После действия лиганда происходит инвагинация клеточной мембраны 
(рецептор-индуцируемый эндоцитоз) в месте окаймленной ямки (поры), 
с отшнуровыванием «одетой» в кластриновую оболочку везикулы. Эта 
везикула, теряя кластриновую оболочку, трансформируется в рецепто- 
сому. Оболочка из белка кластрина возвращается к окаймленным ямкам 
на поверхности клетки [48, 171, 263].

Катехоламины действуют через два главных класса рецепторов: 
а-адренергические и Р-адренергические. Каждый из них подразделяется 
на два подкласса. Эта классификация основана на относительном поряд
ке связывания с различными агонистами и антагонистами. а-Адрено- 
рецепторы имеют уровень чувствительности к адреналину >  норадре- 
налину >  изопротеренолу, а p-адренорецепторы чувствительны к изо- 
протеренолу >  адреналину >  норадреналину. Адреналин связывается 
как с а-, так и с Р-рецепторами, и поэтому его действие на ткань, со
держащую рецепторы обоих классов, зависит от относительного срод
ства их к гормону [263]. Норадреналин связывается главным образом с 
а-рецепторами [155].

Рецепторы этих подклассов сопряжены с аденилатциклазной систе
мой. Гормоны, связывающиеся с p-рецепторами, активируют аденилат- 
циклазу, а гормоны, ассоциированные с а-рецепторами, ингибируют ее. 
У эукариотических организмов связь между рецептором и аденилатцик-



лазой осуществляется через ГТФ-зависимые белки (G-белки) [155, 217, 
226]. Когда G-белок активируется комплексом гормон-рецептор, он од
новременно связывает молекулу ГТФ, после чего и приобретает возмож
ность либо ингибировать (Gj), либо активировать (Gs) аденилатциклазу. 
При этом эффект сохраняется, пока цела молекула ГТФ, и исчезает при 
гидролизе ее в ГДФ. Функция Gs-белка зависит от его субъединичной 
структуры. В  его состав входят три полипептида: a-цепь (Gs,,), которая 
связывает ГТФ и активирует аденилатциклазу, и прочный комплекс 
p-цепи и у-цепи, заякоривающий Gs на внутренней стороне цитоплазма
тической мембраны. В своей неактивной форме Gs существует как три- 
мер, с a -цепью которого связана ГДФ. При активации рецептора ГДФ 
меняется на ГТФ, в результате чего субъединицы разделяются. Gsa свя
зывается с аденилатциклазой, активирует ее, и начинается синтез цАМФ 
[155, 263, 274]. Последняя фосфорилирует цитоплазматические белки, 
одним из которых является цАМФ-зависимая протеинкиназа А  (РКА), 
каскадно фосфорилирующая по остаткам Ser и Thr молекулы других 
белков, выполняющих разнообразные функции. Менее чем за минуту Gsa 
гидролизует ГТФ до ГДФ, что приводит к отделению Gsa от аденилат- 
циклазы и восстановлению неактивной формы Gs-белка [155,217].

Одна и та же молекула может как повышать, так и понижать концен
трацию цАМФ в зависимости от типа рецептора, с  которым она связыва
ется. Например, (3-адренергические рецепторы повышают ее, а а2- 
адренергические -  понижают. Это связано с тем, что последняя группа 
рецепторов действует не через активирующий, а через ингибирующий 
белок Gi, имеющий другую a-цепь (Gio.) [154, 155,226,246].

Адренорецепторы эритроцитов по строению и структуре не отли
чаются от адренорецепторов других клеток [34, 154, 246]. Адреноре
цепторы -  конформационно лабильные структуры. Их способность 
специфически связывать лиганды и трансформировать полученный 
сигнал зависит от присутствия или отсутствия одно- и двухвалентных 
ионов, циклических нуклеотидов и других низкомолекулярных соеди
нений. Кроме того, адренорецепторы являются также динамическими 
структурами. Число адренорецепторов одного класса, соотношение 
между классами и подклассами, сопряжение адренорецепторов с опре
деляющими их функциональную активность ферментами и другими 
регуляторными структурами в клетках могут меняться в процессе диф- 
ференцировки ткани, а также при изменении гормонального фона и 
воздействии различных физиологических и патологических факторов 
[42, 198].



Установлено, что связывание катехоламинов с (3-адрено- 
рецепторами осуществляется благодаря ионному взаимодействию азота 
с A sp113 в третьем трансмембранном домене, а также ароматических 
гидроксильных групп с Ser204 и Ser207 в пятом трансмембранном доме
не. Связывание агониста с рецептором вызывает изменение его кон
формации, что активирует сопряженный с рецептором G-белок [246]. 
Под действием катехоламинов меняется деформируемость эритроци
тов, возрастает их агрегация и осмотическая резистентность, однако 
активируется гликолиз[118, 160 ,214 , 262, 278].

Известен феномен «потери специфической чувствительности», за
ключающийся в исчезновении способности ткани реагировать на ка
кой-нибудь препарат или гормон после длительной экспозиции ткани в 
повышенной концентрации этого соединения [42, 188]. Значительное 
снижение чувствительности аденилатциклазной системы у животных, 
получавших катехоламины, сопровождается соответствующим умень
шением концентрации мест связывания рецептора [48, 188, 217]. По 
другим данным, ухудшение чувствительности может быть вызвано 
уменьшением сродства рецептора к гормону либо изменением вязкости 
мембраны в местах окаймленных ямок [32 ,48].

В первом случае понижающая регуляция (десенситизация) осущест
вляется путем связывания рецепторов в клетке, то есть отделения их от 
других компонентов системы клеточного ответа, в частности от регуля
торной и каталитической субъединиц аденилатциклазы. Второй меха
низм десенситизации рецептора — ковалентная модификация рецепторов 
путем фосфорилирования. Это цАМФ-зависимый процесс, который не 
сопряжен с изменением числа рецепторов или их перемещением [23, 32, 
155, 217]. Значительное уменьшение чувствительности адренорецепто- 
ров наблюдается при старении эритроцитов. Это связано как с энергети
ческими ресурсами клетки, так и с особенностями модификаций в мем
бране эритроцита, ухудшающими работу рецептора [34 ,48 , 144].

Рецепторы совершают медленные продольные движения. При этом 
во много раз возрастает частота столкновений гормон-рецепторных 
комплексов и возможность их олигомеризации, в результате которой 
уже через несколько минут после экспозиции клетки с гормоном в 
мембране образуются микрокластеры, включающие 2 -1 0  гормон- 
рецепторных комплексов. Затем могут образовываться макрокластеры, 
состоящие из 11-100 мономерных единиц. Такая макрокластеризация 
начинает формировать в мембране впячивания, которые по мере созре
вания выстилаются белком кластрином. Эта структура в дальнейшем



способна отрываться от мембраны и интернализоваться внутрь клетки 
в виде эндосомы [155]. Таким образом, длительное связывание 
Р-адренорецепторами агонистов имеет регуляторное значение: в ре
зультате уменьшается количество активных рецепторов, а значит, и 
тканевая чувствительность к катехоламинам [42, 188].

Поскольку мы предположили, что активация протеаз может осуще
ствляться специфическими мембранными протеинкиназами, актив
ность которых в свою очередь может зависеть от концентрации цАМФ, 
были проведены исследования скорости образования и изучены спек
тры пептидных соединений в условиях действия лиганда и блокатора 
адренорецепторов эритроцитов человека.

Блокаторы (3-адренорецепторов представляют собой гетерогенную  
группу лекарственных препаратов, отличающихся по активности, про
должительности действия и биоусвояемости. Важной особенностью  
p-блокаторов является то, что их связь с p-рецептором обратима. По
этому блокада рецептора может быть всегда преодолена путем увели
чения дозы агониста. В се p-блокаторы состоят из изопреналинподоб- 
ной боковой цепи с различными ароматическими ядрами [136, 147, 
214]. Некоторые Р-блокаторы оказывают только блокирующее дейст
вие на p-рецептор, другие проявляют одновременно некоторое стиму
лирующее действие, то есть обладают внутренней симпатомиметиче- 
ской активностью [136]. p-Блокаторы вызывают подавление ионных 
токов. В случае Са2+-тока это связано с воздействием на Са2+-каналы 
или на аденилатциклазу, воздействие на Ыа+-ток объясняется их неспе
цифическим связыванием с липидами мембраны. Кроме того, р-блока- 
торы стабилизируют мембраны, оказывая неспецифическое хинонопо- 
добное действие [105, 173].

Результаты исследований показали, что инкубация гетерогенной 
популяции эритроцитов, выделенных из донорской крови, в течение 20 
минут при температуре 37°С не сопровождается увеличением содержа
ния пептидов в условиях активации адреналином и/или блокады обзи- 
даном Р-адренорецепторов. Однако при разделении фракции на моло
дые и старые клетки, а также уменьшении времени воздействия лиган
да и антагониста до  одной минуты добавление адреналина приводит к 
появлению пика увеличения содержания пептидов около 40% от кон
трольной пробы. Обзидан в присутствии лиганда частично блокирует 
этот эффект. Фракция старых клеток обнаруживала лишь тенденцию к 
повышению уровня пептидных соединений под действием адреналина 
[107, 108]. Наиболее четко эффект активации образования пептидов в



эритроцитах выявляется под действием адреналина в концентрациях, 
близких к физиологическим. Полученные данные позволяют сделать 
вывод о том, что активность примембранного комплекса протеаз зави- 
сит .от скорости производства цАМФ, состояния мембраны эритроцита 
и энергоресурсов клеток.

Добавление в фракции молодых и старых эритроцитов экзогенного 
цАМФ не дали достоверного увеличения пептидных соединений в 
клетках, если использовать для обнаружения пептидов метод Лоури. 
Мы предположили, что при действии цАМФ экзогенно происходит 
образование более коротких пептидов, что сопровождается уменьше
нием пептидных связей, и метод Лоури при этом неэффективен. Веро
ятно, поступающий с экстрацеллюлярной стороны цАМФ активирует 
протеазы, расположенные в мембране, и они расщепляют пептиды на 
более короткие при выходе из клетки. Подобный факт укорочения пеп
тидов при выходе из клетки наблюдали также А.А. Карелин и соавт. 
(1998) [99].

Исследование спектров пептидных соединений с помощью хрома
тографии показало их достоверное увеличение во фракции молодых 
эритроцитов при добавлении 200 мкг/мл цАМФ на 87%. Кроме того, 
пик, характерный для всех проб, приходился на первые 
6  мл элюирования, что свидетельствует о присутствии пептидных со
единений сходной длины.

Рис. 2.2. Гель-хром ат ограф ия экст ракт ов ф ракции  
м олоды х эрит роцит ов после воздейст вия экзогенного цАМФ



Хроматограммы пептидных соединений, полученных при добавле
нии цАМФ во фракцию старых эритроцитов, принципиально ничем не 
отличались от проб молодых эритроцитов. Наблюдалось лишь менее 
выраженное увеличение концентрации пептидных соединений (на 37%) 
при добавлении 2 00 мкг/мл цАМФ.

Рис. 2.3. Гель-хроматография экст ракт ов фракции 
ст ары х эритроцитов после воздействия экзогенного цАМФ

Отсутствие существенных различий при воздействии на старые и 
молодые клетки объясняется экзогенным введением вторичного по
средника, а не скоростью образования его внутри клетки. Так как 
предшественником цАМФ в клетках является АТФ, мы исследовали 
генерацию пептидов в эритроцитах при введении экзогенного АТФ.

При добавлении 100 и 200 мкг/мл АТФ во фракции молодых эрит
роцитов наблюдалось достоверное увеличение содержания пептидных 
соединений на 38 и 60% соответственно. Сходные результаты имели 
место и при использовании старых клеток. Таким образом, полученные 
данные доказывают, что скорость образования пептидов зависит преж
д е всего от ресурсов АТФ в клетках, а активация протеаз опосредована 
через цАМФ-зависимые протеинкиназы.



Глава 3 
Старение и гибель эритроцитов. 

Влияние условий функционирования 
на срок жизни эритроцитов

Лишенные собственных систем обновления клеточных структур и 
компонентов метаболизма, эритроциты, попадая в кровоток, постепен
но дезинтегрируются и подвергаются элиминации. Продолжительность 
эффективного функционирования красных кровяных клеток зависит от 
многих факторов. В условиях стойкого сдвига гомеостаза (патологичес
кий гомеокинез), действия ксенобиотиков, лекарственных препаратов 
популяция эритроцитов повреждается быстрее, что становится одной 
из причин усугубления нарушений гомеостаза.

Установлено, что старение эритроцитов негативно сказывается на актив
ности аденилатциклазы и фосфодиэстеразы. При этом снижение активности 
не сопровождается изменением плотности и сродства Р-адренорецепторов. 
Предполагается, что это связано с изменениями свойств одного из белков, 
приводящими к нарушению проведения сигнала от адренорецептора к ката
литической субъединице аденилатциклазы [34].

3.1. Эритроцитарные популяции 
в условиях гипоксии и лактоацидоза

Условия гипоксии и лактоацидоза развиваются при различных фи
зиологических и  патологических состояниях: сердечно-сосудистых  
заболеваниях, физических нагрузках, подъеме на высоту, анемиях. При 
высокой мощности физической нагрузки возникает дефицит кислорода, 
что приводит к выходу миоцитов на анаэробный путь и, как следствие — 
развитию метаболического ацидоза. При высоком уровне содержания 
молочной кислоты в клетках и крови отмечается угнетение всех жиз
ненно важных функций организма и развитие утомления, т.е. неспо
собности организма продолжать работу. У  больных с сердечно-сосу
дистыми заболеваниями, анемиями различной этиологии состояние 
гипоксии и лактоацидоза развивается при более низких мощностях на



грузки, чем у  здоровых людей [56, 97, 159, 230], и при тяжелых формах 
-  в условиях покоя.

Состояние гипоксии прежде всего характеризуется снижением 
сродства гемоглобина к кислороду за счет активации гликолиза и уве
личения выхода 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФГ) [90, 153]. Избыток 
протонов снимает ингибирование с 2,3-дифосфоглицератмутазы, и это 
способствует уходу 1,3-дифосфоглицерата в шунт Люберинга- 
Рапопорта.

Физические нагрузки сопровождаются развитием состояния гипок
сии многих клеток и тканей, ростом содержания молочной кислоты от 
3 до 6  раз по отношению к исходному в зависимости от возраста чело
века, мощности нагрузки и физиологического состояния организма 
[222]. Увеличение содержания в крови молочной, пировиноградной и 
других органических кислот в ходе нагрузок приводит к сдвигу ки
слотно-щелочного равновесия плазмы, pH уменьшается с 7,374±0,05 до 
7,120±0,001. Сдвиг гомеостаза приводит к развитию компенсаторных 
процессов по типу количественной адаптации: увеличивается число 
эритроцитов [242], повышается содержание гемоглобина в клетках и 
возрастает количество эритроцитов большего объема [245]. Подобные 
изменения очевидно объясняются сменой популяции клеток за счет 
выброса из депо [165, 166]. В циркулирующей популяции возрастает 
число молодых клеток, более богатых гемоглобином, окисляющих 
глюкозу по пентозофосфатному пути (75%) [13], с высокой активно
стью метгемоглобинредуктазных систем и стабильностью мембран и 
метаболиических процессов. У  малотренированных людей длительное 
нахождение эритроцитов в депо сопровождается утратой их функцио
нальной полноценности, более быстрой сферизацией клеток. Выброс 
таких клеток из депо в ходе нагрузок становится малоэффективен, так 
как популяция содержит много дестабилизированных клеток [ 101]. 
По данным [241], после больших по мощности физических нагрузок в 
кровотоке преобладают крупные эритроциты с большим количеством 
отростков, со сниженной фильтруемостью, низким удельным весом, 
высоким содержанием 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФ Г), что позволяет 
отнести их к молодым формам.

У крыс, подверженных бегу на тредбане (скорость протяжки 25 м/сек), 
более чем в два раза уменьшается скорость выхода ионов калия, индуци
руемого валиномицином [41].

Физические нагрузки сопровождаются активацией гликолиза не 
только в миоцитах, но и в эритроцитах, так как существует тесная



взаимосвязь скорости энергетических процессов в эритроцитах с мета
болизмом тканей [84]. Активация гликолиза сопровождается увеличе
нием производства 2,3-ДФ Г, что вызывает сдвиг кривой диссоциации 
вправо. Для человека и  высших животных снижение сродства гемогло
бина к кислороду является типичным ответом на гипоксию [153]. Сте
пень активации гликолиза и скорость производства 2,3-ДФ Г будет за
висеть и от выраженности лактоацидоза внутри эритроцитов на высоте 
нагрузочного теста [104].

Развивающееся в ходе мощных физических нагрузок метабо
лическое состояние обычно обозначают понятием анаэробного порога 
[230], которое определяется как резкое увеличение содержания молоч
ной кислоты. Достижение анаэробного порога в ходе физических на
грузок сопровождается кроме метаболического ацидоза, характери
зующегося увеличением содержания в крови молочной, пировиноград- 
ной и других кислот, усилением выброса катехоламинов и глюкокорти- 
коидов, торможением образования и  секреции инсулина [148]. Измене
ние гомеостатических параметров (снижение pH, увеличение концен
трации органических кислот, гормональные сдвиги) сопровождается 
ухудшением состава эритроцитарных популяций. Можно отметить акти
вацию процессов ПОЛ, снижение редукционного потенциала клетки, ус
корение аутоокисления гемоглобина [104, 195]. Большая часть избытка 
молочной кислоты захватывается гепатоцитами и превращается в глюкозу 
при активации процессов глюконеогенеза глюкокортикоидами, другая 
часть утилизируется работающими мышцами. А  поврежденные эритроци- 
тарные клетки постепенно выбраковываются и заменяются за счет актива
ции процессов гемопоэза.

В  условиях гипоксии укорачиваются сроки созревания ретикулоци- 
тов, при этом отмечают повышение осмотической резистентности 
эритроцитов, изменение проницаемости, увеличение буферной емкости 
эритроцитарных клеток [6 6 ]. Развитие железодифицитной анемии со
провождается усилением неэффективного эритропоэза и появлением в 
периферической крови эритроцитов, имеющих аномальную форму и 
сниженную продолжительность жизни. Важную роль в генезе этих на
рушений принадлежит дефектам компонентов эритроцитарной мем
браны, дефициту каталитических активностей каталазы, аконитазы, 
цитохромоксидазы. Одной из причин укорочения жизни эритроцитов 
является повышенная чувствительность к дефициту глюкозы и низкая 
способность к деформации из-за излишней жесткости не только вслед
ствие изменения липидного компонента мембран, но и нарушения



функции мембранных АТФ-аз [189]. У новорожденных детей с хрони
ческой гипоксией отмечается понижение активности СОД и каталазы в 
эритроцитах [69].

В  условиях хронической гипоксии и лактоацидоза, развивающихся у 
больных сердечно-сосудистыми заболеваниями, наблюдается стойкое 
ухудшение эритроцитарной популяции циркулирующей крови. Исследо
ватели отмечают ускорение процессов аутоокисления гемоглобина [194], 
снижение эффективности метгемоглобинредуктазных систем [62], умень
шение осмотической резистентности и деформируемости клеток [56], уве
личение холестерина в мембранах и активацию фосфолипаз [19, 25, 54], 
усиление свободнорадикальных процессов и сферизацию клеток [20, 25, 
36,164].

Метаболический ацидоз, развивающийся у больных с послеопера
ционным шоком, вызывает снижение уровня 2,3-ДФ Г, АДФ, АТФ и 
глутатиона в эритроцитах [242].

Одним из факторов нарушения микроциркуляции при развитии ин
фаркта миокарда является уменьшение способности мембраны эритро
цитов к деформируемости и образование в кровяном русле патологиче
ских агрегатов эритроцитов. Отмечается снижение активности ацетилхо- 
линэстеразы, увеличение активности Na+, К'-АТФ-азы и Са2+-АТФ-азы 
[237], повышение содержания диеновых конъюгатов и Шиффовых ос
нований в мембранах эритроцитов [54].

При гипертонической болезни наблюдается значительное снижение 
содержания общего фосфора в эритроцитах, что, по-видимому, связано с 
его уменьшением во всех фракциях фосфолипидов [163], и увеличение 
скорости Na+/H+ обмена [169]. Авторы связывают это с повышением ак
тивности протеинкиназ С, изменением структурного состояния мембра
ны, контролируемого белками цитоскелета, увеличением содержания мо
лекул переносчика на единицу площади мембраны [168, 169]. При артери
альной гипертензии в эритроцитах понижается активность Na+, 
К+-АТФ-азы, увеличивается микровязкость [169].

Изучение влияния избытка лактата in vitro на состояние эритроци
тов показало, что при лактоацидозе повышается степень ненасыщенно- 
сти жирнокислотных остатков фосфатидилхолина в эритроцитарных 
мембранах и это увеличивает степень погружения триптофановых ос
татков гемоглобина в бислой [222]. При высокой степени ненасыщен- 
ности жирнокислотных остатков фосфолипидов создаются условия, 
способствующие не только заглублению гемоглобина, но и его окисле
нию, так как гемоглобин, как и все гемсодержащие белки, инициирует



ПОЛ, продукты которого в свою очередь окисляют гемоглобин [76, 77, 
83, 167, 174, 205].

В условиях избытка протонов в эритроцитах снижается скорость гли- 
колигических процессов. Некоторые исследователи отмечают наличие 
ингибирующего эффекта лактата на один из ключевых ферментов глико
лиза -  глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу (ГАФДГ). В настоящий 
момент получены новые данные, свидетельствующие об активации 
ГАФДГ непосредственно оксиформой гемоглобина, содержание кото
рой увеличивается в условиях защелачивания [258]. Таким образом, 
ингибирование ГАФДГ при избытке молочной кислоты может быть 
вторичным и регулироваться за счет уменьшения содержания окси- 
формы гемоглобина.

Лактоацидоз сопровождается существенными изменениями в функ
ционировании мембран эритроцитарных клеток, что отражается, преж
де всего, на изменении ее проницаемости для ионов. Уменьшается про
ницаемость мембраны и для ионов калия за счет высокой чувствитель
ности К +, ЫаЧАТФ-азы к pH среды [30, 41].

Однако, по мнению других исследователей, молочная кислота в вы
соких концентрациях является не только физиологическим сигналом 
кислородной недостаточности, но и стабилизирующим агентом, спо
собствующим сохранению нормального катионного состава эритроци
тов [8 8 ]. Наличие столь противоречивых данных и обусловило прове
дение нами комплексных исследований по изучению воздействия лак
тоацидоза различной степени выраженности на состояние эритроцитов 
человека.

Нами были изучены механизмы развития процессов дезинтеграции 
эритроцитов в условиях лактоацидоза различной степени выраженно
сти (7,5, 10, 20 Мм/л лактата) при действии на клетки in vitro. Условия 
лактоацидоза дозозависимо приводили к ускорению метгемоглобиноб- 
разования, увеличению фракции мембраносвязанного гемоглобина, 
росту скорости химического окисления гемоглобина феррицианидом 
калия. Наблюдалось нарастание степени дезинтеграции мембранных 
структур эритроцитов: увеличивалась мембранная проницаемость клеток 
для мочевины, процент перекисного гемолиза, снижалась деформируе
мость. О дезинтеграции фосфолипидного слоя мембраны и неблагоприят
ном изменении белок-белковых взаимодействий свидетельствовало увели
чение активности 5' -нуклеотидазы и снижение активности Na , К -АТФ- 
азы. Метгемоглобинредуктазная активность компенсаторно нарастала до 
условий лактоацидоза 10 мМ/л, затем снижалась. В  условиях сильного



лактоацидоза происходило уменьшение активных концентраций фермен
тов АОЗ: каталазы и СОД [105,106].

Полученные нами данные свидетельствуют о чрезвычайно важном 
значении в сохранении стабильности эритроцитарных клеток измене
ний концентрации протонов не только внутри клеток, но и в плазме. 
Закисление окружающей среды, вероятно, сопровождается уменьшени
ем pH и в эритроцитах, что приводит к ускорению производства 2,3- 
ДФ Г и снижению уровня синтеза АТФ. Длительное снижение pH в ок
ружающей среде ведет к постепенному нарастанию энергодефицита и 
ускорению дезинтеграционных процессов в клетке. Кроме того, 
уменьшение сродства гемоглобина к кислороду за счет увеличения со
держания 2,3-ДФГ будет сопровождаться потерей кислорода в более 
крупных сосудах еще до  входа эритроцитов в капилляры. Так как лак
тоацидоз является прямым следствием гипоксии, можно предположить, 
что ускорение дезинтеграционных процессов из-за развития энергоде
фицита характерно для эритроцитов, находящихся в условиях гипок
сии.

Изучение состояния популяции эритроцитов in vivo, находящихся в 
условиях временной или относительно постоянной гипоксии и лакто
ацидоза, позволяет обнаружить подобные описанным выше поврежде
ния клеток.

Временное состояние гипоксии и лактоацидоза воспроизводится в 
условиях дозированных физических нагрузок (ФН). У нетрени
рованных практически здоровых людей с толерантностью к ФН около 
150 Вт на высоте нагрузочного теста содержание молочной кислоты в 
плазме крови возрастает трехкратно и через 10  минут после окончания 
нагрузки еще остается выше на 50%, чем до нагрузки. Таким образом, 
эритроциты попадают в условия временного лактоацидоза. Исследо
вания показали, что на субмаксимальном уровне нагрузки в популяции 
эритроцитов практически здоровых нетренированных людей возрастает 
количество клеток с высокой скоростью метгемоглобинобразования. 
Возможно, это связано не столько с повреждением циркулирующей 
популяции, сколько с малой эффективностью перераспределительного 
эритроцитоза, когда из депо выходят уж е частично поврежденные или 
состарившиеся клетки в различной стадии развития дезинтеграционных 
процессов. Ускорение метгемоглобинобразования и выброс из депо 
уж е в некоторой степени поврежденных клеток приводит к временному 
ухудшению популяции циркулирующих клеток у нетренированных 
людей. Однако более быстрое старение и разрушение эритроцитов в



этом случае мож ет оказаться полезным для обновления популяции, так 
как стимулирует эритропоэз [165, 241].

Условия хронической гипоксии и лактоацидоза могут сопровождать 
такое заболевание, как ишемическая болезнь сердца (ИБС). Анализ 
большого количества данных состояния эритроцитарных популяций у  
больных ИБС, стабильной стенокардией напряжения II и III функцио
нальных классов позволяет рассматривать изменения как результат 
действия условий хронической гипоксии и лактоацидоза. Практически 
у 80-90% больных обнаруживается повышенный уровень молочной 
кислоты в плазме, что сопровождается ускорением метгемоглобин- 
образования, снижением активных концентраций большинства фер
ментов, кроме 5' -нуклеотидазы и фосфолипазы А 2, активация которых 
свидетельствует об  усилении дезинтеграции фосфолипидного бислоя 
мембраны. Из всех показателей четко коррелируют с уровнем молоч
ной кислоты и классом стенокардии только интегральные показатели 
состояния клеток: концентрация метгемоглобина и мембрано
связанного гемоглобина, способность клеток к деформации цитоскеле
та, величина электродиффузионного потенциала пробоя мембраны. 
Процент изменения активных концентраций ферментов подвержен  
значительным вариациям, что объясняется различием состава популя
ции в момент исследования, индивидуальным состоянием процессов  
эритропоэза, тяжестью и длительностью заболевания, особенностями  
анамнеза и лечения, уровнем компенсации сдвигов гомеостаза.

Исследование эритроцитов из капиллярной крови в ходе физиче
ских нагрузок позволяет оценить степень повреждения их популяции 
как в циркулирующей крови, так и в кровяных депо и подтверждает, 
что основным повреждающим фактором является закисление среды  
функционирования клеток.

Изучение нами состояния популяций эритроцитов у  больных с  пост- 
геморрагической анемией показало, что в циркулирующей крови уве
личивается доля неактивного гемоглобина, что усугубляет явления ги
поксии. Для оценки степени повреждения популяции эритроцитов, 
кроме определения процента метгемоглобина, нами был использован 
простой и информативный метод подсчета коэффициента отношения 
мембраносвязанного гемоглобина к общ ему содержанию гемоглобина 
[46].



3.2. Действие условий окислительного стресса
и реоксигенации

Для высших форм жизни необычайно важен молекулярный кисло
род, реакция восстановления которого до воды составляет основу био
энергетики организма человека и животных. Наряду с окислительным 
фосфорилированием, в которое вовлекается около 90% потребляемого 
человеком кислорода, в живых системах постоянно протекают реакции 
с образованием активированных кислородных метаболитов (АЮУ1): CV, 
Н2О2, НО', НОС1, RO2 и других [83]. Роль АКМ в клетках и организмах 
чрезвычайно велика, по мнению ведущих биохимиков, они являются 
главным пусковым механизмом многих регуляторных процессов. Их 
генерация приводит к изменениям соотношения информонов, регули
рующих пролиферацию, апоптоз, воспалительные реакции, тонус сосу
дов, старение, развитие многих патологических процессов и даже фе- 
ноптоз [82, 2 0 0 ].

Прежде всего, генерация АКМ  запускает процессы ПОЛ, имеющие 
важное значение для обновления фосфолипидов клеточных мембран и 
поддержания структурного гомеостаза. Однако в клетках ПОЛ носит 
цепной характер и сопровождается образованием гидроперекисей жир
ных кислот, что значительно повреждает функции мембран [51, 82, 84], 
поэтому различные антиоксидантные системы клеток обеспечивают 
поддержание ПОЛ на стационарном уровне. Действие внешних проок
сидантов и активация эндогенных механизмов антиоксидантной защи
ты приводят к развитию так называемого окислительного стресса, ко
торый может проявляться на клеточном, тканевом и организменном 
уровнях [84].

Эритроцитарные клетки, постоянно контактирующие с молеку
лярным кислородом, весьма устойчивы к действию АКМ, генериру
емых в процессе отдачи кислорода за счет аутоокисления гемоглобина 
в метформу [76, 77, 238, 240]. Устойчивость клеток определяется преж
д е всего мощной системой антирадикальной защиты клетки, на которой 
остановимся позже.

С точки зрения устойчивости к перекисному окислению наиболее 
трудноокисляемыми являются сфингомиелин (СМ) и холестерол (ХС), 
расположенные преимущественно в наружней части мембраны. Наи
менее устойчивый и легко окисляемый липид эритроцитарной мембра
ны -  фосфатидилэтаноламин, около 70% которого локализовано на 
внутренней стороне бислоя [9, 189].



Зрелые эритроциты не синтезируют липидов, но последние нахо
дятся в динамическом равновесии с  соответствующими плазменными 
жирными кислотами, которые активно инкорпорируются в фосфолипи
ды эритроцитов. Наиболее интенсивным является обмен холестерола. 
Увеличение его количества в плазматической мембране клетки тормо
зит обмен фосфолипидов [61, 91, 203, 221]. Обмен жирных кислот фос
фолипидов плазмолеммы эритроцитов осуществляется с участием фосфо- 
липазы А2 и  ацилтрансферазы. Эта система дереацилирования участвует в 
процессах обеспечения гомеовязкостной адаптации биомембраны и репа
рации последствий ПОЛ [209]. Большая часть холестерола (ХС) локализо
вана во внешнем монослое, что связано с высоким сродством ХС и  СМ, и 
лишь 1/3 -  во внутреннем. Однако мембрана эритроцита характеризуется 
высокой скоростью обмена ХС между монослоями (flip-flop переход) 
вследствие хорошо известной ее способности обменивать свой холестерин 
на холестерин липопротеинов плазмы крови, являющихся для эритроцитов 
основными донорами и акцепторами ХС [19 ,33 ,61 ,91 ].

Для понимания повреждений мембраны эритроцитов, вызываемых 
окислительным стрессом, особый интерес представляет строение и 
функционирование БП-3.

Гликозилированный участок мембранного домена БП-3 имеет анти
гены узнавания для аутологических антител к стареющим и аномаль
ным эритроцитам. Кроме того, мембранный домен отвечает за анион
ный транспорт, через этот анионный канал происходит быстрый обмен  
ионов СОз' и CL" Цитоплазматический домен играет важную роль в 
поддержании формы эритроцитов и его метаболизме. Здесь локализо
ваны участки высокого сродства к гликолитическим ферментам: глице- 
ральдегид-фосфатдегидрогеназе, альдолазе, фосфофруктокиназе. Кро
ме того, цитоплазматическим доменом связываются каталаза, гемогло
бин и гемихромы [155, 156]. Цитоплазматический домен осуществляет 
также связь с  цитоскелетом через якорный белок — анкирин [95,236].

Структура гемоглобина (НЬ) -  главного функционального белка 
эритроцита -  хорошо изучена и описана [89, 96, 204, 205, 239]. Однако 
гораздо меньше внимания уделяется топографии молекулы в клетке и 
характеру ее взаимодействия с плазматической мембраной. В част
ности, пока д о  конца не выяснена физиологическая роль взаимо
действия НЬ с мембраной и цитоскелетом эритроцита, хотя известно о  
высоком сродстве к НЬ N -концевых остатков кислых аминокислот ци
топлазматического домена БП-3 [157], что позволяет предположить 
функциональную значимость их интеграции.



В то же время некоторые авторы [173, 174, 188, 2 20 ,235] указывают 
на способность гемоглобина к взаимодействию с липидами бислоя 
мембраны, так как для него характерно чередование гидрофильных 
участков молекулы, подобное интегральным мембранным белкам. От
мечается возможность замены водного микроокружения молекулы НЬ 
на липидное благодаря наличию в молекуле шести остатков триптофа
на, локализованных в N -концевой части субъединиц, не закрепленных 
жестко в структуре и непосредственно взаимодействующих с окру
жающей средой [221, 236]. Однако в интактных эритроцитах НЬ непо
средственно с мембранными липидами не взаимодействует, а при раз
личных повреждениях клетки такой процесс становится более вероят
ным [209, 218]. Поскольку НЬ является основным функциональным 
белком эритроцита, чрезвычайно важными оказываются различия во 
взаимодействии его функциональных форм с .мембраной клетки. Так, 
дезоксиформа обнаруживает более высокое сродство с цитоплазмати
ческим доменом БП-3 (ЦПДБП-3), чем оксигемоглобин [155]. Пять- 
семь кислых остатков ЦПДБП-3 оккупируют полость в дезоксигемог- 
лобине, которую обычно занимает 2,3-дифосфоглицерат (2,3-ДФГ). 
М еханизм связывания оксиформы представляется иным. По-видимому, 
оксигемоглобин сначала диссоциирует на димеры, которые взаимодей
ствуют с  ЦПДБП-3, а затем происходит вновь ассоциация в тетрамер. В 
модельных условиях показано, что д о 50% ЦПДБП-3 может связывать
ся с оксигемоглобином при нормальной концентрации 0 2 и 2,3-ДФГ. 
Оба эти процесса могут иметь непосредственное отношение к регуля
ции обмена 0 2 в эритроците и процессам окисления гемоглобина в мет- 
форму [10 , 156].

3.2.1. Окислительное повреждение
эритроцитарной мембраны
Мембрана и цитоскелет эритроцита являются не только важными 

структурными компонентами, но и активно участвуют в метаболизме 
клетки. Вполне естественно, что нарушение этих структур отражается 
на общем метаболическом состоянии эритроцита, его функциях и вре
мени жизни. Процессы ПОЛ, развивающиеся при окислительном 
стрессе, могут приводить к модификации или повреждению всех ос
новных функций биомембраны: барьерной, рецепторной и каталитиче
ской [20, 51, 150].

Исследования [150, 272, 276] показали активацию ПОЛ в эритроци
тах, подвергнутых окислительному стрессу. Значительная активация



окисления фосфолипидов (ФЛ) приводит к характерному изменению  
их индивидуальных фракций. В  частности, отмечается значительное 
снижение содержания уровня наиболее легко окисляемой фракции -  
фосфатидилэтаноламина и фосфатидилхолина в мембране, а также низ
кое процентное содержание полиненасыщенных жирных кислот 
(ПНЖК), например, арахидоновой кислоты. In vivo отмечается парал
лельное снижение содержания фосфолипидов в плазме крови, что сви
детельствует о  существовании обменных процессов между эритроци- 
тарной мембраной и плазмой крови [6 8 ].

Сильный окислительный стресс или хронический стресс in vivo в 
стадии истощения приводит к выраженному увеличению содержания 
первичных продуктов ПОЛ -  конъюгированных диенов, уровень кото
рых возрастает в эритроцитах практически вдвое [189]. Параллельно 
увеличивается и  скорость образования малонового диальдегида (М ДА), 
одного из конечных продуктов окисления ПНЖК. Ряд авторов [19, 25, 
44, 56, 61, 75, 91] также отмечает увеличение содержания ХС в мем
бранах эритроцитов в условиях активации ПОЛ. Такие изменения ха
рактерны для ситуаций in vivo за счет поглощения Х С  из плазмы крови 
при усилении процессов окисления ФЛ в составе ЛНП, что приводит к 
вытеснению Х С  из мицелл. В исследованиях влияния ХС на скорость 
ПОЛ в эритроцитах, индуцированных введением Fe2+, было обнаруже
но торможение этих процессов. Однако такое торможение, обуслов
ленное снижением прежде всего микровязкости мембраны, характерно 
для неокисленного Х С, тогда как для окисленных форм ХС наблюдает
ся стимуляция ПОЛ [90]. Это связано с появлением в окисленном ХС  
новых полярных группировок -  гидроксилов, карбонилов, карбоксилов, 
повышающих его растворимость в воде и, соответственно, реакцион
ную способность.

Биологическое действие липидных перекисей на мембранные белки 
связано, с одной стороны, с их высокой эффективностью как окисли
телей, а с другой -  со способностью некоторых продуктов ПОЛ (альде
гидов и кетонов) образовывать стабильные ковалентные связи с от
дельными функциональными группами белков. В  частности, полярные 
продукты ПОЛ способны оказывать прямое повреждающее действие на 
SH-группы Na~, К*- АТР-ного комплекса, инактивируя его аллостери- 
ческие и каталитические центры, что рассматривается как одна из при
чин катионного дисбаланса в эритроците при стрессе [71, 91, 139, 185]. 
Эффективное окисление SH-групп осуществляется, вероятнее всего, 
промежуточными продуктами ПОЛ -  свободными радикалами, тогда 
как в образовании поперечных сшивок и полимеризации белковых мо-



яекул ведущую роль играют конечные продукты ПОЛ (типа малоново
го диальдегида). В создании липид-белковых комплексов могут участ
вовать два механизма: образование прочной химической связи между 
свободными аминными группами аминокислот и альдегидными или 
карбоксильными группами окисленных липидов; образование димеров 
и полимеров белковых молекул за счет возникновения поперечных свя
зей. В этих процессах принимают участие М ДА и N -концевые участки 
полипептидных цепей:

0=СН-СН 2-Н С =0 + 2ЫНг-активный фермент-2Н20  —> неактивный 
фермент-Ы=СН-СН2-СН-Н-неактивный фермент.

По отношению к ряду ферментов перекиси липидов могут высту
пать в роли и активаторов, и аллостерических эффекторов. Известно, 
что в условиях повышения скорости ПОЛ и уменьшения вязкости фос- 
фолипидного слоя мембраны активируются такие ферменты, как фос- 
фолипазы А, С, 5'-нуклеотидазы, НАДН-феррицианидредуктазы [67, 
189, 194].

Процесс перекисного окисления затрагивает не только интеграль
ные мембранные белки эритроцитов, но и белки, локализованные на 
внутренней стороне мембраны, в частности, белки цитоскелета. Так, 
повышенная чувствительность спектрина к окислительному поврежде
нию объясняется топографической близостью его SH-групп к ПНЖК, 
которые усиленно окисляются. Повреждается и белок полосы 4.1, ко
торый взаимодействует со спектрином, актином, гликофорином, БП-3, 
мембранными фосфолипидами. При окислительном повреждении бе
лок полосы 4.1 имеет плохую связь с актином и спектрином, что при
водит к распространению переокислительного стресса через трансмем
бранный перенос липидных гидроперекисей. Это наблюдалось при ис
следовании модели фотопереокисленных С -14, меченных по холесте- 
ролу теней эритроцитов (доноры перекисей), и однослойных липосом 
(акцепторы) [275].

Таким образом, активация ПОЛ сопровождается изменением соот
ношения ХС/ФЛ в пользу первого за счет уменьшения вторых, что 
приводит к уплотнению мембран, снижению эффективной проница
емости, тогда как неспецифическая агрегация белков вследствие обра
зования сшивок и полимеризации способствует формированию пор и 
дефектов.



Во многих работах приводятся результаты изучения процессов 
окисления гемоглобина в модельных системах [76, 77, 158, 209, 217], 
что позволяет лучше понимать процессы, происходящие в клетке. Опи
сано влияние продуктов ПОЛ на интенсивность перехода оксигемогло
бина в дезоксиформу, которое в свою очередь активирует ПОЛ, что 
регистрируется по возрастанию МДА [76, 83]. Предполагается, что ав
тоокисление НЬОг ускоряется образующейся в процессе перекисью 
водорода. Это было подтверждено на модели с добавлением каталазы, 
тормозящей аутоокисление гемоглобина [280]. Для снижения скорости 
аутоокисления гемоглобина наиболее важна активность каталазы, роль 
супероксиддисмутазы незначительна, так как обнаружено, что добав
ление каталазы снижает скорость процесса на 1/3. Из этого следует, что 
генерируемый кислород быстро переходит в Н2О2, которая активно 
участвует в окислении гемоглобина [161].

При работе с  изолированными цепями гемоглобина обнаружена 
большая скорость окисления а-цепей  (0,025 ч" ) по сравнению с Р - 
цепями (0,009 ч ' 1). Предполагается, что промежуточным продуктом 
окисления оксигемоглобина являются валентные гибриды (Х2+Рг- Это 
означает, что при наблюдаемом, например, 20%-ном окислении НЬ02 
фактически окислением затронуто 40% гемоглобина, что имеет серьез
ные физиологические последствия [76, 217].

Известно, что блокирование SH-групп гемоглобина способствует 
его диссоциации на димеры и мономеры, а это возможно при окисле
нии SH-содержащих аминокислотных остатков продуктами ПОЛ. В 
связи с этим важен тот факт, что в условиях диссоциации оксигемогло
бина на димеры неполярные агенты весьма эффективно модифицируют 
структуру гемоглобина, делая ее существенно менее устойчивой к ау
тоокислению. Это связано с наличием у  димерного оксигемоглобина 
открытой контактной поверхности а  ' - р 1 со значительными гидрофоб
ными участками, весьма чувствительными к неполярным агентам. Осо
бый интерес представляет аутоокисление НЬ02 в присутствии восста
новителей, например, глутатиона. Показано [161], что скорость образо
вания метгемоглобина (НЬ+) пропорциональна квадрату концентрации 
глутатиона, что позволяет предположить следующую схему процесса:

2G-SH +  0 2 -+G -S-S-G  +  Н20 2;
НЬ +  Н2О2 —>НЬ+ (метгемоглобин)



Таким образом, ускорение метгемоглобинобразования в присутст
вии глутатиона обусловлено генерацией перекиси водорода.

Гемоглобин, который циркулирует в составе эритроцитов (in vivo), 
постоянно подвергается аутоокислению и ревосстановлению с помо
щью редуктазных систем эритроцита [14], при этом в эритроцитах в 
норме содержится 1-2% метформы гемоглобина. Метгемоглобин играет 
определенную физиологическую роль. Он активно связывает некото
рые токсичные анионы: C N - ', OCN~, N 3", которые имеют высокое срод
ство к Fe(III) [161]. Окисление гемоглобина молекулой кислорода -  
сложный процесс, включающий изменение спинового состояния иона 
железа, увеличение размеров ядра порфиринового цикла, изменение 
третичной структуры соответствующей субъединицы, перестройку чет
вертичной структуры всей молекулы гемоглобина [76]. Присоединение 
кислорода к гемоглобину при образовании оксиформы представляет собой 
диамагнитный комплекс, в котором гемовое железо имеет валентность два. 
Л. Полинг полагал, что связь Fe(ll) и Оз осуществляется с  участием двух d- 
электронов Fe(II) и двух р-электронов положительно заряженного атома 
кислорода диамагнитного диполя. Оставшиеся четыре d-электрона распо
лагаются на двух t2g орбиталях железа. Оксигемоглобин имеет ряд струк
турных отличий от дезоксиформы: железо гема находится в плоскости 
порфиринового кольца, тогда как в гемоглобине оно смещено в сторону 
проксимального гистидина на 0,75А [238, 280]. В присутствии кислорода 
оксиформа медленно переходит в метформу, у  которой 6-е координацион
ное положение занято молекулой воды, а железо находится в III валентном 
состоянии. Переходу Fe(II) —>Fe(IlI), скорее всего, предшествует обрати
мая диссоциация оксиформы в дезокси:

Н Ь 02<-НЬ + 0 2

Если молекула гемоглобина пребывает долго в дезоксисостоянии 
(этому способствует понижение р0 2), то происходит конформа- 
ционный переход релаксивной формы субъединиц (R) в напряженную 
(Т), в результате чего сродство гема к кислороду существенно снижает
ся. В этом случае взаимодействие Fe2+-reMa с кислородом может при
вести не к образованию оксигемоглобина, а к окислению железа в Fe3+, 
в результате чего образуется метгемоглобин и генерируется суперок- 
сидный радикал. Супероксидный радикал может быть превращен в 
Н20 2 эритроцитарной СОД, перекись водорода разрушается каталазой 
[76, 77]. В процесс аутоокисления гемоглобина вносят вклад различные



ионогенные группировки. В частности, протонирование дистального 
гистидина молекулы гемоглобина приводит к резкому повышению эф 
фективности процесса аутоокисления, так как дистальный гистидин в 
гемоглобине играет стабилизирующую роль, образуя водородную связь 
с СЬ [77, 122]. Химически реакция аутоокисления гемоглобина, скорее 
всего, представляет собой нуклеофильное замещение супероксидного 
аниона молекулой воды, которая остается связанной с  Fe3+ гема в шестом 
координационном положении [161]. Стабилизация Т-конформации (де- 
зоксиформа) органическими фосфатами, протонирование дисталь-ного 
гистидина, образование внутри-, межсубьединичных и межмолекуляр- 
ных сшивок, генерируемых при воздействии продуктов ПОЛ (альдеги
дов, кетонов), ускоряет процесс аутоокисления гемоглобина [76].

Нами были изучены механизмы повреждения эритроцитов, инкуби
рованных в условиях окислительного стресса, имитирующего гипок
сию, при которой возникает избыток Fe~+ (модель 10) [272], а также 
сочетание избытка двухвалентного железа с желточными липопротеи- 
дами (модель 2) [101]. Инкубация эритроцитов с инициаторами окис
ления приводила к ускорению метгемоглобинобразования, снижению  
сродства гемоглобина к кислороду. В  клетках повышался уровень мо
лочной кислоты на фоне снижения активной концентрации глюкозо-6 - 
фосфатдегидрогеназы, что свидетельствовало о  возрастании процента 
старых, поврежденных эритроцитов. В  мембранах отмечалось ускоре
ние производства переокисленных продуктов жирных кислот и холе
стерина, что сопровождалось снижением общей антиокислительной и 
каталазной активности эритроцитарных гемолизатов. Присутствие ли- 
попротеинов низкой плотности (модель 2 ) также приводит к возраста
нию процента поврежденных клеток в популяции, увеличению скоро
сти метгемоглобинобразования, снижению сродства гемоглобина к ки
слороду. Содержание первичных продуктов ПОЛ -  диеновых конъюга
тов -  в меньшей степени зависело от добавления желточных лииопро- 
теидов, возможно, за счет активного обмена, между фосфолипидами 
мембран и внешними фосфолипидами желтка, однако наблюдалось 
снижение осмотической резистентности и увеличение мембранной 
проницаемости клеток для мочевины. По-видимому, окисление липи
дов приводит к резкому нарушению физико-химической структуры 
мембраны, усилению миграции трансмембранных белков за счет появ
ления гидрофильных включений в гидрофобном слое [9, 150]. Наличие 
в бислое фосфолипидов гидроксилов и полярных продуктов ПОЛ мо



жет приводить к образованию водных пор, резко нарушающих ста
бильность мембраны и увеличивающих вероятность ее разрыва.

Метаболические изменения характеризуются, вероятно, сначала 
усилением гликолитических процессов, так как удается обнаружить 
увеличение производства 2,3-ДФГ и молочной кислоты в эритроцитах. 
Снижение сродства гемоглобина к кислороду на фоне уменьшения 
производства АТФ усиливает генерацию активных форм кислорода 
(АФК), сопровождающуюся дезинтеграцией фосфолипидного бислоя 
мембран. Это приводит к снижению активных концентраций ряда фермен
тов, зависящих от организации бислоя: глюкозо-6 -фосфатдегидрогеназы, 
каталазы, лактатдагидрогеназы. В то ж е время наблюдается более высокая 
активность СОД и НАДН-цитохром-^-редуктазы, то может быть обу
словлено переходом части латентных форм этих ферментов в активные 
при дезинтеграции фосфолипидного бислоя.

Дальнейшее усиление генерации АФК способствует превращению 
части гемоглобина, углубленного в мембрану, в кластеры гемихрома. 
Так как гемихром обладает более высоким сродством к цитоплазмати
ческому домену белка полосы 3 [175], происходит изменение белок- 
белковых и белок-липидных взаимодействий, ускоряющее сферизацию 
клеток.

Наши исследования показали, что в условиях окислительного стрес
са наблюдается увеличение генерации в плазму биологически активных 
пептидных соединений эритроцитами (рис. 3.1). Пептиды являются 
фрагментами гемоглобина, следовательно, окислительное повреждение 
гемоглобина ускоряет его протеолитическое расщепление. При этом 
результаты ВЭЖХ-хроматографии регистрируют изменение не только 
количества, но и спектра пептидных соединений.



К о н т р о л ь  О к и с л . с т р е с с

Рис. 3.1. С одерж ание пепт идны х соединений в  ТХУ-экстрактах  
эрит роцит ов (мг/мп) при инкубации в  условиях  

окислительного стресса. Д ост оверност ь от личий — Р< 0,05 [103]

Особенно опасным избыток Fe2" и восстановленных эквивалентов, 
накопившихся в условиях гипоксии, становится при реоксигенации 
[200]. Для изучения влияния условий реоксигенации на процессы де
зинтеграции эритроцитов мы исследовали кровь больных ИБС, ста
бильной стенокардии напряжения III функционального класса после 
проведения операции аортокоронарного шунтирования (АКШ). В  пер
вые сутки после проведения АКШ на фоне традиционной антиан- 
гинальной терапии наблюдается резкое ухудшение циркулирующей 
популяции эритроцитов. Ускоряется аутоокисление гемоглобина, уро
вень метгемоглобина превышает 3%, стимулируется ПОЛ. Процессы 
происходят на фоне роста молочной кислоты в плазме крови и сниже
ния антиокислительная активность (АОА) плазмы крови, что неизбеж
но приводит к ухудшению условий функционирования эритроцитов и, 
собственно, росту количества поврежденных клеток. Замедления этого 
можно добиться введением в терапию препарата или препаратов, обла
дающих антиоксидантными свойствами. В нашем исследовании хоро
ший эффект был получен при добавлении в постоперационное лечение 
больных триметазидина (предуктала) [105].



3 .3 . М е т а б о л и ч еск о е  со ст о я н и е  эр и тр о ц и то в
в у сл о в и я х  г и п о - и  ги п ер гл и к ем и и

Основным источником энергии является АТР, образованная в про
цессе гликолиза.

Пентозофосфатный путь (ПФП) в норме составляет не более 10% от 
общего метаболизма глюкозы, однако значение его для клетки очень 
велико, поскольку он обеспечивает ее защиту от деструктивных окис
лительных процессов. Образующийся в ПФП NADPH используется для 
поддержания необходимой концентрации активной формы глутатиона 
[14, 161].

Есть данные о существовании взаимосвязи между гликолитическим 
окислением глюкозы и ПФП через связанный с эритроцитами инсулин. 
Это вызвано тем, что гормон активирует глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу 
при увеличении содержания в клетке лактата [145].

3.3.1. Состояние эритроцитов в условиях
гипогликемии и хранения крови
При хранении крови в эритроцитах происходит постепенное сниже

ние содержания органических фосфатов и накопление неорганических. 
Уменьшение содержания 2,3-ДФГ сопровождается увеличением срод
ства гемоглобина к кислороду до Р50 - 1 8  мм рт. ст., в то время как Р50 
свежей крови составляет 26 мм рт. ст.

Содержание АТР в эритроцитах при хранении изменяется медлен
нее, чем содержание 2,3-ДФГ. При истощении эритроцитов в среде без 
глюкозы концентрация АТР снижается на 50% за 2-3 часа, а до  нуля -  
более чем за 10  часов.

По мере хранения крови при +12-14°С нарастает концентрация ам
миака, мочевой кислоты, мочевины, креатинина, повышается концен
трация калия в плазме, а натрия в эритроцитах [89, 111]. Ингибирова
ние Na+, К  -АТР-азы ведет к увеличению соотношения Na+/K+, а изме
нение мембранной проницаемости сопровождается повышением пас
сивной диффузии Na+, тогда как пассивная проницаемость для К+ и Н" 
не изменяется [30, 111, 168, 169].

В мембранах эритроцитов, полученных после выдерживания в без- 
глюкозной среде, происходит изменение соотношения основных бел
ков. Отношение спектрина и актина к белкам полосы 3 возрастает. При 
понижении концентрации АТР в клетке более чем на 50% из мембран 
освобождаются везикулы, содержащие белки полосы 3 [2 0 0 ].



При консервации крови уменьшается электрический заряд клетки, 
так как функционально изменяется поверхность мембраны, снижается 
также осмотическая резистентность эритроцитов [ 110].

Хранение крови в холодильной камере при температуре 10-12°С в тече
ние 3 дней использовалось нами в качестве модели для изучения механиз
мов дезинтеграции эритроцитов в условиях энергодефицита и лакгоацидоза. 
На третьи сутки хранения количество глюкозы в плазме крови уменьшилось 
в 3,75 раза, а молочной кислоты увеличилось в 2,25 раза.

Популяция эритроцитов, полученных из храненной в течение 3 дней 
крови, характеризовалась изменениями, аналогичными для сочетания ги
погликемии и лактоацидоза: наблюдалось снижение сродства гемоглобина 
к кислороду, увеличение содержания метформы и мембраносвязанного 
гемоглобина, рост скорости химического окисления гемоглобина, умень
шение антиокислительной активности эритроцитарных гемолизатов, уве
личение мембранной проницаемости клеток для мочевины, снижение ак
тивных концентраций каталазы [105].

Д аж е незначительная гипогликемия (2,5 мМ) в сочетании с лактоа
цидозом оказывает большее повреждающее воздействие, чем неболь
шой избыток глюкозы. Основной причиной, по-видимому, является 
усугубление и ускорение развития энергодефицита при недостатке 
глюкозы. Однако скорость гемоглобинобразования в эритроцитах из 
донорской крови выше в условиях гипергликемии в сочетании с  лак
тоацидозом. Это обстоятельство объясняется, вероятно, непосредст
венным влиянием гликирования гемоглобина на скорость его ауто
окисления. Процент содержания метгемоглобина увеличивается при 
сочетании лактоацидоза с  гипогликемией в 1,35 раза, с гипергликемией 
(10 мМ) -  в 2 ,2  раза.

В  эритроцитах больных ИБС, осложненной сахарным диабетом, на
блюдается иное направление изменений содержания метгемоглобина 
при сочетании гипо- и гипергликемии с лактоацидозом. Процент роста 
аутоокисления гемоглобина выше в условиях гипогликемии и лакто
ацидоза, это состояние для них становится более опасным.

3.3.2. Гипергликемия. Состояние эритроцитарных клеток
в условиях гипергликемии
Состояние хронической гипергликемии может развиваться в резуль

тате воздействия многих экзогенных и генетических факторов, часто 
дополняющих друг друга. О собое значение имеют гормональные на
рушения: гиперсекреция катехоламинов и глюкагона в сочетании с не



достаточностью инсулина, при этом концентрация глюкозы в крови 
возрастает в 5-7 раз [54, 127].

Вследствие гипергликемии развиваются процессы нефермента
тивного гликозилирования белков крови и клеточных структур фор
менных элементов крови [49, 54, 57]. Модификация поверхности мем
бран эритроцитов ведет к изменению потенциала, увеличению его от
рицательности, что оказывает существенное влияние на характер взаи
модействия мембранных рецепторов со специфическими лигандами, в 
том числе и рецепторов инсулина [49].

Глюкоза оказывает опосредованное влияние на активность фермен
тов: супероксиддисмутазы и каталазы, что, возможно, связано с реак
цией неферментативного гликозилирования. Среди аминокислот чаще 
всего гликозилируется лизин, который в каталазе расположен в составе 
геминовой группы, ответственной за ее каталитическую активность 
[49, 57, 112]. Весьма интенсивным при гипергликемии является про
цесс гликозилирования гемоглобина. Глюкоза присоединяется к Р- 
цепям гемоглобина, что возможно благодаря наличию в этом месте 
отрицательного заряда, и на первом этапе ведет к образованию Шиф- 
фова основания. Эта фаза обратима и протекает достаточно медленно, 
но при высокой концентрации глюкозы реакция смещается в сторону 
образования устойчивой кетоаминной связи и, как завершение второй 
стадии, возникает стабильная форма гликозилированного гемоглобина. 
В норме содержание гликозилированного гемоглобина колеблется (по 
данным разных авторов) [117, 219, 283] в пределах от 4  д о  6%  от обще
го гемоглобина. При сахарном диабете его содержание увеличивается 
по мере развития патологии д о  7-12%. Многие ученые [117, 283] отме
чают положительную корреляцию между концентрацией глюкозы в 
среде и степенью гликозилирования гемоглобина. Процессу гликиро- 
вания подвергаются и белки мембраны и цитоскелета эритроцитов -  
белок полосы 3, гликофорин, спектрин. Многие авторы [117, 219, 283] 
считают, что гликирование белков мембраны эритроцитов носит ком
пенсаторный характер, уменьшая высокий уровень глюкозы в плазме 
крови.

В  условиях действия 25 мМ/л глюкозы на эритроциты in vitro мы 
наблюдали почти 4-кратное увеличение степени гликозилированности 
мембранных белков клетки, снижение активных концентраций катала
зы, возможно, за счет гликирования по лизину, расположенному вблизи 
геминовой группировки, повышение мембранной проницаемости к мо
чевине [105].



Образование гликированных белков и особенно гемоглобина суще
ственно сказывается на кислородтранспортной функции эритроцитов. 
Связывание 2,3-ДФ Г ингибируется молекулой глюкозы, соединенной с 
гемоглобином, так как она присоединяется (так же, как и 2,3-ДФ Г) к N- 
концевой валину (3 -цепи гемоглобина. Результат — увеличение сродства 
гемоглобина к кислороду и уменьшение эффективной отдачи его тка
ням и нарастание гипоксии [139, 283].

Гликирование мембранных белков эритроцитов приводит к кон- 
формационным перестройкам, которые сопровождаются нарушением 
третичной структуры с разрывом дисульфидных связей и экспонирова
нием наружу SH-групп. Экспонирование SH-групп белка полосы 3 мо
жет служить одной из причин нарушения кислородтранспортной функ
ции эритроцитов, так как они участвуют в транспорте кислорода [54, 
117].

При гипергликемии наблюдается и избыточное поступление глюко
зы внутрь клетки (148%  от нормы) [146]. Попадая в нее, глюкоза при
водит к неферментативному гликированию клеточных белков и, в част
ности, ферментов, что сопровождается снижением их активности. Тор
можение метаболических процессов понизит производство восстанов
ленных эквивалентов, АТР, будет сопровождаться ускорением ПОЛ. 
Есть сведения, что ПОЛ усиливает процесс гликирования за счет увели
чения доступности аминогрупп белков [18]. Более того, существует мне
ние, что гликированию может подвергаться и липидный бислой.

Во многих работах сообщается о прямой корреляции между уров
нем гликемии и степенью активации ПОЛ [36, 83, 150], что приводит к 
повреждению мембраны, изменяя качественный и количественный со
став липидов; отмечается [79, 150] увеличение уровня холестерина, 
отношения холестерин/фосфолипиды, степени насыщенности жирных 
кислот. Наибольшие качественные и количественные изменения про
исходят во фракции фосфолипидов, поскольку, в основном, именно они 
подвергаются окислению. Кроме того, этому способствует и дефицит 
АТР, уменьшающий резистентность к действию эндогенных фосфоли- 
паз. Обобщая данные литературы [18, 79, 115, 139], можно отметить, 
что у  больных сахарным диабетом повышается уровень фосфатидилсе- 
рина, сфингомиелина и лизофосфатидилсерина, количество фосфати- 
дилэтаноламина остается без изменений, уровень фосфатидилхолина 
снижается.

Увеличение содержания холестерина в мембране, по мнению неко
торых ученых [61], носит компенсаторный характер, так как он спосо



бен тормозить ПОЛ. В  то ж е время холестерин способствует уплотне
нию мембраны, повышает вязкость, снижает деформируемость. 
Уменьшению пластичности мембраны эритроцитов способствует также 
и высокий уровень сфингомиелина [92, 112]. Повышение уровня фос- 
фотидилхолина, накапливающего отрицательный заряд, влияет на рас
пределение поверхностного заряда липидного бислоя. Изменение со
стояния фосфолипидов и заряда приводит к нарушению каталити
ческой активности многих ферментов клетки: снижается активность 
Na , К  -ATP-азы, ключевых ферментов пентозофосфатного шунта и 
гликолиза, повышается активность фосфолипаз. В результате наруша
ется нормальный баланс клетки: увеличивается содержание N a', Са2*, 
уменьшается содержание К+, снижается осмотическая и механическая 
стойкость эритроцитов [222]. В се эти изменения ведут к сферизации 
клетки и ее гемолизу.

Сахарный диабет часто является заболеванием, сопутствующим 
ИБС, и, наоборот, ишемическая болезнь развивается на фоне сахарного 
диабета. У больных ИБС, осложненной сахарным диабетом, состояние 
гипергликемии может сопровождаться гипоксией и лактоацидозом, 
поэтому нами было изучено действие условий гипергликемии и лак
тоацидоза (7,5 мМ/л) на эритроциты in vitro. Гипергликемия в сочета
нии с лактоацидозом приводит к ускорению аутоокисления гемоглоби
на как в эритроцитах доноров, так и в эритроцитах больных ИБС, ос
ложненной сахарным диабетом. Наблюдается увеличение фракции 
мембраносвязанного гемоглобина, снижение активных концентраций 
каталазы, причем степень выраженности изменений больше в эритро
цитах, выделенных из крови больных [106].

3 .4 . В о зд ей ст в и е  х и м и ч еск и х  с о е д и н ен и й  
и  л е к а р с т в е н н ы х  п р еп а р а т о в  на эр и т р о ц и т а р н ы е  клетки

3.4.1. Действие иитритаиионов и лекарственных препаратов, 
содержащих нитрогруппировки
Оксид азота (N 0 )  участвует во многих жизненно важных физиоло

гических процессах. Он является нитротрансмиттером, цитотоксиче- 
ским агентом, эндогенным вазодилятором [186, 187],; вторичным по
средником, включая обратную связь системы внутриклеточной переда
чи сигнала от Са2 -мобилизирующих рецепторов через активацию гуа- 
нилатциклазной системы [185, 194]. Окись азота может существовать в



виде относительно стабильного, нейтрально заряженного радикала N 0  
с липофильными свойствами и резко выраженной тенденцией взаимо
действовать с молекулами, обладающими неспаренными электронами, 
такими как супероксидный анион, Fe ', молекулярный кислород. Кроме 
того, он может подвергаться одноэлектронному восстановлению с об
разованием нитроксиланиона N 0 ” или, наоборот, отдав электроны, 
превращаться в ион нитрозония (NO4).

Синтез N 0  в клетках организма человека и животных осуществля
ется в результате 5-электронного окисления концевого атома азота гуа
нидина L-аргинина с помощью семейства ферментов, определяемых 
как NO-синтетазы (NOS), гем-содержащие, подобные цитохрому Р-450 
[259]. Конститутивные NO S, функционально связанные с плазматиче
ской мембраной, обеспечивают базальное освобождение N 0 . Этот тип 
ферментов содержит места связывания для НАДФ, ФАД, тетрабиопте- 
рина, и его активность строго регулируется Са +-кальмодулином [259]. 
Образовавшийся N 0  представляет собой многофункциональную эф- 
фекторную молекулу. Основной его мишенью в клетке является рас
творимая гуанилатциклаза. Связываясь с железом гема фермента, NO  
активирует фермент, ускоряя производство гуанилатциклазой цГМФ из 
ГТФ. Расслабляющий эффект цГМФ-зависимых протеинкиназ заклю
чается в блокировании фосфолипаз класса С и снижении продукции 
1,4,5-инозитолтрифосфата, активации кальцевых АТФ-аз и Са2‘- 
зависимых К -каналов [264]. Есть данные, что N 0  может снижать вход 
Са2' в гладкомышечные клетки через L-тин кальцевых каналов [258]. 
В настоящее время также установлено, что N 0  обладает способностью  
снижать Са2+-чувствительность сократительных белков за счет активации 
внутриклеточных фосфатаз, осуществляющих дефосфорилирование лег
ких цепей миозина [277,278]. Важной мишенью для N 0  в клетке являются 
белки, содержащие SH-группы [259]. Производные N 0 , ион нитрозония 
(NO'), пероксиданион легко реагируют с  SH-группами, образуя биологи
чески активные S-нитрозосоединения.

В  последние годы установлено, что активаторами растворимой гуа- 
нилатциклазы являются гуанидинотиолы, являющиеся дополнитель
ными субстратами NO-синтетазы. Образующийся из гуанидиновой 
группировки аргинина N 0  взаимодействует с SH-группами этого со
единения с образованием нестойкого внутримолекулярного нитрозо- 
тиола, способствующего переносу оксида на гем гуанилатциклазы и 
активации фермента [35, 194].



При поступлении в организм животных высоких доз нитратов и 
нитритов основное токсическое действие этих соединений выражается 
в гемической и гистотоксической гипоксии. Гемическая гипоксия обу
словлена в значительной мере метгемоглобинобразующим действием 
нитритов [186].

Под действием нитританиона в метформу окисляется как дезо-, так и 
оксиформа гемоглобина. Скорость метгемоглобинобразования зависит от 
концентрации Н+ и увеличивается с ростом кислотности среды.

При окислении дезоксиформы гемоглобина могут образоваться мет
гемоглобин и нитрозокомплексы:

Н+ +  N 0 2- <-» HONO
НЬ + HONO -*M etHb +  NO +  ОН
Hb +  N O -sH b N O

При окислении оксиформы гемоглобина образуются реакционно 
способные радикалы, запускающие цепной процесс генерации 
активных форм кислорода, метгемоглобина, радикалов N 0 2 :

H b0 2 +  N 0 2‘ -»M etH b +  О г~  +  N 0 2*
H b 0 2 +  N 0 2‘ —>MetHb +  0 2N 0 0 '
0 2NOCT +  0 22- -> N 0 2'  +  2 0 2- 
0 2'  +  N 0 2 - » 0 22'  +  N 0 2

Одним из основных механизмов токсического действия нитритов и 
нитратов является превращение гемоглобина в метгемоглобин и  обра
зование R и Т-конформеров Hb-NO комплексов [247]. При попадании 
нитритов в кровь вследствие взаимодействия ионов N 0 2“ с гемоглоби
ном образуются только стабильные R-конформеры Hb-NO комплексов, 
у которых железо гема присоединено к проксимальному гистидину. 
Восстановление ионов N 0 2‘ в N 0  вызывает R—»Т переход Hb-NO ком
плексов.

При взаимодействии ионов N 0 2~ с оксигемоглобином последний 
переходит в окисленную форму. Однако образование Hb-NO комплек
сов в течение первых 1-3 часов не происходит. Была предложена гипо
теза, согласно которой при взаимодействии гемоглобина с ионами 
N 0 2" происходит образование комплекса с перераспределением элек
тронной плотности, осуществляемой таким образом, что оксигемогло- 
бин переходит в квазиокисленное состояние. Предлагается два воз



можных направления по спонтанному и индуцированному окислению  
оксигемоглобина: к лигандсвязанному кислороду и к белку глобину [4]. 
Причиной того, что нитритные ионы не могут акцептировать электрон 
с оксигемоглобина, по-видимому, является наличие связанного с  гемом 
иона кислорода, который препятствует осуществлению контакта между 
донорской орбиталью гема и акцепторной орбиталью N 0 2' .  Однако 
после диссоциации оксигемоглобина происходит распад N 0 2~ и обра
зование N 0 ,  который прочно связывается с гемоглобином. Уменьше
ние сродства гемоглобина к кислороду, например при подкислении, 
приводит к более быстрому восстановлению N 0 2’ в N 0  и, следователь
но, способствует образованию прочных комплексов гемоглобин—NO. 
Все это снижает кислородтранспортную функцию гемоглобина. Из 
всех метгемоглобинемий нитритная хуж е всех подвергается лечению. 
Достаточно эффективным средством лечения нитритной метгемо- 
глобинемии является липоевая кислота. Найден защитный эффект уни- 
тиола, токоферола в экспериментах на животных. Хорошим протектор
ным действием в экспериментах обладает N aH C 03, инозин, аденозин. 
Выраженный защитный эффект проявляют соединения, способные 
утилизировать активные формы кислорода (АФК), а также разрушаю
щие НЬ (1У)-гемихром [17].

В результате взаимодействия окиси азота с  супероксидным радикалом 
образуется ONOO’. Деструктивное действие N0" во многом связано с об
разованием 0 N 0 0 ' ,  который и сам, и продукты распада его протониро- 
ванной формы (ОН* и N 0 2) повреждают или разрушают биологические 
структуры путем их окисления или нитрозолирования. Основной атаке 
0 N 0 0 '  подвергаются остатки тирозина, что сопровождается блокировани
ем тирозиназных сигнальных путей клетки. Протекторным действием об
ладают доноры SH-групп, способные взаимодействовать с  0 N 0 0 '  с обра
зованием нитротиолов. Время полужизни ONOO" при pH 7,4 и температу
ре 37°С около 1 сек. За это время он успевает диффундировать на расстоя
ние, равное нескольким клеточным диаметрам, обеспечивая сильные раз
рушительные процессы. При повышении N 0  до  2-4 мкМ способность 
СОД конкурировать с  N 0  за супероксид резко падает и синтез ONOO' уве
личивается. Степень токсичности NO/ONOO' определяется местом его 
образования. Гидрофобный, липофильный характер N 0  приводит к ком- 
паргменгализации его в липидном бислое, что припятствует его реакции с 
гидрофильным супероксидом. Однако внутри липидного слоя 0 N 0 0 '  спо
собен реагировать с продуктами ПОЛ [269]. Образование стабильных



R-NOj (органических нитратов) эффективно тормозит ПОЛ и, следова
тельно, является защитной клеточной реакцией.

Действие нитританионов на фоне лактоацидоза характеризовалось 
более высокой скоростью дезинтеграции эритроцитов, о  чем свиде
тельствовал более быстрый рост содержания метгемоглобина, умень
шение скорости поступления глюкозы в клетку. При действии нитри
тов на фоне лактоацидоза мы наблюдали снижение протекторного 
влияния доноров SH-групп (цистеина, унитиола), что возможно обу
словлено ингибирующим эффектом нитрозотиолов на глицеральдегид- 
фосфатдегидрогеназу и лактатдегидрогеназу [248].

3.4.2. Действие других лекарственных
и химических веществ на эритроциты
В  исследованиях многих авторов [174, 176] показано защитное дей

ствие L-аргинина при многих патологиях на эритроцитарные клетки. 
Особенно выражен этот эффект при гипоксических состояниях. По 
данным [37], полученным в экспериментах на крысах, L-аргинин слу
жит эндогенным источником NO in vivo (при введении его внутри- 
брюшинно) и in vitro при воздействии на клетки и ткани.

Нами было изучено влияние нитрита натрия и L-аргинина в эквимо- 
лярных концентрациях (2 мМ/л) на активность фосфолилазы А2. Действие 
in vitro сопровождалось ингибированием активности фермента, хотя эф
фект не был продолжительным и через 15 минут инкубации наблюдался 
рост активности фосфолипазы до исходного уровня.

Традиционным при ИБС является лечение с  применением нитро
препаратов, оказывающих значительный вазоделатирующий эффект за 
счет образования окиси азота.

В работах [22] было показано, что инкубация разнообразных нитрова- 
зодилаторов (органические нитраты, нитриты, тионитриты) с оксигемог- 
лобином приводит к его нитрозилированию и окислению до метгемогло
бина. Авторы считают, что подобные реакции имеют место и in vivo. 
Аутоокисление гемоглобина до гемихрома происходит при физических и 
химических воздействиях на белковую часть гемоглобина. Конформаци- 
онные перестройки приводят к сближению гемового железа с атомом азота 
дистального гистидина, который выступает в качестве внутримолекуляр
ного нуклеофильного заместителя. Для превращения гемоглобина в геми
хром требуются достаточно жесткие условия: нагревание, высокие кон
центрации сильных органических кислот, пиридина, мочевины, ацетилфе- 
нилгидразина [22 ].



Анионные (кислые) лизофосфатиды (ЛФ), такие как лизофосфати- 
дилсерин, лизофосфатидилэтанол, лизофосфатидилинозит, лизофосфа- 
тидная кислота, являются сильными эффекторами превращения как 
окси-, так и метгемоглобина в гемихром [8]. Цвитгерионные ЛФ (лизо- 
фосфатидилэтаноламин, лизофосфатидилхолин, лизофосфатидилсфин- 
гомиелин) практически не действуют на оксигемоглобин, а для актива
ции превращения метгемоглобина в гемихром требуются более высокие 
концентрации, чем кислых ЛФ. Нейтрализация отрицательного заряда на 
фосфатидной группировке кислых ЛФ кальцием (Са2+) приводит к пол
ной или частичной потере эффекторных свойств. Превращение гемогло
бина в гемихром индуцируют высокие концентрации ароматических 
карбоновых кислот, мочевины, производные гидрозина [8 ].

Процессы аутоокисления гемоглобина ускоряют одноэлектронные 
окислители, например феррицианид калия [232]. Уменьшение pH среды 
резко увеличивает скорость окисления гемоглобина с помощью ферри- 
цианида калия. Это может быть связано с протонированием дистально
го His молекулы белка и увеличением доступности иона железа гема 
внешним окислителям. Оксиформа гемоглобина более устойчива к 
окислению, чем дезоксиформа [76].

Аутоокисление гемоглобина, особенно в оксиформе, индуцируют 
жирные кислоты, оно сопровождается генерацией АФК [8 ]. С другой 
стороны, амидные производные жирных кислот, по данным D.E. Epps, 
1983 [цит. 22], теряют свойства окислительных эффекторов. В част
ности, этаноламиды насыщенных и моноеновых жирных кислот в ус
ловиях гипоксии приводят к блокированию Са2+-каналов и уменьшают 
скорость выхода ионов кальция из органелл. Было высказано предпо
ложение о возможности защиты кардиомиоцитов в условиях гипоксии 
с помощью этаноламидных производных жирных кислот. При экспе
риментальной проверке оно подтвердилось, наиболее сильное защит
ное воздействие оказывал олеоилэтаноламин [2 2 ].

Нами был осуществлен синтез и изучено протекторное действие 
]\'-(2-оксютил)-амида-цис-9-октадеценовой кислоты (ОЭА) на скорость 
дестабилизации эритроцитарных клеток в условиях гипоксии и лакто
ацидоза [105]. В  условиях лактоацидоза (7,5 мМ) ОЭА увеличивал спо
собность клеток к деформируемости, повышал процент осморезистент- 
ных клеток и снижал процент клеток с повышенной мембранной про
ницаемостью для мочевины. Наблюдалось также уменьшение скорости 
аутоокисления гемоглобина, повышение активных концентраций глю- 
козо-6 -фосфатдегидрогеназы, лактатдегидрогеназы и каталазы, увели
чение скорости поглощения глюкозы эритроцитами.



3.4.3. Действие антагонистов кальция, 
лигандов и блокаторов (З-адренорецепторов 
Нами было изучено действие антагонистов кальция (финаптин, ни- 

фегексал) и бета-блокаторов (талинолол, обзидан) в условиях лакто
ацидоза, характерного для крови больных ИБС. Добавление данных 
лекарственных препаратов в концентрациях, равных одноразовой тера
певтической дозе, сопровождалось уменьшением скорости метгемогло- 
бинобразования, снижением доли мембраносвязанного гемоглобина, 
улучшением мембранной проницаемости и механической резистентно
сти клеток, увеличением активных концентраций каталазы. Оптимизи
руя кальцийзависимые процессы, антагонисты кальция и бета- 
блокаторы стабилизировали работу основных систем клетки в условиях 
закисления и снижали процент поврежденных клеток.

Для более детального выявления механизма стабилизирующего 
действия бета-блокаторов на эритроцитарные клетки мы изучили влия
ние обзидана в условиях гиперадреналинемии (воздействующая кон
центрация адреналина превышала физиологическую в 20  раз). Инкуба
ция цельной крови в этих условиях сопровождается увеличением коли
чества адреналина, адсорбированного на мембране эритроцитов. Это 
дает возможность предполагать, что в начальный период времени об
зидан эффективно связывается с рецептором, а затем постепенно вы
тесняется лигандом [105]. Десенситизация рецепторов в присутствии 
обзидана идет более медленно за счет связывания антагониста, а высо
кая скорость разрушения адреналина по сравнению со временем полу- 
выведения обзидана обеспечивает стабилизацию мембраны и приводит 
к уменьшению подвижности анулярного слоя липидов вокруг бета- 
блокатора и затруднению интернализации рецептора. Уменьшение ско
рости интернализации рецепторов, с одной стороны, способствует свя
зыванию с ними адреналина и уменьшению интенсивности действия 
его на бета-адренорецепторы сосудов, с другой -  снижает повреждения 
эритроцитарной мембраны.

3 .5 . М ех а н и зм ы  р а зр у ш ен и я  эр и тр о ц и то в  
в н о р м е  и п р и  п ат о л о ги и

3.5.1. Внут рисосудист ы й гем олиз эрит роцит ов  
Основная масса эритроцитов разрушается путем фрагментации 

(эритрорексиса) с последующим лизисом и эритрофагоцитозом в органах 
ретикулогистиоцинарной системы, преимущественно в селезенке [160,



241, 260]. Нормальный эритроцит проходит синусы селезенки благодаря 
своему свойству изменять форму [155,160]. По мере старения эритроциты 
теряют способность деформироваться, задерживаются в синусах селезенки 
и секвестируются. Продолжительность жизни эритроцитов составляет 100- 
130 дней. Разрушение начинается уже в кровотоке. Эритроцит превраща
ется в микроцит, образуются обломки, шизоциты, которые фагоцитируют
ся макрофагами ретикулогистиоцинарной системы, где заканчивается рас
пад гемоглобина. За сутки разрушается более 200 млрд. клеток, и такое же 
количество молодых эритроцитов образуется и выходит в кровоток [260].

Внутрисосудистый гемолиз характеризуется распадом эритроцитов 
непосредственно в кровяном русле, в норме он не должен превышать 
10% от всех клеток. Это приводит к выходу свободного гемоглобина в 
плазму крови, его количество составляет в норме от 1 до 4 мг на 100 мл. 
Освобожденный гемоглобин связывается гаптоглобином, комплекс 
поглощается ретикулоэндотелиальной системой и разрушается.

Причиной развития патологического внутрисосудистого гемолиза 
могут стать различные повреждения мембраны эритроцитов. Они вы
зываются токсинами, АФК, излучениями, иммунными комплексами, 
избытком гормонов, лекарственными препаратами. Рядом авторов [160, 
175] отмечается, что преждевременный гемолиз клеток может произой
ти из-за осаждения на мембране эритроцитов агрегатов гемоглобина. 
Различные факторы, дестабилизирующие структуру гемоглобина и ин
дуцирующие его окисление, могут приводить к образованию в эритро
цитах включений, локализованных на внутренней стороне мембраны и 
жестко с ней связанных (тельца Гейнца) [255].

Продукты окисления гемоглобина и, в частности, гемихромы обладают 
высоким сродством к цитоплазматическому домену белка полосы 3. Свя
зывание гемихрома с этим доменом приводит к образованию кластеров 
и вызывает необратимые изменения в мембране эритроцитов. Этот 
процесс стимулирует образование аутоиммунных антител, сайты узна
вания для которых на внешней поверхности эритроцитов локализуются 
на эпитопе БП-3 [160]. Возможно, именно эти процессы и служат есте
ственным сигналом для деструкции эритроцитов in vivo.

Патологический гемолиз может возникнуть при наследственной не
полноценности мембран эритроцитов, недостаточности ферментов, 
нарушениях синтеза гемоглобина, вследствие изоиммунологического 
конфликта по групповой и резус-принадлежности крови матери и пло
да, избыточного количества эритроцитов. Усиленный гемолиз наблю
дается при микросфероцитарной, овалоцитарной анемиях, гемоглоби
нопатиях, физиологической желтухе и эритробластозе новорожденных 
[161 ,196].



3.5.2. Апоптоз эритроцитов млекопитающих
Апоптоз -  запрограммированная гибель клеток. Процесс апоптоза 

связан с фрагментацией ядерного материала, образованием апоптозных 
телец (фрагментов клетки, окруженных мембраной) [192]. Приме
нительно к клеткам животных и человека апоптоз связан с активацией 
каспаз, представляющих собой семейство эволюционно консерва
тивных цистеиновых протеаз, специфически расщепляющих белки по
сле остатков аспарагиновой кислоты. Мишенью каспаз является по- 
ли(АДР-рибозо)полимераза (ПАРП), фермент, участвующий в про
цессах репарации ДНК.

Особую форму апоптоза претерпевают эритроциты млекопи
тающих. Потерю ядра эритробластом можно рассматривать как форму 
апоптоза. Есть два мнения на механизм потери ядра эритроцитарными 
клетками млекопитающих: 1)  на этапе эритробласта ядро выталки
вается из клетки и пожирается макрофагом [158]; 2 ) деструкция ядра с 
образованием телец Жолли и их последующий распад и лизис внутри 
клетки. Лишенный ядра и митохондрий эритроцит, по-видимому, пред
ставляет собой клетку с включенной программой гибели. Однако мно
гие детали механизма «исполнения» этой программы еще предстоит 
выяснить. Наличие гликолитического процесса, систем антиокисли- 
тельной защиты клетки, систем регуляции и сохранения гомеостаза 
позволяет эритроциту эффективно выполнять кислородтранспортную 
функцию, а также участвовать в сохранении организменного гомеоста
за, рецептируя избыток информационных молекул, адсорбируя на мем
бране различные ксенобиотики и  т. д. Кроме того, в определенных ус
ловиях ускоряется процесс протеолитической деградации гемоглобина, 
что сопровождается генерацией в плазму биологически активных пеп
тидных соединений.

Изменение условий функционирования эритроцитов, как показали 
наши исследования, оказывает существенное влияние на скорость реа
лизации программы апоптозной гибели данных клеток [105]. Лакто
ацидоз дозозависимо сопровождается уменьшением сродства гемогло
бина к кислороду и ускорением процессов метгемоглобинобразования, 
что способствует нарастанию энергодефицита клетки и более быстрой 
дестабилизации мембраны и метаболических систем эритроцита. Если 
условия лактоацидоза переходят в хроническую форму, процент по
врежденных клеток в циркулирующей популяции постепенно возраста
ет, что выявляется у больных ИБС, а также у  больных с анемиями. Это 
приводит к ухудшению кислородтранспортной и адаптивной функций 
клеток и усугублению явлений гипоксии. Более быстрая гибель клеток 
и активация эритропоэза может исчерпать компенсаторные возможно



сти организма и будет наблюдаться обострение заболевания. Повреж
дения популяции клеток еще быстрее развиваются при сочетании лак
тоацидоза с гипогликемией, так как это усугубляет энергодефицит и 
способствует ускорению дезинтеграции мембран. Вместе с тем, избы
ток глюкозы также дозозависимо ускоряет процессы дезинтеграции 
эритроцитов за счет неспецифического гликирования белков и, прежде 
всего, гемоглобина. Лактоацидоз увеличивает процент поврежденных 
клеток и в условиях гипергликемии.

Нитропрепараты, стимулируя метгемоглобинобразование, ускоряют 
процессы дезинтеграции клеток, лактоацидоз усугубляет их действие, и 
степень повреждений нарастает. Нитрозотиолы в условиях избытка 
молочной кислоты утрачивают протекторные свойства и способствуют 
ускорению старения эритроцитов. Антагонисты кальция и бета- 
блокаторы в условиях лактоацидоза оказывают положительное воздей
ствие, уменьшая скорость дезинтеграции клеток. Гипоксия и реоксиге- 
нация сопровождаются ускорением старения и апоптозной гибели 
эритроцитов. В этих условиях эффективно замедлить этот процесс 
можно добавлением антиоксидантов и мембранотропных соединений.

Осуществление программы апоптозной гибели эритроцитов связано 
с процессами протеолитической деградации гемоглобина и секрецией 
биологически активных пептидов эритроцитами. Изменение спектров 
пептидов в зависимости от степени дезинтегрированности мембран 
позволяет предположить наличие новых условий для реализации адап
тивно-компенсаторной функции эритроцитов. Оценка популяции по 
степени дезинтеграции и скорости протекания процессов старения мо
жет служить отправной точкой для определения возможностей вклю
чения компенсаторных механизмов, ликвидирующих патологические 
изменения гомеостаза.



Глава 4 
Методы изучения 

эритроцитов человека

4 .1 . О т м ы в к а  эр и тр о ц и то в
и р а зд ел ен и е  и х  н а  ф р а к ц и и

Отмывка. Выделение эритроцитов из цельной крови осуществляет
ся трехкратной отмывкой крови 0,154 М  холодным (+4+8 С) раствором 
хлористого натрия, доведенного до  pH 7,2 двухзамещенным фосфатом 
натрия 0,2 М. Режим центрифугирования: 600g, 10 минут, температура 
-  +4 + 6  С. Предварительно рекомендуется осуществить первое центри
фугирование в том же режиме, но без добавления раствора хлористого 
натрия и убрать плазму. Отмывочный раствор добавляется в соотноше
нии не менее 5:1 (на 1 мл суспензии форменных элементов 5 мл рас
твора хлористого натрия). После последнего центрифугирования надо- 
садочная жидкость убирается непосредственно перед дальнейшими 
исследованиями.

Если предполагается некоторое время сохранять фракцию, можно 
не отсасывать надосадочную жидкость и поместить пробирки в холо
дильник, но не более чем на один час. Более длительное сохранение 
фракции чистых эритроцитов возможно только при отсасывании над- 
осадочной жидкости и добавлении в соотношении 1:1 раствора Ринге- 
ра-Локка или Хенкса, но не более чем 4-6 часов. Отсутствие плазмен
ных белков дестабилизирует эритроциты, поэтому чистая фракция кле
ток быстро повреждается. Сохранить клетки возможно только в цель
ной крови при температуре + 8 + 1 0  С в течение 1-2  суток (максимум).

Разделение эрит роцит ов на  фракции по  возрасту. В  перифе
рической крови циркулируют эритроциты различного возраста (от 0  до 
120 дней). Самые молодые клетки эритроцитарного ряда, попадающие 
в периферическую кровь, -  это ретикулоциты. П о мере созревания 
эритроциты становятся плотнее, их объем уменьшается. Поэтому 
большинство методов сепарации (разделения) эритроцитов по возрасту 
основано на различии их плотности. Наиболее легкие и крупные клетки -



ретикулоциты -  концентрируются в верхних слоях эритроцитарного 
столба при применении центрифугирования. Однако при разделении 
эритроцитов по плотности быстрое всплывание легких фракций клеток, 
которое происходит в первые несколько секунд, препятствует даль
нейшей миграции эритроцитов различной плотности. В  связи с этим 
для улучшения возрастной сепарации эритроцитов стали применять 
разделение в градиенте плотности разных сред.

Для выделения возрастных фракций эритроцитов в различное время 
применяли: 30%-ный раствор альбумина, эфиры фталатов, фиколл, 
арабиногалактан, ренографин с фиколлом, людокс с поливинил- 
пирролидоном, декстран, ренографин с арабино-галакганом, фиколл- 
верографин и другие [38]. В се эти вещества имеют недостатки: они 
могут быть неизотоничными и гемолизировать клетки, не смешиваться 
с водой, токсически повреждать эритроциты.

Описано использование среды, состоящей из суспензии перколла в 
растворе ренографина. М етод прост, быстр в проведении, нетоксичен 
для эритроцитов. В  верхней фракции эритроцитов можно получить 
обогащение ретикулоцитами более чем в 10 раз. Среда изотонична, 
низкой вязкости, с  физиологическим pH.

Предложен метод разделения по плотности путем центри
фугирования при 30°С с использованием углового ротора в режиме 
1500 об/мин (500g) в течение 1 часа. Применение углового ротора 
улучшает внутреннюю циркуляцию клеток, а температура 30  С умень
шает вязкость крови.

Р азделение эрит роцит ов на  ф ракции м ет одом  серийного центри
фугирования  (Авраамова, 1975). Свежезабранную кровь с цитратом 
натрия в отношении 1:9 центрифугировать с угловым ротором при 600- 
700g (4°С) в течение 20  минут. Осторожно собрать плазму, удалить 
лейкоцитарную пленку. Затем отобрать верхнюю половину эритроци
тарного столба и перенести в новую пробирку, ресуспендировать плаз
мой на 50% и  центрифугировать в том ж е режиме. Процедуру повто
рить 4  раза. М етод позволяет отделить фракцию молодых клеток от 
старых.

Чистоту фракций можно оценить по индексу фильтруемости и ак
тивности глюкозо-6 -фосфатдегидрогеназы. У молодых клеток эти по
казатели должны быть достоверно выше, чем у старых.



Определение общ его гемоглобина циангемоглобиновьт  методом  
(используются стандартные наборы).

Реакт ив Д рабкина  содержит 1 г кислого углекислого натрия; 0,2 г 
феррицианида калия (красная кровяная соль) и 50 мг цианистого калия 
на 1000 мл раствора в диет. воде. Можно воспользоваться наборами для 
определения гемоглобина, где имеется также стандартный раствор ге
моглобина (150 г/л).

Х од определения: 20 мкл свежевзятой крови или суспензии отмытых 
эритроцитов добавить в 5 мл реактива Драбкина. Перемешать. Через 15 
минут измерить оптическую плотность против реактива Драбкина, 
длина волны 540 нм, кювета 1 см. Одновременно определяется ОП 
стандартной пробы: 20 мкл стандартного раствора +  5 мл реактива 
Драбкина.

Расчет: ДЕ оп. /  ДЕ ст. х 150 =  X  НЬ г/л (мг/мл).
Гемоглобин легко подвергается окислению путем отдачи одного 

электрона и редукции, что может являться как источником, так и резер
вуаром гашения свободных радикалов. Автоокисление гемовых струк
тур продуцирует супероксид Ог и косвенно через его дисмутацию пе
рекись водорода Н2О2. Гемоглобин также взаимодействует с редокс- 
активными ксенобиотиками и  метаболитами, образуя ксенобиотиче- 
ские радикалы и другие виды оксидантов, что часто сопровождается 
окислительной денатурацией гемоглобина. Это регистрируется как на
личие в клетках телец Хайнца [280].

Окисление оксигемоглобина продуцирует супероксид и метгемог- 
лобин. Если глобиновые структуры дестабилизированы, метгемоглобин 
может превратиться в гемихром, в котором процессы денатурации идут 
легко. Гемихромы представляют собой главные компоненты телец 
Хейнца. Термин холегпобин  используется для описания денатурирован
ного гемоглобина, в котором порфириновое кольцо было гидроксили- 
ровано и раскрыто. Феррилгемоглобин (НЬ2+Н 20 2) -  это Fe IV комплекс 
с перекисью водорода, образуется при реакции метгемоглобина с пере
кисью водорода.

Реакции взаимодействия оксиНЬ или метНЬ с радикал- или окси- 
дантгенерирующими системами могут исследоваться спектрально, как 
в очищенных растворах гемоглобина, так и в суспензии эритроцитов и 
цельной крови. Спектры pH-зависимы, поэтому требуют строгого со
блюдения определенного pH среды.



Оценить скорость процессов аутоокисления гемоглобина и соотно
шение форм гемоглобина можно, используя различные методы, пред
ставленные ниже.

О пределение окси-, дезокси- и м ет ф орм ы  и д ругих ф орм гем огю би-  
на. [14, 77, 280]. Для определения соотношения форм гемоглобина ис
пользовали измерение оптической плотности гемолизатов в 5 мМ Na- 
фосфатном буфере, pH 7,4 максимумов поглощения: оксигемоглобина 
-  577 нм; дезоксигемоглобина -  554 нм; метгемоглобина -  630 нм. Ко
личество выражали в процентах к общ ему содержанию гемоглобина.

Х од  определения. В 5 мл 5 мМ натрий-фосфатного буфера, pH 7,6 
добавить 2 0  мкл либо цельной крови, либо суспензии отмытых эритро
цитов. Перемешать, эритроциты при этом должны полностью гемоли- 
зироваться. Сразу ж е провести измерения оптической плотности при 
трех длинах волн против фосфатного буфера. Расчет проводится по 
формулам:

Д Е А.577 х 100
оксиНЪ, % = _______________________________

I  Д Е А.577 +  Д Е Х554 + Д Е Х630

Д Е \5 5 4 *  100
дезоксиНЬ, % = _________________________________

X  Д Е Х577 +  Д Е Х554 +  Д Е Х.630

ДЕЯбЗО х 100
метНЬ, % = _________________________________

Х А Е  Х.577 +  Д Е Х554 + А  Е Ш 0

М ожно рассчитать и более точное соотношение форм гемоглобина 
для смесей чистых белков [280].

Если в смеси присутствуют только окси- и  метгем оглобин, то их со
отношение можно посчитать п о следующим формулам: 

оксиНЬ, рМ =  66А577 — 80Абзо 
метНЬ, рМ =  279Абзо -  3 ,0А 577
Для оксигемоглобина можно также использовать при расчете сле

дующую формулу:
оксиНЬ, рМ  =  А 577/0 ,0 1 10
Растворы, вклю чаю щ ие гемихром и холеглобин. Если в результате 

аутоокисления или окисления ксенобиотиками образуются также геми



хром и хояеглобин, последний следует осадить центрифугированием 
(lOOOg, 1 мин). Измерьте ОП при следующих длинах волн: 560, 577, 
630 и 700 нм. Из каждого показания (кроме 700 нм) отнимите вклад 
холеглобина -  А 700- 0,005 (если концентрация оксигемоглобина при
мерно 40  цМ). Затем вычислите микромолярные концентрации окси-, 
метгемоглобина и гемихрома.

оксиНЬ, рМ =  119А577 -  39А6зо -  89А 560 
метНЬ, рМ =  28А577 +  307А63о -  55А560 
гемихром, рМ =  -  133А577 -  1 14А630 +  233А  
Растворы, вклю чающ ие феррилгемоглобин.
Количество феррилгемоглобина рассчитывается по формуле: 
феррилНЬ =  96А560 -  55А 577 -  47Аб30. При этом метгемоглобин и ок

сигемоглобин рассчитываются п о следующим формулам: 
метНЬ =  -  82А 560 +  43А 577 +  3 1 9А63о 
оксиНЬ ~  4 А 35о^ 6 8 As77 — 83А33о.
Тиолокисление гемоглобина. Тетрамер гемоглобина включает шесть 

цистеиновых остатков. Четыре спрятаны и практически недоступны 
для оксидантов, а  два остаются незащищенными. Тиолокисление может 
быть измерено с  помощью реактива Эллмана — 2,3-дитиобис(5- 
нитропиридин). Преимущество этого реактива состоит в том, что пик 
его поглощения не совпадает с  пиком Сорета гемоглобина.

Анализ содерж ания свободны х тиолов. Разбавленный раствор гемо
глобина (концентрация 5-15 рМ ) в 10 мМ фосфатном буфере, pH 8,0 -  1 
мл, 2,3-дигиобис(5-нитропиридин) 10 мМ (3,1 мг/мл этанола) -  10 мкл. Че
рез 20 минут промерить ОП на длине волны 360 нм против раствора, не со
держащего гемоглобин, но содержащего все остальные компоненты. Для 
расчета используется молярный коэффициент, равный 14,0 mM'Vcm'1. 
Для расчета общего количества тиоловых групп применяются те же 
реактивы, только в фосфатный буфер добавляют 1% додецилсульфата 
натрия.

О пределение м ем браносвязанного гемоглобина  [218]. Использовали 
основу метода, описанного З.С. Токтамысовой, Н.Х. Биржановой 
(1990) с применением гемолизирующего буфера.

Ход определения. 20 мкл отмытых эритроцитов или цельной крови 
внести в 5 мл 0,05 М фосфатного буфера, pH 7,6. Определить оптиче
скую плотность при длине волны 540 нм (кювета 10 мм) (Д Е |). Затем 
пробы центрифугировать при 3000-4500g в течение 15-10 минут (соот
ветственно ускорению) и вновь измерить оптическую плотность при 
длине волны 540 нм (Д Ег).



Количество мембраносвязанного гемоглобина выражается в про
центах по отношению к пробам до центрифугирования.

Мембр.св. НЬ, % =  (Д Е| -  Д Е2)  * 100 /  Д Е,
О пределение скорост и химического окисления гемоглобина  [162]. 

Используется как основа метод А.Е. Мышкина и Л.Д. Богдановой 
(1990).

Х од  определения. 0,15 мл водного гемолизата эритроцитов или 
цельной крови 1:20 добавить в 4  мл 5 мМ Na-фосфатного буфера, pH
7,2. Окисление проводится 0,2 мл 3,0 * 10‘5М раствором феррицианида 
калия. Оптическая плотность измеряется сразу после добавления желе
за и через 10 минут в области поглощения оксигемоглобина -  577 нм.

Расчет производится по формуле:
X  мкМ оксиНЬ /мин на г НЬ в л гемолизата =  ДЕ х  4,35 х  1000/ 

15,37 х  10 х  0,15 х  гНЬ/л, где:
Д Е -  разница оптической плотности (начальной и через 10 минут);
4,35 -  объем пробы, в которой проводится измерение, мл;
1 000  -  пересчет на л;
15,37 -  молярный коэффициент экстинкции оксиНЬ на длине волны 

577 нм;
10  -  время измерения, мин;
0,15 -  количество гемолизата, мл;
гНЬ/л — содержание гемоглобина в г/л.
О пределение т елец Хейнса  в  инт акт ны х эрит роцит ах  [280]. Осаж

дение гемоглобина внутри клеток в виде телец Хейнса может быть 
оценено определением числа и размера включений в фиксированном 
количестве эритроцитов, окрашенных метиленовым фиолетовым и на
блюдаемых с помощью микроскопа. Простая количественная оценка 
относительного числа телец Хейнса может быть осуществлена с помо
щью гипотонического разрушения и измерения мутности полученного 
раствора.

Ход определения. Лизис клеток осуществляется 5 мМ фосфатным 
буфером, pH 7,4. Добавляется 0,1 мл 10%-ной клеточной суспензии в 
1 мл буфера, перемешивается, оставляется на 15 минут. Измеряется ОП 
при длине волны 700 нм против буфера. Затем следует отцентри- 
фугировать 1 минуту при 1000g и снова измерить ОП. Разность пока
зывает количество телец Хейнца.



Выделение и  кристаллизация гемоглобина
Эритроциты отмываются физиологическим раствором от плазмы и 

других клеток. Затем гемолизируются 10-кратным объемом дистилли
рованной воды с добавлением 5%-ного диэтилового эфира. Гемолизат 
центрифугируют при 650g (3000 об/мин) в течение 10 минут. Надоса- 
дочную жидкость оставляют на ночь при 4°С. На следующий день до
бавляют равный объем насыщенного раствора сульфата аммония и 
удаляют образующийся осадок фильтрованием. Фильтрат снова остав
ляют на ночь при той ж е температуре, затем кристаллы оксигемогло
бина собирают фильтрованием на воронке Бюхнера.

Гемоглобин можно выделить одноэтапно с помощью колоночной 
хроматографии гемолизата на DEAE-Sephadex. В 3 мл гемолизата с 
концентрацией гемоглобина 1 г/мл добавить 3 мл 50 мМ ТРИС-буфера, 
содержащего 0,1 мМ EDTA, pH 8,3 и нанести на колонку с DEAE- 
Sephadex А-50 (размер колонки 25 х 1,5 см), промытого вышеуказан
ным буфером. Гемоглобин элюируется со скоростью 0,5 мл/мин. Линей
ный градиент pH создает 350 мл начального буфера с  pH 8,3 и 350 мл 
буфера, доведенного до  pH 7,0 с помощью НС1 [280].

4 .3 . М ет о д ы  и ссл ед о в а н и я  со сто я н и я
м ем б р а н ы  эр и т р о ц и т о в

О пределение осмотической резист ент ност и эрит роцит ов [176]. 
Х од определения. В 5 мл Na-фосфатного буфера 5 мМ, pH 7,2, содер
жащего 68,5 мМ хлористого натрия, добавить 20 мкл цельной крови 
или фракции чистых эритроцитов. Центрифугировать в режиме 600g 15 
минут. Измерить ОП при длине волны 540 нм, кювета 1 см (Е|). Затем 
в каждую пробу добавить 0,1 мл 2 0 %-ного раствора тритона Х -1 0 0  для 
полного гемолиза. Пробы тщательно перемешать до получения про
зрачности. Измерить ОП при той ж е длине волны (Е?).

Расчет: % погибших клеток =  Е| х 100 /  Е2 ;
% резистентных клеток =  (Е2 -  Ei) х 100 /  Е2
О пределение м ем бранной проницаемости для м очевины  [92]. Ис

пользуется смесь 0,154М растворов мочевины и хлористого натрия в 
соотношении 45:55.

Ход определения. В 5 мл смеси добавить 20 мкл цельной крови или 
суспензии фракции чистых эритроцитов, центрифугировать в режиме 
600g 15 минут. Измерить ОП при длине волны 540 нм, кювета 1 см (Ei). 
Мембранную проницаемость определяют по степени гемолиза по от



ношению к 100%-ному. Полный гемолиз осуществляют добавлением  
0,1 мл 20%-ного раствора тритона Х-100. Пробы тщательно перемеши
вают и измеряют ОП при той ж е длине волны (Е2).

Расчет: % разрушенных клеток =  Е| я 100 /  Е2
О пределение ст епени механического гемолиза  [158, 176]. Ход опре

деления. Пробы эритроцитов или цельной крови в соотношении 1:20 
помещают в 25 мМ раствор ТРИС HCL, pH 7,4 и инкубируют при 37°С 
в течение 10 минут. Далее пробы центрифугируют при 600g 10 минут. 
Оптическую плотность измеряют на длине волны 540 нм (Е,). Степень 
механического гемолиза рассчитывают в процентах гемолизированных 
клеток по отношению к полному гемолизу. Осуществляют полный ге
молиз добавлением 0,1 мл 20%-ного раствора тритона Х-100. Измеряют 
ОП при той ж е длине волны (Е2).

Расчет: % разрушенных клеток =  Е) х 100 /  Е2
Определение ст епени гликозилированност и мем бран  эрит роцит ов  

[223]. Для определения степени гликозилированности использовали 
принцип, описанный у Б.И. Фелькорена и соавт. (1991).

Метод основан на способности гликозилированных остатков белков 
восстанавливать нитросиний тетразолий в щелочной среде. Концентра
ция нитросинего тетразолия 0,75 мМ в 0,1 М карбонатном буфере, pH 
10,35.

Ход определения. 100 мкл суспензии эритроцитов гемолизировать в 
20 мл холодной диет, воды, центрифугировать при 7500g, осадок мем
бран промывать 0,09%-ным раствором хлористого натрия и центрифу
гировать в том ж е режиме. Полученные мембраны ресуспендировать в 
0,2 мл 0,09% -ного хлористого натрия. К 0,1 мл суспензии мембран до
бавить 2  мл раствора нитросинего тетразолия, инкубировать при 37°С и 
измерить ОП через 10 минут (длина волны 540 нм, кювета 0,5 см) и 
через 25 минут. Контроль -  0,1 мл диет, воды и 2 мл нитросинего тет
разолия. Степень гликозилированности мембранных белков выразить в 
единицах прироста оптической плотности за 15 минут.

Х (у .е .)  =  Д Е х  100
Определение индекса ф ильт руемост и эрит роцит ов  [278]. Исполь

зуется фильтр немецкой фирмы Filtrak желтой или красной маркиров
ки, укрепляется в установке, напоминающей пяльцы. Следует избегать 
фильтров со слишком малой и слишком большой скоростью фильтра
ции буфера (оптимум — 20-25 сек).

Ход определения. Измерить время фильтрации t| (сек) 0,2 мл 0,145 М 
хлористого натрия, содержащего 20 мМ Na-фосфатного буфера, pH 7,4  
путем нанесения его в центр фильтра. Затем на центр фильтра нанести



0,03 мл суспензии эритроцитов, разбавленной 0 ,154 М  раствором хло
ристого натрия (1:1) или цельной крови. Время фильтрации эритроци
тов - t2.

Индекс фильтруемости определяется как отношение t|/  t2 . Выража
ется в условных единицах (у.е.).

М одиф икация м ет ода определения индекса ф ильт руемост и эрит
роцит ов  [39]. Рассчитывается отношение диаметра пятна растекания 
суспензии эритроцитов к диаметру пятна растекания физиологического 
раствора.

Используются фильтры марки Filtrak-388, растянутые на рамке. 
Строго в центр наносят вертикально 0 ,2 мл физиологического раствора. 
Через 60 сек после полного растекания пятна наносят 20  мкл суспензии 
отмытых эритроцитов, доведенных до  60%-ного гематокрита. Диамет
ры пятен измеряют и рассчитывают их отношение, выражают в про
центах:

ИД ФЭ =  Д  эр. /  Д  физ. раствора х 100%.
О пределение электродиффузионного пот енциала (ЭДП) пробоя 

м ем браны эрит роцит ов [183]. П ринцип м ет ода: при помещении эрит
роцитов в изоосмотическую гипохлоридную сахарозную среду проис
ходит обмен CL" <-эОН' через мембрану, за счет которого на ней гене
рируется трансмембранный водородный потенциал. При достижении 
критической величины потенциала (р* возможно явление электриче
ского пробоя мембраны, при котором предполагается сильный ток К* 
наружу через поры.

Определяя зависимость генерируемого потенциала Д рН  от внешней 
концентрации ионов CL", можно найти точку отклонения от логариф
мической зависимости, она и будет соответствовать <р *.

Ход определения. В систему, содержащую 10 мл смеси сахарозы и хло
ристого натрия (см. табл.), добавить 0 ,2  мл суспензии отмытых эритроци
тов. Начальная pH 7,2 доводится ex temporae в кювете pH-метра. Фиксиру
ется максимальная ДрН в каждой концентрации ионов хлора.

Расчет потенциалов и определение <р * проводятся с использованием 
формулы Нернста, которая при условии lg  Co/Q =  ДрН  и температуре 
20 С превращается в

Дф = 58 х  Д рН (мВ)



Соотношение компонентов смеси 
для определения ЭДП пробоя мембраны эритроцитов

N Сахароза 
290 мМ, мл

Хлористый 

145 мМ, мл

Хлористый 
натрий 

14,5 мМ, мл

Концентра- 

ионов хлора

Логарифм
отношения

Co/Ci
1 8,0 2,0 29,0 0,67
2 9,0 1,0 14,5 1
3 9,6 0,4 5,8 1,4
4 9,9 0,1 1,45 2,0
5 9,75 0,25 0,362 2,6
6 9,9 0,1 0,145 3,0

Вычислив таким образом Д<р для каждой концентрации ионов хло
ра, строят график зависимости Д<р= f  (lg  С0/С,)- Перегиб зависимости 
будет соответствовать ср *.

Обычные изменения потенциала лежат в области 40-70 мВ.

Определение активности 
ферментов -  маркеров состояния мембраны

Эритроциты человека содержат два типа пиридиннукле- 
отидцегидрогеназ, связанных с процессами восстановления метгемо
глобина в оксигемоглобин: НАДН-дегидрогеназу -  НАДН-цитохром- 
bs-редуктазу и флавинзависимую НАДН-дегидрогеназу [113]. Первый 
фермент находится в эритроцитах в меньшем количестве, но его удель
ная активность выше. НАДН-цитохром-Ь5-редуктаза может существо
вать в водорастворимой и мембраносвязанной формах.

Определение м ет гем оглобинредукт азной акт ивност и эрит роцит ов  
(НАДН -цит охром -Ьуредукт аза) [256]. Подгот овка гемолизат а для  
проведения исследований: в 0,1  мл упакованных эритроцитов добавить 
0,2 мл 0,2% -ного раствора тритона Х-100 и 0,7 мл диет. воды. Полу
ченный гемолизат можно использовать для определения активности 
ферментов, содержания молочной кислоты и восстановленного глута
тиона в эритроцитах (основной гемолизат).



О метгемоглобинредуктазной активности судят по способности 
эритроцитарных гемолизатов восстанавливать феррицианид калия в 
присутствии НАДН [256].

Х од  определения. Инкубационная смесь содержит 10 мМ ТРИС- 
HCL с 5 мМ ЭДТА, pH 8,0; 0,2 мМ феррицианида калия; 0,2 мМ НАДН.

На 3,5 мл инкубационной смеси добавляют 20 мкл гемолизата, со
держащего 3,5-4 г гемоглобина на 1 л. Для этого основной гемолизат 
разводят дистиллированной водой в 4 раза. Для определения мембра
носвязанной формы можно использовать 0 ,2  мл теней эритроцитов в 
0,2%-ном тритоне Х-100.

Падение оптической плотности регистрируют на длине волны 340 нм 
в течение 10 минут при температуре 37°С. Следует учитывать нефер
ментативное взаимодействие НАДН с феррицианидом калия за этот 
промежуток времени с помощью подготовки контрольной пробы, не со
держащей гемолизата.

При расчете используют молярный коэффициент НАДН (длина 
волны 340 нм), который равен 6220 JVT'cm'1, активность выражают в 
мкМ НАДН/мин на гНЬ в литре гемолизата или в мМ/мин без пересче
та на количество гемоглобина в гемолизате.

Гемоглобин определяют циангемоглобиновым методом с исполь
зованием реактива Драбкина и стандартных наборов.

Оценка метгемоглобинредуктазной активности в интактных 
эритроцитах. М ожет быть проведена по скорости превращения метге
моглобина в гемоглобин.

Х од  определения. Чистую фракцию клеток обработать 5 мМ нитри
том натрия для образования метгемоглобина. Примерное соотношение: 
1 мл суспензии 1 :1 с  0,154 М раствором хлористого натрия и 20 мкл 
5 мМ нитрита натрия. После 5-минутного воздействия клетки отмыть 
от нитрита натрия в режиме обычного отмывания. Определить количе
ство метгемоглобина в пробах.

Провести 5-минутное инкубирование клеток при 37°С в растворе, 
содержащем 30 мМ глюкозы и 5 мМ лактата натрия (соотношение 1:1), 
что должно сопровождаться восстановлением метгемоглобина. Отмыть 
эритроциты от среды инкубации и снова определить метгемоглобин.

Расчет ведется по разнице в содержании метгемоглобина, отнесен
ной к времени инкубации (5 минут).

Определение акт ивност и ацетилхолинэстеразы  [264]. Активность 
определяется по методу Эллмана в модификации H.lgusu и соавт. 
(1980).



Основной гемолизат разводится в 20 раз дистиллированной водой 
перед определением активности фермента.

Х од  определения. Инкубационная смесь содержит 0,1 М  фосфатный 
буфер, pH 7,4; 0,015 мМ ацетилтиохолина, 0,1 мкМ реактива Эллмана 
(5,5'-дитиобис-2-нитробензойная кислота); 0,1  мл разведенного гемоли
зата на 2,9 мл инкубационной среды. Инкубировать 10 минут при 37°С. 
Регистрировать изменение оптической плотности при длине волны 412 нм 
до и после инкубации.

При расчете активности использовать коэффициент молярной экс- 
тинкции для тионитрофенольного аниона (ТНФА) реактива Эллмана, 
образующегося в ходе реакции: е X4i2 =  11400 М  'см'1.

Активность выразить в мкМ ТНФА/мин на грамм гемоглобина в 
литре гемолизата.

О пределение акт ивност и 5 -нукчеотидазы  [189]. Систематическое 
название: 5'-рибонуклеотид-фосфогидролаза, фермент специфически 
гидролизует 5 -нуклеотиды. 5'-нуклеотидаза -  ведущая составная часть 
регуляторной системы метаболизма нуклеиновых кислот, синтеза и 
трансмембранного транспорта аденозина. Активация данного фермента 
при стрессе может свидетельствовать об  ослаблении связи фермента с 
мембраной по причине деградации фосфолипидного бислоя.

Для определения активности используют следующий гемолизат: 
0,1 мл отмытых эритроцитов, упакованных при 600g (1 0  минут) +  0 ,2  
мл 0,2%-ного тритона Х -100 +  0,1 мл 1%-ного раствора ЭДТА +  0,6 мл 
диет. воды.

Х од определения. Инкубационная среда содержит 4,0 мМ АТФ;
1,0 мМ хлористого магния; 50 мМ ТРИС-HCL, pH 7,0; t=  37°С. Время 
инкубации 60  минут. Общий объем среды 0,5 мл.

Реакцию останавливают 1 мл 10%-ного холодного раствора ТХУ ки
слоты. В  пробах определяют количество неорганического фосфата [59].

Контрольные пробы: 1) содержание фосфора в исследуемом мате
риале (проба без инкубации); 2 ) содержание свободного фосфора в 
АМФ (инкубация без добавления исследуемого материала).

Расчет проводится с использованием стандартной пробы, и актив
ность выражается в мкМ Рн /мин на грамм гемоглобина в литре гемоли
зата.

О пределение N a +, JC ,-АТФ -ной акт ивност и  [240]. Подготовка гемо
лизата: 1 мл отмытых эритроцитов инкубируют с  1 мл 1%-ного ТВИН-20 
на 0,25 М растворе сахарозы в 0,02 М ТРИС, pH 7,6 в течение 60 минут



при комнатной температуре. Затем взвесь разводят в 2 раза 0,25 М са
харозой с ТРИС-буфером (без ТВИН-20).

Х од определения. Инкубационная среда содержит: 50 мМ ТРИС- 
HCL; 1 мМ ЭДТА; 100 мМ NaCL; 10 мМ KCL; 2 мМ АТФ; 3 мМ 
MgCL2, 0,1 мл суспензии эритроцитов.

Инкубация проводится при 37°С в течение 30 минут. Реакцию оста- 
новливают добавлением 0,2 мл 5%-ной ТХУ.

В пробах определяется содержание фосфора неорганического (лю
бым чувствительным методом). Одновременно ставятся контрольные 
пробы на содержание фосфора неорганического в исследуемом мате
риале до инкубации и в растворе АТФ.

Активность выражается в мкМ Р,/мин на грамм гемоглобина в лит
ре гемолизата.

О пределение акт ивност и Са2'  АТФ -азы  [80]. Эритроциты отмывают 
3-4 объемами среды, содержащей 150 мМ хлористого натрия, 10 мМ 
ТРИС-HCL, pH 7,4. Последняя отмывка осуществляется средой А  (135 мМ 
KCL, 10 мМ ТРИС-HCL, 10 мМ HEPES, pH 7,4; 0,025 мМ MgCL2.

Ход определения. Отмытые эритроциты вносят в среду В, содержа
щую 135 мМ KCL, 0,04%-ного сапонина, 10 мМ ТРИС, 10 мМ HEPES, 
0,025 мМ MgCL2, 1 мМ АТФ, 1 мМ ЭГТА, 1,1 мМ  СаСЬ2, pH 7,4. Соот
ношение 1:5. Одновременно готовят пробу со средой, содержащей все 
компоненты, кроме хлористого кальция. Инкубируют пробы при 37°С в 
течение 20  минут. Реакцию останавливают добавлением ТХУ кислоты 
д о конечной концентрации 5%. В пробах определяют содержание фос
фора неорганического любым чувствительным методом. Активность 
Са +АТФ-азы определяют по разнице накопления фосфатов в пробах с 
кальцием и без него.

Определение акт ивност и фосфолипазы А 2 [23]. Ферментный препа
рат получают путем гемолиза трижды отмытых 0,154 М раствором 
хлористого натрия эритроцитов или используя сразу цельную кровь. 
Гемолиз вызывают добавлением равного объема охлажденной дистил
лированной воды. Экстракцию проводят 2 М раствором NaCL в тече
ние 10 минут при 37°С (соотношение 2:1). Ферментный препарат гото
вят смешиванием равных объемов экстракта и ТРИС-буфера 0,05 М, 
pH 7,5. В качестве субстрата используют 10%-ный раствор лецитина в 
растворителе, состоящем из 95%-ного диэтилового эфира и 5%-ного 
метанола.

Х о д  определения. В  контрольную пробу последовательно вносят 25 
мкл ферментного препарата, 3 мл этанола (абсолютного) и 2  мл раство



ра субстрата. В  опытные пробы этанол не вносят. Пробы помещают на 
10 минут в водный термостат при температуре 37 С, затем в опытные 
пробы также добавляют этанол.

Активность фосфолипазы оценивают по степени просветления лецити- 
новой эмульсии на длине волны 500 нм. За единицу активности принима
ют уменьшение ОП на 0,01 за 1 мин. Удельную активность рассчитывают 
в пересчете на грамм гемоглобина в литре гемолизата (у.е.).

4 .4 . И зу ч е н и е  со ст о я н и я  
а н т и р а д и к а л ь н о й  за щ и т ы  к л ет к и

О пределение акт ивност и супероксиддисмутазы  [6 8 ]. Используется 
метод, описанный Е.Е. Д убининой и соавт. (1983).

Х од определения. В  0,25 мл основного гемолизата добавить 0,2 мл 
смеси этанола и  хлороформа (1:3) и 25 мг кристаллического КН2РО4. 
После перемешивания и последующего центрифугирования при 600g в 
течение 15 минут прозрачный центрифугат используется для определе
ния активности фермента.

Инкубационная смесь содержит 0,1 мл ЭДТА (1 мМ); 1,6 мл фос
фатного буфера 0,1 М, pH 7,8; 1 мл нитросинего тетразолия (2 мМ); 
0,2 мл феназинметасульфата (8  мМ); 0,1 мл НАДН (6  мМ); супернатант 
100  мкл.

Пробы инкубируются при комнатной температуре в темноте в тече
ние 15-20 минут. Затем проводится измерение ОП на длине волны 540 нм 
против смеси, содержащей все компоненты, кроме НАДН.

Активность выражается в условных единицах: процент торможения 
реакции восстановления нитросинего тетразолия за 1 минуту на грамм 
гемоглобина в литре гемолизата.

О пределение акт ивност и кат алазы  [123]. Принцип метода основан 
на способности перекиси водорода образовывать с солями молибдена 
стойкий окрашенный комплекс.

Реакт ивы : 4%-ный раствор молибдата аммония; 0,03%-ный раствор 
перекиси водорода.

Ход определения. В  2 мл 0,03%>-ной перекиси водорода добавить 0,1 мл 
гемолизата (1:40) (опытная проба), 0,1 мл диет, воды -  холостая проба. 
Через 10 минут в обе пробы добавить 1 мл 4%-ного молибдата аммо
ния. Одновременно приготовить контрольную пробу: 0,1 мл гемолиза
та, 1 мл 4% -ного молибдата аммония и 2 мл перекиси водорода. Изме
рить интенсивность окраски проб против контроля на реактивы (фоно



вая проба) -  2,1 мл воды +  1 мл молибдата аммония. Длина волны 410 
нм, кювета 0,5 см.

Активность каталазы рассчитать по формуле:
X  мМ/сек =  Ехол. пр. - (Е*~ Ео)/ 0,1 мл х 600 сек * 22,2 * 103 mIVT'cm"1
Содерж ание диеновых конъю гатов и  кет онов  [124]. Диеновые 

конъюгаты и кетоновые соединения элюировали в смесь гептан- 
изопропиловый спирт в отношении 1:1. После добавления 1,5 мл диет, 
воды для разделения фаз гептановая фаза отсасывалась и использо
валась для определения окисленных форм холестерина, триглицеринов 
(К = 233 нм, £ =  28 000 М 'см'1). Измерение кетоновых форм проводи
ли на длине волны 273 нм (тот ж е  молярный коэффициент).

В  целях удаления из нижней фазы воды и водорастворимых соеди
нений к пробе добавляли 1,5 г хлористого натрия и интенсивно встря
хивали, отбирали верхнюю спиртовую фазу и спектрофотометрировали 
при тех ж е длинах волн.

Скорость образования малонового диальдегида  [7]. Принцип мето
да'. при высокой температуре в кислой среде малоновый диальдегид 
реагирует с 2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК), образуя окрашенный 
триметиновый комплекс с максимумом поглощения при длине волны 
532 нм.

Можно использовать модификацию классического метода Л.И. Андре
евой и соавт. (1988) [7], преимуществом которого является обеспечение 
оптимального pH с помощью 1%-ного раствора ортофосфорной кисло
ты.

Х о д  определения. К 0,3 мл свежеприготовленного гемолизата 1:9 
(0,1 мл эритроцитов +  0,9 мл диет, воды) добавить 3 мл 1%-ного рас
твора ортофосфорной кислоты, 1 мл 0,6%-ного раствора ТБК и 0,1 мл 
раствора сернокислого железа (28 мг FeS0 4x7 H2 0  в 10 мл воды). Про
бирки поместить на 5 минут в водный термостат для инициации ПОЛ. 
Затем переместить в кипящую водяную баню на 60 минут. Охладить 
под струей воды и добавить 4  мл бутанола, тщательно перемешать, 
центрифугировать 10 минут 650g. Измерить ОП верхней фазы при X = 
535 нм против бутанола. Контрольная проба: 0,3 мл воды +  3 мл Н3Р 0 4 + 
1 мл ТБК +  0,1 мл F eS 04x7H20 ,  проводится через все операции, как и 
опытная.

Расчет проводят с учетом молярного коэффициента экстинкции 6  532 = 
1,56 х  105 М 'см "1.

Скорость образования МДА в мкМ/мин =  ДЕ х Ю х 4/1,56 х Ю х 
0,3 /  5, где ДЕ -  ОП по разнице с контролем; 10 -  пересчет в мкМ; 4  -



объем пробы в кювете, мл; 0,3 — объем исследуемой жидкости, мл; 5 -  
время развития ПОЛ, мин; 1,56x10s -  молярный коэффициент экстинк- 
ции, М"см~ .

О пределение ант иокислит ельной акт ивност и эрит роцит арных ге
молизат ов  [197]. П ринцип мет ода: используется процесс окисления
2.6-дихлорфенолиндофенола (ДХФИФ) двухвалентным железом в при
сутствии и отсутствии эритроцитарных гемолизатов. Антиокислитель- 
ная активность (АОА) рассчитывается по константе ингибирования 
данного процесса.

Инкубационная смесь содержит 0,25 М  натрий-фосфатный буфер, 
0,8 мМ 2,6-ДХФИФ, 3,2 мМ сульфата железа, гемолизат 1:20.

Ход определения. Опытная проба: в пробирку внести 1,5 мл буфера, 
0,5 мл 2,6-ДХФИФ, 0,1 мл гемолизата, 1,9 мл диет. воды. Перемешать, 
добавить 0,5 мл сульфата железа. Перемешать, после исчезновения ок
раски измерить ОП при Х.-510 нм (Е! оп). Затем поместить пробу в водя
ной термостат (37°С) на 5 минут. Измерить Е2 Контрольная проба: 
1,5 мл буфера +  2  мл воды +  0,5 мл 2,6 ДХФИФ + 0,5 мл сульфата же
леза. Проводится через все операции, как опытная (Е| конт.; Е2 конт.)- Х о
лостая проба (2,6-ДХФИФ полностью окислен): 1,5 мл буфера, 0,5 мл
2.6-ДХФИФ, 0,1 мл гемолизата, 2 ,4 мл воды. Сразу же измерить ОП, 
Е„.

Расчет: Кк0]гт. = ЕХ - ( Е 2 КОНТ-  Е, конт.); Коп. =  ЕЖ-  (Е, оп. -  Е2 оп.)
К| (у .е.) =  Кконт -  Коп, /С , где Кко„т. -  константа ингибирования ско

рости окисления 2,6-ДХФ ИФ в контрольной пробе; КоП. — константа 
ингибирования скорости окисления 2,6-ДХФ ИФ в опытной пробе; С -  
концентрация материала в пробе (разведение гемолизата, содержание 
гемоглобина).

4 .5 . П о к а за т е л и  со ст о я н и я
м е т а б о л и ч е ск и х  п р о ц е с с о в  в к л ет к е

О пределение акт ивност и лактат дегидрогеназы  [253].
Использовали метод Е. Beutler (1971).
Инкубационная смесь содержит 0,1 М фосфатный буфер, pH 7,4; 0,2 мМ 

НАДН; 27 мМ пирувата натрия.
На 3,5-3,7 мл инкубационной среды можно использовать 20  мкл ге

молизата (0,1 мл эритроцитов. 0 .2 мл 0,2%-ного тритона Х -100, 0 ,7 мл 
воды) для определения активности фермента. Для определения актив
ности используется тест Варбурга. Реакция проводится в кювете спектро



фотометра, длина волны 340 нм. Стартуется добавлением пирувата. 
Падение ОП измеряется в течение 3 мин. Для расчета используется мо
лярный коэффициент экстинкции для НАДН -  6 ,22х 103 М'3см '.

Активность лучше выражать в мМ или мкМ НАДН в минуту на 
грамм гемоглобина в литре гемолизата.

Определение активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы  [253]. 
Фермент катализирует первую реакцию пентозофосфатного расщеп
ления глюкозы, локализован в мембране. Активность глюкозо-6- 
фосфатдегидрогеназы гораздо выше в молодых клетках, поэтому опре
деление используется для оценки возраста и функциональной актив
ности эритроцитов [13].

Инкубационная среда содержит 0,1 мл 0,3 М хлористого магния,
1,0 мл 0,19 М ТРИС-буфера (pH 8,0), 1,0 мл 0,02 М глюкозо-6-фосфата, 
0,2 мл 0,002 М НАДФ, 1,5 мл диет, воды, 0,1 мл гемолизата 1:10, со
держащего 0,2%-ного тритон-Х-100 в отношении 1:5. Время инкубации 
10 минут. Расчет проводят, используя молярный коэффициент экс
тинкции £ лз40 =  6220 М~ ‘см-1. Активность выражается в мкМ НАДН в 
минуту на грамм гемоглобина в литре гемолизата.

Активность фермента быстро падает при разрушении клетки, по
этому измерение необходимо проводить сразу после приготовления 
гемолизата. Можно использовать концентрирование фермента путем 
осаждения мембран центрифугированием гемолизата (1000g, 5 минут). 
Верхний слой отбрасывается, а в нижний добавляется такое ж е коли
чество буфера.

Можно воспользоваться наборами фирмы Boehringer Manheim 
Gmbh.W.Germany.

В данном случае также используется метод Конберга (1955).
Реактивы: триэтаноламиновый буфер 50 мМ с 5 мМ ЭДТА, pH 7,6; 

НАДФ, 10 мМ; глюкозо-6-фосфат-натриевая соль, 31 мМ; дигитонин, 
0 ,0 2 %-ный.

Ход определения. 0,2 мл крови отмыть 2 мл холодного 154 М рас
твора хлористого натрия трижды. Режим центрифугирования: 10 ми
нут, 3000 об/мин (650g). В полученную суспензию добавить 0,5 мл рас
твора дигитонина для экстракции фермента, оставить на 15 мин при 
4°С, отцентрифугировать в том же режиме; 0,1 мл полученного супер
натанта развести в 10 раз 0,154 М раствором хлористого натрия. Полу
ченный гемолизат быстро используется для определения активности 
фермента.



В пробу добавить 3,0 мл буфера, 0,1 мл раствора НАДФ, 0,1 мл ге
молизата, инкубировать 5 минут при 25°С (можно в кювете СФ). Затем 
добавить 0,1 мл глюкозо-6-фосфата, перемешать, измерить Ei (340 нм). 
Оставить на 10 минут, измерить Е2.

Для расчета используется коэффициент, предлагаемый в инструк
ции к наборам фирмы Boehringer Manheim Gmbh.W.Germany.

X mU/мл эрит. гемолизата в мин. =  154770 х ДЕ /1 0
U — международная единица удельной активности ферментов.

4 .6 . О п р ед ел ен и я  со д е р ж а н и я  с у б ст р а т о в
и  с р е д н е м о л е к у л я р н ы х  с о е д и н ен и й

Для осаждения белков в эритроцитах можно использовать 1 М хлор
ную кислоту или 3, 10, 15%-ные растворы ТХУ-кислоты.

В 0,5 мл основного гемолизата или цельной крови добавляли 1 мл 1 
М раствора хлорной кислоты для осаждения белков. Пробы центрифу
гировали при 600g в течение 15 минут. Надосадочная жидкость исполь
зуется для определения различных метаболитов.

О пределение восст ановленного глут ат иона (SH-групп) [252].
Х од  определения. К 1 мл центрифугата добавляют 2,5 мл 0,3 М 

TPHC-HCL, pH 8,0 и 0,2 мл реактива Эллмана (3 мг в 2 мл буфера). Че
рез 30 минут измеряют оптическую плотность при длине волны 412 нм. 
При расчете используется молярный коэффициент экстинкции £ х 412 = 
11400 М“ 1 см“ 1. Содержание выражается в мкМ ТНФА на грамм гемо
глобина в литре гемолизата.

Определение содерж ания молочной кислоты  [Bergmeyer, 1974]. 
Молочную кислоту можно определить энзиматическим методом, ис
пользуя наборы фирмы Boehringer Manheim Gmbh.W.Germany. Для 
этого берут 0,1 мл хлорного экстракта (1:2), либо гемолизата, либо 
цельной крови и выражают содержание лактата в мМ/л (для цельной 
крови) и в мкМ на грамм гемоглобина в литре гемолизата (для эритро
цитов). Для приготовления экстракта используется 0,6 М хлорная ки
слота. Осадок удаляется центрифугированием 10 минут, 3000 об/мин 
(около 650g).

Используемые реактивы: гидразин (0,4 М)-глициновый (0,5 М) бу
фер, pH 9,0; НАД+ 27 мМ; препарат ЛДГ (около 650 U /мл).

Х од  определения. В  3 мл буфера добавить 0,25 мл экстракта, 0 ,25 мл 
НАД* и измерить начальную ОП. Стартовать реакцию добавлением



20 мкл препарата ЛДГ, разведенного 1:10. Измерить ОП через 15 ми
нут. Контрольная проба не содержит экстракта.

Расчет проводится с использованием коэффициента из унифици
рованного метода фирмы Boehringer Manheim Gmbh.W.Germany:

X  мМ/л лактата =  (ДЕ оп. -  ДЕ конт.) х 5 ,4 7
О пределение содерж ания АТФ . Используются наборы фирмы 

Boehringer Manheim Gmbh.W.Germany. Принцип метода основан на 
запуске трех сопряженных реакций:

Ф осфоглицераткиназа
З-Фосфоглицерат +  АТФ —» 1,3—дифосфоглицерат +  АДФ
Глицералъдегидфосфатдегидрогеназа
1,3-Дифосфоглицерат +  НАДН + Н+ —> 3-фосфоглицериновый аль

дегид +  Н АД+
Триозофосфатизомераза

З-Фосфоглицериновый альдегид —> диоксиацетонфосфат
Глицеролфосфатдегидрогеназа

Диоксиацетофосфат +  НАДН +  Н+ —> глицерол-1-фосфат +  НАД+
Реактивы: триэтаноламиновый буфер 0,5 М, содержащий глице- 

ральдегид-3-фосфат 6 мМ, сернокислый .магний 4  мМ; НАДН 2,5 мМ; 
суспензии ферментов: фосфоглицераткиназы (>560 U/ml; 450 U/ml); 
глицеролфосфатдегидрогеназы (>80 U/ml); триозофосфатизомеразы; 
(>1000 U/ml); 0 ,6  Н раствор хлорной кислоты.

П ригот овление экстракта. К 1 мл крови или суспензии отмытых 
эритроцитов добавить 4  мл 0,6 Н раствора хлорной кислоты. Хорошо 
перемешать, оставить на 10 минут при 20-25 °С. Центрифугировать 10 
минут при 3000 об/мин. Супернатант используется для определения 
содержания АТФ (а также и других субстратов).

Х од  определения. В пробу добавить 2,0 мл буфера, 0 ,2 мл НАДН, 
0,2 мл супернатанта. Перемешать, измерить Еь длина волны 340 нм, 
кювета 1 см.

О пределение содерж ания среднемолекулярных соединений  [62]. Ис
пользовали хлорные и трихлоруксусные экстракты эритроцитарных 
суспензий, упакованных в режиме отмывки. Концентрация хлорной 
кислоты 0,6 М, концентрация трихлоруксусной кислоты -  10%. Соот
ношение кислоты и суспензии эритроцитов 2:1. После центрифу
гирования в режиме 800g, 15 минут, 0,2 мл надосадочной жидкости 
добавляют в 3,0 мл диет. воды. Снимают спектр поглощения против 
контрольных проб, содержащих 0 ,2 мл кислоты и 3,0 мл воды в области 
поглощения от 238 д о 308 нм.



Хромат ографический анализ пепт идных соединений. Хроматогра
фический анализ [267] проводят, используя жидкостной хроматограф с 
УФ-спектрометрическим детектором. Колонка (80 х  2 мм) заполнена 
селикагелем с привитыми октадецильными группами марки Separon 
SGX RPS, удельная поверхность 320 м2/г, размер частиц 5 мкм. Элю- 
ент: смесь (50 х  50) ацетонитрил-вода, содержащая 0,25%-ный раствор 
трихлоруксусной кислоты. Объектами исследования служили ТХУ- 
экстракты эритроцитов из донорской крови. Экстракт вводили в колон
ку с помощью автосамплера. Объем пробы составлял 1 мкл, расход 
элюента — 100 мкл/мин.

При использовании жидкостного хроматографа Waters 600S со  
спектрофотометрическим детектором Waters 2487 (А = 254 нм) приме
няют колонку стальную фирмы Althech размером 150x4,6 мм, которая 
заполняется силикагелем с привитыми октадецильными группами. Для 
приготовления подвижной фазы используют ацетонитрил (квалифика
ции «для хроматографии») и бидистиллированную воду. Скорость 
элюирования составляет 1 мл/мин, объем проб -  10 мкл [268]. Обработ
ка результатов хроматографического анализа проводится с помощью 
компьютерной программы Millenium (Waters). В работе можно исполь
зовать стандартные растворы пептидов фирм Aldrich.
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