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ВлиЯние меТаБолиТоВ оКсида аЗоТа 
на оБраЗоВание мемБраносВЯЗанного гемоглоБина 
В услоВиЯХ КарБонильного сТресса

Э. и. насыбуллина, о. В. Космачевская, а. Ф. Топунов
Институт биохимии им. А. Н. Баха, Федеральный исследовательский центр  
«Фундаментальные основы биотехнологии» РАН, Москва, Россия

в интактных эритроцитах гемоглобин (hb) может существовать в растворимой 
и мембраносвязанной формах. Переход гемоглобина в мембраносвязанное со-
стояние (MBhb) может иметь физиологическое значение и являться адаптивной 
реакцией, направленной на изменение состояния мембраны и метаболизма эрит-
роцита. Известно, что оксид азота (NO) и активные карбонильные соединения мо-
гут влиять на связывание hb с мембранами. в работе показано, что добавление 
NaNO2, сysNO и GSNO в различных концентрациях к суспензии эритроцитов вызы-
вает изменения содержания MBhb. наибольшие изменения уровня MBhb наблю-
дались при действии на эритроциты NaNO2, что может быть связано с образовани-
ем свободнорадикальных метаболитов в системе (oxyhb−NaNO2). Метилглиоксаль 
(MG) вызывал дозозависимое увеличение уровня MBhb, не оказывая влияния 
на окислительно-восстановительное состояние hb. наблюдалась отрицательная 
корреляция между долей MBhb и количеством восстановленных Sh-групп мем-
бранных белков. добавление метаболитов NO к суспензии эритроцитов на фоне 
действия MG приводило к разным последствиям: NaNO2 снижал концентрацию 
MBhb на 50 %, сysNO на 20 %, а GSNO, напротив, приводил к незначительному уве-
личению уровня MBhb. действие нитрозотиолов можно объяснить образованием 
свободнорадикальных продуктов в системе (MG−Nh3–hb−RSNO), которые, инду-
цируя окислительные процессы у липидов и белков, способствуют связыванию hb 
с компонентами мембраны. Показано, что даже незначительные флуктуации уров-
ня MBhb влияли на степень гемолиза эритроцитов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: эритроциты; гемоглобин; метилглиоксаль; нитрозотиолы; 
нитрит натрия.

E. I. Nasybullina, O. V. Kosmachevskaya, A. F. Topunov. EFFECT OF 
NITRIC OXIDE METABOLITES ON THE FORMATION OF MEMBRANE-
BOUND HEMOGLOBIN UNDER CARBONYL STRESS

hemoglobin (hb) in intact erythrocytes exists both in soluble and membrane-bound 
states. hemoglobin transition to the membrane-bound state (MBhb) can be physiologi-
cally significant. We can presume that it provokes an adaptive reaction aimed to change 
different parameters connected with erythrocyte biochemistry and membrane properties. 
Nitric oxide (NO) is known to affect hb-membrane binding. We have shown that the ad-
dition of NaNO2, сysNO and GSNO to the suspension of erythrocytes results in changes 
in MBhb concentration. hemolytic stability depends on MBhb level: even small MBhb 
fluctuations change the level of erythrocytes hemolysis. NaNO2 triggered the highest 
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Введение

в последнее время повсеместно наблю-
дается высокая распространенность заболе-
ваний, ассоциированных с метаболическими 
нарушениями. одним из таких заболеваний яв-
ляется сахарный диабет 2-го типа, при котором 
развиваются нарушения сердечно-сосудистой 
системы. в патогенезе сердечно-сосудистых 
осложнений важную роль играют изменения 
структуры и функций эритроцитов. Известно, 
что при сахарном диабете развивается гипер-
гликемия, которая является причиной обра-
зования активных карбонильных соединений 
(аКс). группу аКс составляют вещества, в со-
ставе которых имеется карбонильная, альде-
гидная или кето-группа, при участии которой 
они вступают в неферментативные реакции 
гликирования с различными биомолекулами 
[Thornalley, 2008]. Эритроциты являются пер-
выми клеточными мишенями действия глюко-
зы и продуктов ее окислительной деградации 
(3-дезоксиглюказона и метилглиоксаля).

Известно, что хроническая гипергликемия 
и связанные с ней метаболические наруше-
ния воздействуют на мембрану эритроцита, 
которая имеет ключевое значение в его функ-
циональной активности. так, у крыс с аллоксо-
зановым сахарным диабетом с увеличением 
срока гипергликемии нарастало количество 
необратимо измененных эритроцитов. на тре-
тьей-четвертой неделе количество сфероцитов 
составляло 55 % против 20 % у интактных жи-
вотных [емельянов и др., 2016].

Имеется большое количество публикаций, 
указывающих на повышенную вязкость и жест-
кость мембраны эритроцитов больных сахар-
ным диабетом [Shin et al., 2007; Singh, Shin, 
2009]. в экспериментах in vitro было показано, 
что наблюдаемые нарушения свойств эритро-
цитов вызваны действием аКс на компонен-
ты мембраны [Iwata et al., 2004]. Повреждение 
мембран негативно сказывается на их механи-

ческих свойствах и целостности, в результате 
чего повышается вероятность гемолиза и вы-
хода гемоглобина в кровеносное русло. ока-
зывать влияние на эритроцитарную мембрану 
могут как факторы плазмы (аКс, активные фор-
мы кислорода и азота), так и сам гемоглобин 
(hb). Известно, что в эритроцитах hb находится 
в растворимой и мембраносвязанной формах, 
соотношение между которыми меняется в за-
висимости от состояния молекул гемоглобина 
и мембран. обратимое связывание hb с мем-
браной носит регуляторный характер и являет-
ся инструментом настройки свойств мембраны 
и углеводного метаболизма при изменении ус-
ловий функционирования, например, при из-
менении pO2 [Rifkind, Nagababu, 2013; Mohanty 
et al., 2014; van Zwieten et al., 2014; Космачев-
ская и др., 2017]. При действии различных окис-
лителей может происходить необратимая кова-
лентная пришивка hb к компонентам мембра-
ны, что дестабилизирует мембрану и приводит 
к выходу hb в плазму. Поэтому представляется 
актуальным изучение механизмов стабилиза-
ции эритроцитов и поиск веществ, снижающих 
степень гемолиза при функционировании кле-
ток в условиях карбонильного стресса. одними 
из биологически активных веществ, оказываю-
щих стабилизирующее действие на эритроци-
ты, являются метаболиты NO в низких физио-
логических концентрациях (нитрозоглутатион, 
динитрозильные комплексы железа с глутатио-
новыми лигандами) [Шумаев и др., 2017].

Целью настоящей работы было сравнитель-
ное изучение действия различных метаболитов 
NO на изолированные эритроциты в присутст-
вии метилглиоксаля, моделирующего карбо-
нильный стресс. в качестве критериев оценки 
модификации эритроцитов мы использовали 
концентрации мембраносвязанного гемогло-
бина (MBhb − membrane-bound hemoglobin) 
и hb во внеклеточной среде, поскольку эти па-
раметры очень чувствительны к присутствию 
аКс, а также активных форм кислорода и NO.

amplitude of MBhb changes due to the formation of free-radical products in the system 
(oxyhb − NaNO2). Methylglyoxal (MG) provoked a dose-dependent increase of MBhb, 
whereas the hb oxidative-reductive state was not affected. The level of MBhb was nega-
tively correlated with the amount of reduced Sh-groups of membrane proteins. The addi-
tion of NO metabolites to erythrocytes suspension in the presence of MG induced various 
effects: NaNO2 reduced MBhb by 50 %, сysNO by 20 %, while GS-NO, on the contrary, 
slightly promoted the MBhb level. The effect of nitrosothiols can be explained by free-
radical products being formed in the system (MG−Nh3−Pr−RSNO), which promote hb 
binding with membrane components by inducing lipid and protein oxidation processes. It 
was shown that even insignificant MBhb fluctuations resulted in changes of erythrocyte 
hemolysis rates.

K e y w o r d s: erythrocytes; hemoglobin; methylglyoxal; nitrosothiols; sodium nitrite.
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материалы и методы

Приготовление суспензии эритроцитов

в работе использовали эритроциты, полу-
ченные из крови крыс Wistar, стабилизирован-
ной цитратом натрия. Эритроциты непосред-
ственно перед опытом отмывали от компонен-
тов плазмы двукратным центрифугированием 
(1200 g, 10 мин, 4 °с) пятикратным объемом 
изотонического раствора в фосфатно-соле-
вом буфере, содержавшем 10 мМ Na2hPO4/
Kh2PO4, 137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl (рн 7,4) 1 мМ 
сасl2, 0,5 мМ MgCl2. отмытые эритроциты ис-
пользовали для приготовления суспензии 
с гематокритом 0,2 (содержание гемоглобина 
50 ± 3 мг/мл). в качестве среды инкубирования 
использовали такой же раствор, дополнитель-
но содержавший 5 мМ глюкозы.

К 100 мкл суспензии эритроцитов добав-
ляли 10 мМ раствора NaNO2, N-ацетил-L-
цистеина (сysNO) или S-нитрозоглутатиона 
(GSNO) до конечных концентраций 0,4; 0,8; 2; 
3 и 4 мМ. При моделировании карбонильного 
стресса проводили предынкубирование эрит-
роцитов с метилглиоксалем (3 мМ) в течение 
20 минут. в качестве контроля использовали 
суспензию эритроцитов без добавок. Конеч-
ный объем эритроцитарной смеси составлял 
125 мкл. Эритроциты инкубировали при 37 °с 
в течение 90 мин при постоянном медленном 
перемешивании, затем центрифугировали при 
1200 g в течение 10 мин. определяли концен-
трацию hb в супернатанте, отражающую сте-
пень гемолиза, и содержание метгемоглобина, 
осадок использовали для оценки количества 
hb, связанного с мембранами.

Определение концентрации гемоглобина

Концентрацию hb определяли пиридинге-
мохромным методом Риггса в нашей модифи-
кации [Космачевская, топунов, 2007]. Этот же 
метод использовали и для определения кон-
центрации мембраносвязанного гемоглобина. 
для анализа брали 100 мкл крови, производили 
отмывку эритроцитов от компонентов плазмы 
в 1 мл фосфатно-солевого буфера и затем пол-
ностью гемолизировали. тени эритроцитов, со-
державшие hb, отделяли центрифугированием 
при 5000 g в течение 5 мин. К двукратно отмы-
тым теням добавляли 100 мкл воды и 450 мкл 
30% щелочного раствора пиридина. После 
полного растворения осадка определяли кон-
центрацию гемоглобина пиридингемохромным 
методом. для этого непосредственно перед 
измерением раствор hb в пиридине восстанав-

ливали дитионитом натрия. Измеряли оптичес-
кое поглощение восстановленного пиридинге-
мохромогена при 556 и 539 нм и рассчитыва-
ли концентрацию гемопротеидов по формуле 
с (мг/мл) = (а556 – а539) × 3,86.

спектрофотометрические измерения про-
водили на спектрофотометре Carу 300 (Varian-
Bio, сШа) в кювете с длиной оптического пути 
1 см при скорости сканирования 600 нм/мин.

Определение SH‑групп 
в низкомолекулярных и белковых тиолах

Количественную оценку свободных сульф-
гидрильных групп проводили с помощью ти-
ол-специфичной флуоресцентной метки Thio-
Glo1. Методика заключается в том, что при 
добавлении ThioGlo1 к раствору белка образу-
ется флуоресцирующий аддукт с максимумом 
испускания флуоресценции при 506 нм при 
длине волны возбуждения 379 нм [hoff et al., 
2013]. для изучения взаимодействия цистеина 
и глутатиона с метилглиоксалем к 50 мкл 7 мМ 
раствора тиолового соединения в 0,1 М К-фос-
фатном буфере (рн 7,4) добавляли 50 мкл 7 мМ 
раствора MG (RSh : MG = 1:1), затем смесь ин-
кубировали при 25 °с в течение 24 мин.

образцы для анализа восстановленных 
Sh-групп мембранных белков готовили следу-
ющим образом: к 50 мкл отмытой суспензии 
эритроцитов ([hb] = 47 ± 2 мг/мл) добавляли 
450 мкл 0,45% раствора NaCl, инкубировали 
при 37 °с в течение 60 мин, затем отделяли 
тени эритроцитов центрифугированием при 
3000 g в течение 5 мин. осадок ресуспендиро-
вали в 100 мкл DMSO, на анализ брали 5 мкл, 
к которым добавляли 5 мкл 0,2 мМ ThioGlo1 
в DMSO. в спектрофлуориметрическую кюве-
ту к 490 мкл 10 мМ К,Na-фосфатного буфера 
(рн 7,4) вносили 10 мкл исследуемой смеси 
и регистрировали флуоресценцию на спектро-
флуориметре Shimadzu RF-5301 PC (япония). 
Ширина щели возбуждающего и испускающего 
света составляла 1,5 нм для образцов цистеина 
и глутатиона и 3 нм для белков мембран эрит-
роцитов.

Синтез нитрозоглутатиона 
и нитрозоцистеина

нитрозоглутатион и нитрозоцистеин син-
тезировали непосредственно перед вне-
сением в среду инкубации, смешивая эк-
вимолярные количества глутатиона или 
N-ацетил-L-цистеина и NaNO2. Концентрацию 
образовавшихся нитрозотиолов определя-
ли по поглощению при λ = 335 нм, используя 
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молярный коэффициент экстинкции, равный  
774 М-1 см-1.

При проведении исследований использо-
валось оборудование Центра коллективного 
пользования «Промышленные биотехнологии» 
Федерального государственного учреждения 
«Федеральный исследовательский центр «Фун-
даментальные основы биотехнологии» Россий-
ской академии наук».

результаты и обсуждение

Как было показано в наших предыдущих ра-
ботах, GSNO стимулирует образование ради-
кальных интермедиатов реакции лизина с ме-
тилглиоксалем, по сравнению с другими доно-
рами NO [Шумаев и др., 2009; Kosmachevskaya 
et al., 2013]. GSNO и NaNO2 в присутствии ме-
тилглиоксаля могут вызывать нитрование пор-
фирина hb (нитриhb) [Kosmachevskaya et al., 
2014]. Эти результаты послужили основанием 
для проведения сравнительного изучения вли-
яния нитрит-ионов и нитрозотиолов на переход 
hb в мембраносвязанное состояние в условиях 
карбонильного стресса.

для изучения действия метилглиоксаля 
на эритроциты отмытую суспензию интактных 
эритроцитов инкубировали в течение 20 ми-
нут с различными концентрациями MG. на ри-
сунке 1 представлены кривые, изображающие 

изменение трех параметров в зависимости 
от концентрации метилглиоксаля в инкубаци-
онной среде. анализ этих зависимостей пока-
зывает, что доля MBhb практически линейно 
возрастает с увеличением концентрации MG 
в среде инкубирования и коррелирует с уве-
личением доли hb, вышедшего в раствор. По-
скольку количество hb в растворе отражает 
степень гемолиза эритроцитов, можно утверж-
дать, что индуцированное метилглиоксалем 
связывание hb с мембраной в данных условиях 
носит патологический характер. в ряде иссле-
дований было показано, что гемолиз эритроци-
тов происходит вследствие развития процесса 
перекисного окисления липидов, индуциро-
ванного как самим гемоглобином, так и про-
дуктами его распада (железом и гемовой груп-
пой) [Nagababu et al., 2010; Rifkind, Nagababu,  
2013].

Известно, что гемоглобин в мет- и феррил- 
формах выступает в качестве активного окис-
лителя. также гемоглобин в состоянии полуна-
сыщения (2hb-[FeII]-2hb-[FeO2]) является ис-
точником супероксид-анион-радикала [abugo, 
Rifkind, 1994; van Zwieten et al., 2014]. однако 
в исследуемой системе окисления гемоглоби-
на не происходило, поэтому можно предполо-
жить иные механизмы связывания hb с мем-
браной. наблюдаемое в наших экспериментах 
увеличение доли MBhb при добавлении к эрит-

Рис. 1. содержание hb в мембранах (1), гемолизате (2) и вос-
становленные тиолы (R-Sh) белков мембран (3) при инкубации 
суспензии эритроцитов с разными концентрациями MG. 100 % – 
показатели без добавления MG
Fig. 1. hb content in membranes (1) and hemolysate (2), and reduced 
Sh-groups of membrane proteins (3) at the erythrocyte incubation 
with different concentrations of MG. 100 % – indicators without addi-
tion of MG
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роцитам метилглиоксаля согласуется с отме-
ченной в статье [Маюрова, 2012] положитель-
ной корреляцией между содержанием MBhb 
и гептанрастворимыми шиффовыми основани-
ями в условиях алкогольного делирия.

Известно, что одним из показателей функ-
циональной активности мембран является 
степень восстановленности сульфгидриль-
ных групп мембранных белков. Количествен-
ная оценка свободных сульфгидрильных групп 
белков эритроцитарной мембраны с помощью 
флуоресцентной метки ThioGlo1 показала, что 
с увеличением концентрации MG уменьшается 
доля восстановленных Sh-групп по сравнению 
с контрольными эритроцитами (рис. 1, кри-
вая 3). Параллельно снижению Sh-групп мем-
бранных белков происходило увеличение со-
держания hb в мембранах. Этот факт указывает 
на то, что снижение количества восстановлен-
ных тиолов может быть связано с уменьшением 
их доступности в результате экранирования мо-
лекулами hb примембранного слоя. в ряде ра-
бот было показано, что при низких концентра-
циях h2O2 количество доступных тиоловых групп 
коррелирует с содержанием белка в мембра-
не эритроцитов [Sharma, Premachandra, 1991; 
Rocha et al., 2009; Mendanha et al., 2012]. нельзя 
исключить и возможность образования кова-
лентных аддуктов мембранных сульфгидрилов 
с метилглиоксалем [Zeng, Davies, 2005].

Имеются данные, что при окислительном 
стрессе гемоглобин связывается с белками 
цитоскелета через формирование межмоле-
кулярных дисульфидных связей [Sayare, Fikiet, 

1981; Bowman et al., 2005]. на возможное из-
менение свойств мембраны в условиях карбо-
нильного стресса указывает и тот факт, что hb 
лучше связывается с мембранами эритроцитов 
больных сахарным диабетом, чем с мембрана-
ми контрольных эритроцитов [Bryszewska, Szo-
sland, 1988]. Примечательно, что сродство гли-
кированного hb к мембранам было ниже, чем 
у немодифицированного. в условиях наших 
экспериментов образование гликированного 
hb невозможно из-за слишком малого времени 
инкубации клеток с метилглиоксалем.

следующая часть нашей работы была по-
священа оценке количественного содержания 
MBhb в эритроцитах при их обработке метил-
глиоксалем и влияния на этот процесс метабо-
литов оксида азота. Эритроциты инкубировали 
с различными концентрациями доноров NO: 
NaNO2, сysNO и GSNO. только в случае инкуба-
ции с NaNO2 наблюдалось значительное увели-
чение доли MBhb – с 4 до 12 % (рис. 2, a, кри-
вая 1). При действии нитрозотиолов колебания 
концентрации MBhb были наименее выражены. 
на графике, отражающем зависимость уров-
ня MBhb от концентрации NaNO2/сysNO, при-
сутствует экстремум при концентрации 0,4 мМ 
(рис. 2, a). в случае использования NaNO2 про-
исходит уменьшение MBhb на 2 %, а в случае 
сysNO − увеличение на 2 %. Примечательно, 
что на графике зависимости концентрации ге-
моглобина в инкубационной среде (степень 
гемолиза) от концентрации внесенных в сре-
ду NO-доноров имеются аналогичные экстре-
мумы, но противоположной направленности 

Рис. 2. содержание hb в мембранах (a) и в гемолизате (б) при инкубации эритроцитов с разными концентра-
циями NaNO2 (1), сysNO (2), GSNO (3). 100 % – показатели без добавления метаболитов NO
Fig. 2. hb content in membranes (a) and hemolysate (б) at the erythrocyte incubation with different concentrations 
of NaNO2 (1), сysNO (2), GSNO (3). 100 % – indicators without addition of NO metabolites
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(рис. 2, б), что может быть косвенным указани-
ем на существующую взаимосвязь между эти-
ми параметрами.

сопоставляя графики на рисунке 2, можно 
предположить, что в определенных концент-
рационных пределах (до 1 мМ) метаболиты NO 
определяют уровень MBhb и гемолитическую 
устойчивость эритроцитов. Повышение MBhb 
на 2 % от уровня контроля оказывает стаби-
лизирующий эффект на мембрану эритроци-
та (рис. 2, сопоставление кривых 2), снижение 
на 2 % − дестабилизирующий (рис. 2, сопо-
ставление кривых 1). наблюдаемое снижение 
степени гемолиза в экспериментах с сysNO 
(рис. 2, кривые 2), при увеличении доли MBhb, 
можно объяснить стабилизирующим действи-
ем гемоглобина на мембраны. Это предполо-
жение подтверждается данными работ [Knutton 
et al., 1970; Комиссарчик и др., 1977], в которых 
показано, что разрушение липопротеиновой 
структуры эритроцитарных мембран с высо-
ким содержанием hb происходило в гораздо 
меньшей степени по сравнению с мембранами 
с малым содержанием hb. однако результаты, 
полученные на тенях эритроцитов, следует пе-
реносить на целую клетку с большой осторож-
ностью.

Поскольку ранее нами было показано, что 
различные метаболиты NO ингибируют проте-
кание реакции Майяра [Kosmachevskaya et al., 
2013, 2014], мы решили проверить действие 

этих соединений на эритроциты. была прове-
дена совместная инкубация эритроцитов с ме-
тилглиоксалем и NO-донорными соединени-
ями. на рисунке 3 представлены результаты 
по содержанию MBhb в эритроцитах (a) и hb 
в инкубационной среде (б). При концентрации 
MG в инкубационной среде 3 мМ доля MBhb 
составляла ~ 10 %.

внесение в среду инкубации NaNO2 и сysNO 
приводило к снижению доли связавшегося 
с мембранами hb на 50 и 20 % соответственно, 
по сравнению с эритроцитами, обработанны-
ми только метилглиоксалем. в противополож-
ность этому GSNO вызывал незначительное 
(в пределах ошибки эксперимента) увеличение 
доли MBhb. наблюдаемое отличие в действии 
нитрит-ионов и нитрозотиолов можно объяс-
нить исходя из химических свойств этих соеди-
нений. нитрозотиолы непосредственно высво-
бождают NO, который способен вступать в сво-
боднорадикальные реакции. нитрозотиолы 
содержат также редокс-активную Sh-группу, 
которая может окисляться с образованием ти-
ильного радикала (RS•). в условиях карбониль-
ного стресса GSNO стимулирует образование 
свободнорадикальных интермедиатов [Шу-
маев и др., 2009; Kosmachevskaya et al., 2013], 
которые, в свою очередь, могут стимулировать 
реакции перекисного окисления липидов и тем 
самым образование новых порций аКс, усили-
вая карбонильный стресс. Перечисленные про-

Рис. 3. содержание hb в мембранах (а) и в гемолизате (б) при инкубации эритроцитов с MG (3 мМ) 
и NaNO2/сys-NO/GS-NO (0,8 мМ). 1 – без добавок; 2 – NaNO2; 3 – сysNO; 4 – GSNO; 5 – MG; 6 – MG + NaNO2; 
7 – MG + сysNO; 8 – MG + GSNO. 100 % – показатели без добавления редокс-активных веществ. данные 
представлены в виде M±m
Fig. 3. hb content in membranes (a) and hemolysate (б) at the incubation of erythrocytes with MG (3 mM) 
and NaNO2/сys-NO/GS-NO (0.8 mM). 1 – no additives; 2 – NaNO2; 3 – сysNO; 4 – GSNO; 5 – MG; 6 – MG + NaNO2; 
7 – MG + сysNO; 8 – MG + GSNO. 100 % – indicators without addition of red-ox reactive compounds. The data are 
represented as M±SEM
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цессы могут индуцировать повреждение фос-
фолипидного бислоя и приводить к ковалент-
ному связыванию гемоглобина с компонентами 
мембраны.

вероятно, нитрит-ионы в восстановитель-
ных условиях реакции Майяра являются наи-
более предпочтительным агентом для образо-
вания аддуктов оснований Шиффа с оксидом 
азота и динитрозильных комплексов железа 
с минимальным выходом свободнорадикаль-
ных интермедиатов. восстановление нитрит-
ионов до NO, который затем включается в ком-
плексы с интермедиатами реакции Майяра, 
выводя их из дальнейших превращений, может 
быть еще одним объяснением наблюдаемого 
под действием NO2

− ингибирования образова-
ния MBhb. если сами по себе нитрит-ионы ока-
зывают токсическое действие на эритроциты, 
то в условиях карбонильного стресса они могут 
оказывать протекторное действие.

нитрозотиолы (сysNO и GSNO) в разной 
степени ингибировали связывание гемоглоби-
на с мембраной, индуцированное метилглио-
ксалем (рис. 3, а, столбцы 7 и 8). Этот эффект 
можно объяснить различной способностью 
циcтеина и глутатиона образовывать аддукты 
с MG. Цистеин образует с MG стабильные ад-
дукты, что выражается в снижении количества 
восстановленных Sh-групп (рис. 4, кривая 2). 
Реакция MG с глутатионом носит равновесный 
характер, образование тиогемиацеталя проис-
ходит только при значительном избытке GSh. 
в условиях эксперимента клетки скорее испы-
тывают недостаток GSh, который активно рас-
ходуется в глиоксалазной реакции [Valentine 
et al., 1970; Larsen et al., 1985; Thornalley et al., 
1989].

во всех вариантах опытов с суспензией 
эритроцитов, инкубированных с метилглиокса-
лем, количество внеклеточного hb возрастало 
примерно в 2 раза по сравнению с эритроци-
тами, обработанными только метаболитами 
NO (рис. 3, б). Этот эффект может быть связан 
с повреждением мембран эритроцитов сво-
боднорадикальными интермедиатами, обра-
зующимися в реакции MG с аминокислотными 
остатками и NO-донорными соединениями.

что касается эффектов, вызванных нитрит-
ионами, то они могут быть разнонаправленны-
ми. с одной стороны, NO2

− в реакции с oxyhb 
приводит к образованию метаболитов с высо-
кой окислительной способностью (NO2

▪ и h2O2), 
стимулирующих Пол (перекисное окисление 
липидов) и окисление гемоглобина до hb- 
[FeIV=о] [Zavodnik et al., 1999; Gow et al., 1999; 
Keszler et al., 2008]. Это способствует встра-
иванию гемоглобина, а также продуктов его 

окисления и деструкции (железа, гема и дена-
турированного hb) в эритроцитарную мембра-
ну [Sharma, Premachandra, 1991; Rocha et al., 
2009; Mendanha et al., 2012]. с другой стороны, 
нитритные ионы восстанавливаются интерме-
диатами реакции Майяра до NO, который в ре-
акции с основаниями Шиффа приводит к обра-
зованию менее реакционноспособных нитро-
зопроизводных, купируя дальнейшее участие 
оснований Шиффа в свободнорадикальных 
превращениях с участием MG и O2. Поэтому 
при действии MG на эритроциты нитрит-ионы 
нивелируют вызванный им эффект и препят-
ствуют переходу hb в мембраносвязанное со-
стояние.

Метилглиоксаль также активно связыва-
ется с Sh-группами Cys-93 β-цепей гемогло-
бина, причем степень модификации сульф-
гидрильных групп выше для oxyhb, поскольку 
в R-конформации их доступность возрастает 
(Sh-эффект) [aboluwoye et al., 1998]. Модифи-
кация hb метилглиоксалем меняет зарядные 
характеристики молекулы белка, что повыша-
ет его гидрофобность и предрасположенность 
к связыванию с мембраной. Имеются данные 
[Заводник, лапшина, 1996], показывающие, 
что обработка hb в течение одного часа мало-

Рис. 4. Изменение содержания восстановленных ти-
олов в модельной системе: цистеина (1) и глутати-
она (2) при инкубации их с метилглиоксалем (RSh: 
MG = 1: 1). состав реакционной смеси описан в раз-
деле «Материалы и методы»
Fig. 4. Changes in the content of reduced thiols 
in the model system: cysteine (1 – the bold line) and glu-
tathione (2 – the thin line) during their incubation with 
methylglyoxale (RSh: MG = 1: 1). The reaction mixture is 
described in the Materials and Methods section
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новым и глутаровым диальдегидами облегчала 
процесс автоокисления oxyhb. Эти альдегиды, 
так же как и метилглиоксаль, относятся к актив-
ным карбонильным соединениям, образуемым 
в результате реакций Пол. Можно предполо-
жить, что в условиях карбонильного стресса 
существует сеть взаимоусиливающихся про-
цессов, в результате которых образуются как 
активные формы кислорода, так и новые аКс, 
причем гемоглобин является основным ком-
понентом этой сети свободнорадикальных ре-
акций. таким образом, переход hb из раство-
римого в мембраносвязанное состояние при 
обработке эритроцитов высокими концентра-
циями MG и сопутствующий этому гемолиз ука-
зывают на тесную связь между карбонильным 
и окислительным стрессами [Kalapos, 2008a, b; 
Шумаев и др., 2009].

особо отметим, что окисления гемоглобина 
в присутствии метилглиоксаля не происходи-
ло во всех вариантах эксперимента. Причиной 
может быть восстановление окисленного ге-
моглобина (methb), образующегося в реакции 
oxyhb с NO, редокс-активными интермедиа-
тами реакции Майяра [Kosmachevskaya et al., 
2013, 2014].

Заключение

Полученные результаты позволили сделать 
вывод, что нитрит-ионы активнее, чем нитрозо-
тиолы, индуцируют переход hb из растворимо-
го в мембраносвязанное состояние. вероятнее 
всего, это происходит за счет индукции окисли-
тельных процессов, в частности, окисления Sh-
групп как самого hb, так и белков мембраны. 
При обработке эритроцитов метилглиоксалем 
эффект был противоположным. Это, как нам 
кажется, связано с тем, что ионы NO2

− в этих 
условиях блокировали образование свободно-
радикальных продуктов реакции Майяра. нель-
зя исключить и того, что низкие концентрации 
NO могут оказывать стабилизирующее дейст-
вие на эритроцитарные мембраны посред-
ством модуляции уровня MBhb, участвующего 
в регуляции метаболического поведения клет-
ки. Как известно, повышение уровня MBhb при-
водит к активации гликолитических ферментов 
и синтеза атP, а снижение − пентозофосфат-
ного пути, поставляющего NaDPh [Weber et al., 
2004; Chu, Low, 2006; Chu et al., 2008]. Пониже-
ние содержания MBhb при обработке эритро-
цитов 0,4 мМ NaNO2 (рис. 2, a, кривая 1) можно 
объяснить развитием адаптивной реакции, на-
правленной на активацию пентозофосфатного 
пути. в работе [атауллаханов и др., 1984] было 
показано, что добавление нитрита к суспензии 

отмытых эритроцитов приводит к резкому уве-
личению потока через пентозофосфатный путь. 
активация пентозофосфатного пути связана 
с потреблением NaDPh и GSh в окислительных 
процессах. с этими данными согласуется и тот 
факт, что предобработка эритроцитов сysNO 
увеличивает поток глюкозы через пентозофос-
фатный путь [Misiti et al., 2002].

хотелось бы отметить, что колебания уровня 
MBhb в определенных концентрационных пре-
делах носят компенсаторно-приспособитель-
ный характер, в то время как более значитель-
ное связывание hb с компонентами мембраны, 
происходящее вследствие окислительных про-
цессов, наоборот, дестабилизирует мембрану, 
вызывает гемолиз и выход гемоглобина в сосу-
дистое русло.

добавим также, что данные о мембраносвя-
занном гемоглобине могут быть дополнитель-
ным параметром для общей оценки состояния 
системы крови и для диагностики гемоглоби-
нопатий и анемий, в том числе связанных с раз-
личными заболеваниями и определяемых с по-
мощью компьютерной экспертной системы, 
разрабатываемой нами совместно с кафедрой 
«Компьютерные медицинские системы» нИяу 
МИФИ и клинико-диагностической лаборато-
рией Российского онкологического научного 
центра им. н. н. блохина [насыбуллина и др., 
2015].
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