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ВВЕДЕНИЕ
Долгое время исследователи пытаются создать 

«искусственную красную кровь» на основе гемог-
лобина. Сами по себе отдельные молекулы гемог-
лобина нельзя вводить в кровяное русло. Гемоглобин 
мгновенно будет связан белками плазмы, например, 
альбумином, превратится в гаптоглобин и будет 
утилизирован в почках и селезенке. Этот процесс 
может привести к гемоглобинурии (лихорадке, го-
ловным болям, болям в мышцах и суставах) и/или 
вызвать тромбоз сосудов. Подобные трудности по-
будили разработчиков попытаться использовать 
свободный гемоглобин, но «сшить» его отдельные 
молекулы химическими методами, создав полиге-
моглобиновые кристаллы. Хотя гемоглобины про-
являют спонтанное стремление к кристаллоподоб-
ным структурам (внутри эритроцита гемоглобин 
образует различные виды кристаллических упако-
вок), сами по себе они нестабильны и вне клетки 
распадаются от небольших перепадов температуры 
или колебаний кислотности среды. Чтобы сделать 
полигемоглобиновую упаковку устойчивой, ее сши-
вают глутаровым альдегидом, диимидо-эфирами 
или другими агентами [1]. 

Чем же привлекательны кровезаменители, 
сформированные на основе полигемоглобинов? 
Считается, что полигемоглобин (PolyHb) улучшает 
состояние нейронов мозга, стимулирует в организ-
ме выработку собственных эритроцитов, нормали-
зует артериальное давление, увеличивает площадь 
функционирующих капилляров и улучшает работу 
сердца. Такой кровезаменитель способен распа-
даться естественным образом и утилизироваться 
организмом [2].

Однако свободный ���������������������������   polyHb���������������������    в кровеносном русле 
интенсивно связывает ����������������������������   NO��������������������������    (������������������������  II����������������������  ) эндотелиального про-
исхождения, который, как известно, является сосудо-
расширяющим фактором. Поэтому при введении 
кровезаменителя на основе полигемоглобина часто 

наблюдается резкое увеличение артериального дав-
ления из-за сужения кровеносных сосудов [3]. Воз-
можно, решением данной проблемы будет использо-
вание в качестве компонента кровезаменителя моле-
кул ��������������������������   poly����������������������   Hb, включающих как ���HbO2, так и ���������NO�������-произ-
водные ����������������������������������������     Hb��������������������������������������     . При введении в состав полимеризован-
ного гембелка его NO-производных, последние, 
возможно, сами будут источниками NO-групп для 
низкомолекулярных тиолов, либо позволят исклю-
чить (или уменьшить) процесс связывания эндотели-
ального ���������������������������������������    NO�������������������������������������     кровезаменителем. Кроме того, из-за 
снижения мест связывания О2, данные молекулы 
имеют повышенное сродство к кислороду относи-
тельно немодифицированного белка и поэтому спо-
собны доставлять лиганд к тканям с низким его со-
держанием, увеличивая таким образом общую эф-
фективность снабжения организма кислородом [4].

В физиологических условиях, также как и ���in� 
vitro����������������������������������������   , гем-нитрозилгемоглобин (Hb-NO) всегда 
присутствует совместно с ����������������������S���������������������-нитрозогемоглобином 
(SNO-Hb) вследствие их взаимопревращения [3, 
4]. При этом каждая молекула Hb может содержать 
в своем составе одновременно гем-NO и Cys-NO 
[5]. Данный раствор отличается высокой устойчи-
востью к действию нитритов и медленно окисля-
ется до метгемоглобина. Гемоглобин с нитрозили-
рованным железом гема и SH-группами характе-
ризуется более компактными размерами и повы-
шенной фотоустойчивостью по сравнению с натив-
ным оксигемоглобином, по-видимому, вследствие 
значительной прочности связи гем-NO и жесткос-
ти структуры апоглобина [5].

Исходя из вышесказанного, целью нашей рабо-
ты было выявление изменений структуры и кисло-
родсвязывающих свойств молекул �������������� polyHb��������  челове-
ка, образованного на основе окси- и ������������NO����������-производ-
ных форм белка. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В исследованиях использовали термостатирован-

ные (37 ± 0,5 °С) растворы окси- (���������� oxyHb����� , ���HbO2) и 
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NO-производных гемоглобина человека (5∙10–4; 
1∙10–4; 1÷5∙10–5), а также растворы ������������������ polyHb������������ , образован-
ного на основе окси-, окси- и �������������������� NO������������������ -производных форм 
белка, в 0,1 моль/л Na-фосфатном буфере (рН 7,4). 

Все эксперименты проходили непосредственно 
после выделения оксигемоглобина. 

Для формирования полимерных молекул Hb 
использовали 25 %-й водный раствор глутарового 
альдегида (ГА) («Renal», Венгрия). Связывание 
гемоглобина с ГА осуществляли в соотношении 
1:16 соответственно. 

Молекулярную массу полигемоглобина опре-
деляли методом колоночной гель-хроматографии 
на носителе Toyopearl HW 60. 

Оксигемоглобин выделяли по методу Драбки-
на-Блюменфельда [6]. Его содержание в образцах, 
образование NO-производных гемоглобина, регис-
трацию электронных спектров поглощения для 
выявления структурных изменений Hb, появляю-
щихся в результате химической модификации и 
полимеризации, степень дезоксигенации белка 
выявляли спектрофотометрически на спектрофо-
тометре СФ-46 («Ломо», Россия). 

Для образования NO-производных гемоглоби-
на применяли нитроцистеин (Cys-NO), который 
получали методом, описанным в работе Монгина 
и соавт. [7]. 

Регистрацию электронных спектров поглощения 
растворов окси-, NO-производных ����������������   Hb��������������   , а также рас-
творов PolyHb, сформированного из окси-, окси- и 
NO-производных форм белка проводили в диапазоне 
длин волн 250—700 нм. Концентрация обеих тетра-

мерных форм гемоглобина составила 1∙10–5 моль/л в 
Na-фосфатном буфере (0,1 моль/л, рН 7,4), а концен-
трация PolyHb равнялась 2∙10–6 моль/л. 

Кислородсвязывающие свойства PolyHb, сфор-
мированного из окси-, окси- и NO-производных форм 
белка оценивали по кривым диссоциации растворов 
оксигемоглобина (КДО). Регистрацию КДО, осно-
ванную на различиях в спектрах поглощения дезок-
си- и оксиформ белка в видимом диапазоне длин 
волн, проводили на установке, изготовленной на 
кафедре биофизики и биотехнологии ВГУ.

Степень кооперативного эффекта внутри тет-
рамера гемоглобина определяли, рассчитывая 
константу Хилла (a).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В качестве кровезаменителя можно использо-

вать PolyHb, включающий не менее пяти молекул 
белка, так как гемоглобин в таком состоянии, во-
первых, обладает наилучшими кислородтранспор-
тными свойствами (легче связывает кислород и 
отщепляет его при парциальных давлениях, соот-
ветствующих венозной части кровеносного русла, 
в количествах, эквивалентных нативному белку), 
а, во-вторых, не выводится почками и не приводит 
к агрегации эритроцитов [8].

Метод гель-хроматографии показал, что моле-
кулярная масса полигемоглобина, образованного 
из тетрамеров HbO2, а также образцов PolyHb, 
сформированных при соотношении компонентов 
Hb-NO-производные и HbO2 = 1:4 и 2:3 соответс-
твенно, в наших экспериментах соответствовала 
объединению пяти тетрамеров оксигемоглобина и 
его ���������������NO�������������-производных.

При регистрации электронных спектров погло-
щения наблюдается увеличение значений оптичес-
кой плотности растворов полимеризованного 
белка относительно нативного, что является ре-
зультатом роста светорассеяния крупными моле-
кулами PolyHb (рис. 1). Сдвиг полосы Соре влево 
для образцов PolyHb, образованных из тетрамеров 
HbO2, относительно нативного оксигемоглобина 
(рис. 1), свидетельствует о частичном окислении 
гембелка в процессе полимеризации.

Полоса Соре растворов полигемоглобина, 
сформированных при соотношении HbO2:Hb-NO-
производные = 4:1, располагалась в области 416 нм. 
Данный максимум для растворов PolyHb, образо-
ванных при соотношении указанных форм белка 
3:2, был смещен в область 418 нм (рис. 2).

Регистрация КДО образцов полигемоглобина, 
сформированных из пяти тетрамеров HbO2, пока-

Рис. 1. Электронные спектры поглощения oxyHb и poly-
oxy-Hb 

Структурно-функциональные изменения молекул полигемоглобина человека, индуцированные...
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зала (рис. 3), что сшивка тетрамеров приводит к 
существенному изменению основных параметров 
кислородсвязывающей способности по сравнению 
с нативными тетрамерами гембелка: величина 
полунасыщения лигандом Р50 уменьшается с 
19,2±0,5 до 12,2±1,2 мм рт. ст., а константа Хилла 
(a) — с 2,7±0,1 до 2,1±0,2. Возможно, химическая 
модификация изменяет конформационную подвиж-
ность белковой макромолекулы. Одним из меха-
низмов этого может служить участие в процессе 
остатков лизина ������Lys���82(b), которые, как известно, 
играют решающую роль в аллостерическом взаи-
модействии с молекулами 2,3-дифосфоглицерата 
[9]. Это, в свою очередь, стабилизирует оксикон-
формацию гембелка и, следовательно, приводит к 
сдвигу КДО влево в область меньших парциальных 
давлений кислорода.

Уменьшение значения константы Хилла также 
свидетельствует о затруднении конформационной 
подвижности апобелка в процессе обратимого 
присоединения лиганда. Следовательно, формиро-
вание полигемоглобина способствует большей 
структурной жесткости полученной молекулы по 
сравнению с тетрамерным состоянием.

Кроме того, нельзя исключить и процесса час-
тичного окисления гемового железа при химичес-
кой модификации гемоглобина глутаровым альде-
гидом. Как было показано ранее на кафедре био-
физики и биотехнологии ВГУ, в этих случаях 
формируются гибриды валентности, функциональ-
ные свойства которых также существенно отлича-
ются от таковых для нативного белка [10]. 

При соотношении компонентов ���HbO2:������Hb����-���NO�-
производные = 4:1 (рис. 4) значения Р50 и a были 
равны 6,7±1,3 мм рт. ст. и 1,5±0,2. Сдвиг КДО влево 
относительно ����������������������������������   Poly������������������������������   -�����������������������������   oxy��������������������������   -�������������������������   Hb�����������������������    (12,2±1,2) может быть 
результатом преобладания в растворе ����������� SNO�������� -������� Hb����� , ко-
торый имеет высокое сродство к кислороду [4].

КДО ��������������������������������������   PolyHb��������������������������������   , образованного при соотношении 
HbO2:������������������������������������������    Hb����������������������������������������    -���������������������������������������    NO�������������������������������������    -производные = 3:2, имели нетипичную 
форму (рис. 4). Р50 и a составили 38,1±1,6 мм рт. ст. 
и 1,0±0,2, что свидетельствует, по-видимому, о при-
сутствии в растворе большого количества �������Hb�����-����NO��, 
α-гемы которого прочно связаны с �����������������  NO���������������  . В результате 

Рис. 2. Электронные спектры поглощения polyHb раз-
личноно состава

Рис. 3. Кривые диссоциации

Рис. 4. Кривые диссоциации полигемоглобина
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модифицированный гембелок обладает низким 
сродством к кислороду. Величина константы Хилла 
в данном случае свидетельствует о независимом 
функционировании субъединиц оксигемоглобина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенных экспериментов нами уста-

новлено, что полимеризация оксигемоглобина 
приводит к усилению кислородсвязывающей спо-
собности образцов по сравнению с нативными 
тетрамерами, что выражается в снижении величин 
Р50 и константы Хилла. Можно предположить, что 
это происходит в результате структурных перестро-
ек апобелка и, по-видимомому, фиксирования ��R�-
конформации гемоглобина. Регистрация спектраль-
ных характеристик образцов полигемоглобина, 
сформированных из пяти тетрамеров в оксиформе, 
показала, что при поликонденсации происходит 
частичное окисление гембелка. 

Включение в состав полимерных комплексов 
молекул ��������������������������������������   NO������������������������������������   -производных гемоглобина приводит к 
значительным изменениям кислородсвязывающей 
активности ����������������������������������  PolyHb����������������������������  . Возможно, полигемоглобин, 
сформированный при соотношении ������������Hb����������-���������NO�������-произ-
водные:���HbO2 = 1:4, содержит большое количество 
S�����������������  ����������������������������   -нитрозо-��������  ����������������������������   Hb������  ����������������������������   , а ������������������������������   PolyHb������������������������   , полученный при соотно-
шении данных форм гембелка 2:3, в качестве ���NO�-
производного гемоглобина включает, в основном, 
гем-нитрозил-���������������������������������     Hb�������������������������������     . Как и при минимальном соотно-
шении компонентов (1:4), так и в случае соотноше-
ния компонентов 2:3 происходит разобщение струк-
турных перестроек отдельных протомеров апобелка 
при оксигенации (a = 1,5±0,2 и 1,0±0,2 соответс-
твенно) и накопление �������������������������  R������������������������  -конформации гембелка в 
первом случае (Р50 = 6,7±1,3 мм рт. ст.) и Т-конфор-
мации во втором (Р50 = 38,1±1,6 мм рт. ст.). 

Можно предположить, что при использовании в 
качестве кровезаменителя молекул полигемоглоби-
на, включающего ���HbO2 и ���������������������� NO�������������������� -производные гембел-
ка в соотношении 4:1, в кровеносном русле он может 
выступать в качестве доноров ������������������  NO����������������  , передавая эту 
молекулу с S-нитрозо-Hb на низкомолекулярные 
тиолы и комплексы негемового железа крови. Воз-
можно, присутствие в составе полигемоглобина 
такого количества ���������������������������  NO�������������������������  -производных ������������ Hb����������  позволит 
исключить процесс связывания эндотелиального ���NO� 

кровезаменителем. Предположительно такой поли-
гемоглобин из-за повышенного сродства к кислоро-
ду позволит доставлять этот лиганд к тканям с 
низким его содержанием, увеличивая, таким обра-
зом, общую эффективность снабжения организма 
кислородом [4]. При увеличении количества молекул 
NO-производных в составе полигемоглобина (HbO2:
NO-производные �����������������������������    Hb���������������������������     = 3:2) наблюдается резкое 
уменьшение сродства ����������  polyHb����   к �O2, а также образо-
вание в качестве NO-производных Hb гем-нитрозил- 
-�������������������������������������������������      Hb�����������������������������������������������      . Поэтому, на наш взгляд, использование такого 
кровезаменителя нецелесообразно.
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