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вать аллостерическую природу Hb и, возможно, 
важную роль мощного транс-лигандного эффекта 
NO. Принимая во внимание вышесказанное, целью 
нашей работы было изучение структурно-функци-
ональных модификаций в различной степени ни-
трозилированного Hb, как потенциального донора 
NO в кровеносном русле.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Опытные растворы Hb в 0,1 М Na-фосфатном 

буфере с рН 7,4 (PBS) выделяли из эритроцитов 
доноров в день взятия крови согласно методу [3] с 
модификациями [4]. В качестве источника NO мы 
использовали PBS, насыщенный газом из баллона, 
объемная доля NO в котором более 99,85 % («Лин-
де Газ Рус», Санкт-Петербург). Полностью насы-
щенный газом PBS содержит 2 мМоль NO [2, 5]. 
Когда это было необходимо, исходный раствор NO 
разбавляли дегазированным PBS до нужной кон-
центрации.

Электронные спектры поглощения регистри-
ровали, используя UV/VIS спектрофотометр Shi-
madzu UV-2401PC (Shimadzu, Япония). Концентра-

ВВЕДЕНИЕ
Система оксида азота (II) обладает широким 

спектром биорегуляторного действия, выполняя в 
организме человека около 40 функций. С открыти-
ем вазодилататорной функции NO, а также в связи 
с высоким его сродством к гемоглобину (Hb), воз-
никло множество вопросов относительно роли 
NO-производных Hb в механизмах регуляции то-
нуса кровеносных сосудов. Предполагается, что 
NO-производные Hb выступают не только как депо 
и переносчики NO в кровеносном русле, но и в 
качестве сенсоров, реагирующих на локальную 
гипоксию усилением оксигенации и кровоснабже-
ния стрессовых участков [1].

Несмотря на большое число публикаций, по-
священных изучению NO-производных Hb, многие 
вопросы в этой области остаются открытыми [2]. 
Это связано, прежде всего, с высокой реакционной 
способностью NO. Кроме того, на наш взгляд, при 
интерпретации полученных данных нужно учиты-
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Аннотация. На основании анализа электронных спектров поглощения и кривых диссоциации 
оксигемоглобина выявлены структурно-функциональные модификации частично и полностью ни-
трозилированного гемоглобина. По-видимому, оксигенация частично нитрозилированного гемогло-
бина (соотношение молекул Hb : NO = 20 : 1 по гему) индуцирует внутримолекулярную перегруппи-
ровку NO от гемов к SH-группам Cysβ93. Установлено резкое снижение сродства к O2 гемнитрозил-
гемоглобина с соотношением молекул Hb : NO = 5 : 1 (по гему). Оксигенация полностью нитрозили-
рованного Hb приводила к накоплению такого количества метгемоглобина (MtHb), при котором за-
регистрировать КДО не удалось.
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Abstract. On the basis of the analysis of absorption electronic spectra and dissociation curves of oxy-
haemoglobin (DCO) structurally functional changes partially and completely nitrosylating haemoglobin are 
revealed. It is assumed, that oxygenation partially nitrosylating haemoglobin (a parity of molecules 
Hb : NO = 20 : 1 on haem), induces intramolecular regrouping NO from haems to SH-groups Cysβ93. Stong 
decrease in affi nity to O2 in haemnitrosylhaemoglobin with a parity of molecules Hb : NO = 5 : 1 (on гему) 
is established. Oxygenation completely nitrosylating Hb led to accumulation of such quantity methaemo-
globin at which to register DCO it was not possible.
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ции лигандных форм гемоглобина рассчитывали 
спектрофотометрически [6].

Дезоксигемоглобин (deoxyHb) получали из 
оксигемоглобина, вакуумируя последний до тех 
пор, пока соотношение интенсивностей поглоще-
ния при 555 нм и 540 нм не становилось более 1,19. 
Полностью нитрозилированный Hb (HbNO) по-
лучали, помещая раствор deoxyHb в атмосферу NO. 
Степень перехода deoxyHb в HbNO контролирова-
ли спектрофотометрически. Добавление раствора 
с NO или воздуха в тонометр осуществляли с по-
мощью прецизионных газонепроницаемых микро-
шприцов с тефлоновыми плунжерами (тип Gas-
tight) (Hamilton, Швейцария). При оксигенации 
HbNO атмосферу NO из тонометра удаляли, вы-
тесняя ее газом с объемной долей гелия 99,99 %. 
Далее вакуумированием удаляли из тонометра He. 
С помощью установки с вакуумметром в тонометр 
порциями закачивали воздух и регистрировали 
спектры поглощения реакционной системы.

О функциональных свойствах полностью 
(HbNO) и частично нитрозилированного Hb (ЧНГ) 
судили по кривым диссоциации (КДО), которые 
регистрировали, используя спектрофотометриче-
ский метод [7]. Степень кооперативного эффекта 
внутри тетрамеров ЧНГ определяли по константе 
Хилла (α).

Статистическая обработка результатов иссле-
дований проводилась с помощью программы для 

PC Microsoft Offi ce Excel 2003. Отличия в контроль-
ных и опытных сериях экспериментов анализиро-
вали с использованием методов вариационной 
статистики при 5 % уровне значимости.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Согласно литературным данным, в физиологи-

ческих условиях концентрация NO в кровеносном 
русле значительно ниже концентрации внутриэ-
ритроцитарного Hb (примерно в 102—103 раз) [1]. 
Однако небольшие количества молекул NO или 
NO-производных проникают в эритроциты, по-
скольку установлены вазодилатирующие свойства 
этих клеток. Следовательно, небольшая популяция 
внутриэритроцитарного гемоглобина может быть 
частично  нитрозилирована .  Мы  изучили 
структурно-функциональные модификации ЧНГ 
в ходе оксигенации.

Известно, что на различных стадиях оксигена-
ции deoxyHb в его спектрах поглощения наблюда-
ется единственная изосбестическая точка при 
420 нм, свидетельствующая о взаимном переходе 
только двух лигандных форм Hb: дезокси-формы 
в окси-форму (рис. 1) [8, 9]. На рис. 1 максимум 
410,5 нм является характеристической точкой диф-
ференциального спектра полностью оксигениро-
ванного Hb (oxyHb) относительно deoxyHb.

При оксигенации раствора ЧНГ, полученного 
при соотношении Hb : NO = 20 : 1 (по гему) соот-

-0,2

-0,1

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

406 408 410 412 414 416 418 420 422 424

λmax=410,5 nm

 

7 12

26

35

45

49

73

40

Рис. 1. Дифференциальные спектры поглощения относительно deoxyHb, отражающие процесс оксигенации рас-
твора с концентрацией deoxyHb 65 мкмоль/л по гему. Цифры под спектрами соответствуют концентрации О2 
(мкмоль)
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ветственно, изосбестическая точка при 420 нм в 
спектрах появлялась не сразу (рис. 2). Белый треу-
гольный маркер на рис. 2 отражает максимум 
дифференциального спектра ЧНГ относительно 
deoxyHb, значение которого (413,5 нм) близко к 
максимуму в дифференциальном спектре HbNO 
относительно deoxyHb (415,0 нм), идентифициро-
ванному нами ранее [9]. На началь ных этапах 
оксигенации (1—5 мкмоль O2) наблюдалось по-
степенное исчезновение максимума 413,5 нм. При 
последующих добавлениях 9—66 мкмоль O2 в 
спектрах появлялась изосбестическая точка при 
420 нм и максимум дифференциального спектра 
oxyHb при 410,5 нм. Эти данные мы объясняем, 
опираясь на две идеи: гипотезу аллостерически 
контролируемых процессов ассоциации и диссо-
циации NO в гемоглобине, предложенную 
J. S. Stamler [1]; известный факт мощного транс-
лигандного влияния NO, нарушающего связь атома 
Fe гема с азотом (Nε) проксимального Hys апобел-
ка ЧНГ, что приводит к образованию пятикоорди-
национных α-NO гемов [10]. По-видимому, на на-
чальных этапах оксигенации частично нитрозили-
рованного Hb отсутствие изосбестической точки в 
области 420 нм и постепенное исчезновение мак-
симума при 413,5 нм в дифференциальных спек-
трах могут быть следствием перегруппировки 
молекул NO от гемов к SH-группам Сysβ93. По-
явление изосбестической точки в области 420 нм 

и максимума в дифференциальном спектре при 
410,5 нм с увеличением концентрации О2 может 
быть связано с тем, что молекулы NO полностью 
переместились от гемов к Сysβ93 и далее проис-
ходит насыщение кислородом вакантных гемов.

Дополнительные сведения о механизме этой 
реакции можно получить при исследовании функ-
циональных свойств ЧНГ, регистрируя   основные 
параметры кислородсвязывающих свойств Hb. На 
рис. 3 показано, что оксигенация раствора ЧНГ, по-
лученного при соотношении молекул Hb : NO = 20 : 1 
(по гему), приводила к достоверному увеличению 
сродства Hb к О2 по отношению к контролю: вели-
чина полунасыщения лигандом (Р50) уменьшалась с 
18,7 ± 1,6 до 8,1 ± 1,2 мм рт. ст., а константа Хилла 
(α) — с 2,7 ± 0,2 до 2,1 ± 0,1. Известно, что к увели-
чению сродства остальных субъединиц к О2 приво-
дит образование гемина в одной из цепей тетрамера 
[11]. С другой стороны, было показано, что нитро-
зование SH-групп Cysβ93 гемоглобина приводит к 
таким конформационным изменениям в тетрамере 
deoxyHb, которые препятствуют His-β146 осущест-
влять стабилизацию T-состояния гембелка [12].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании литературных сведений и полу-

ченных нами экспериментальных данных, мы по-
лагаем, что взаимодействие молекул NO с Hb может 
быть обратимым, когда гембелок частично нитро-
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Рис. 2. Дифференциальные спектры поглощения относительно deoxyHb, отражающие процесс оксигенации рас-
твора, содержащего ЧНГ (концентрация Hb 60 мкмоль/л по гему). Цифры над и под спектрами соответствуют 
концентрации О2 (мкмоль)
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Рис. 4. Оксигенация полностью нитрозилированного гемоглобина (концентрация 30 мкмоль по гему): 1 — рО2 = 0 мм 
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зилирован и находится в Т-конформации. С одной 
стороны, при субсатурационных уровнях NO ска-
зывается мощный транс-лигандный эффект. По-
видимому, он приводит к значительному напряже-
нию или даже разрыву связи Nε проксимального 
гистидина с атомом железа гема в α-цепях, что 
может обусловливать неустойчивость атомов желе-
за NO-гемов к окислению. Сродство Fe3+-гемов к 
NO значительно ниже, чем к Fe2+-гемам [14]. Таким 
образом, в ЧНГ молекулы NO, по-видимому, могут 
диссоциировать из гемов. С другой стороны, окси-
генация ЧНГ увеличивает реакционную способ-
ность остатков Cys-β93 по отношению к NO. Сле-
довательно, при оксигенации ЧНГ молекула NO 
может захватываться SH-группами Cys-β93, образуя 
S-нитрозооксигемоглобин с повышенным срод-
ством к O2. Предполагается, что дезоксигенация 
S-нитрозооксигемоглобина приводит к снижению 
стабильности связи NO с SH-группами Cys-β93 и 
диссоциации молекул NO в присутствии низкомо-
лекулярных тиолов (цистеин, глутатион). В этом 
случае молекулы кислорода являются аллостери-
ческими эффекторами для гемоглобина, а SH-
группы Cys-β93 — его активными центрами. Свя-
зывание молекул NO с SH-группами Cys-β93 повы-
шает сродство гемоглобина к кислороду, препят-
ствуя His-β146 осуществлять стабилизацию 
T-состояния гембелка [12]. Следовательно, молеку-
лы NO выступают в роли эффекторов, изменяющих 
взаимодействие лиганда О2 с активными центрами 
(гемами). Такой тонкий механизм взаимной регу-
ляции сродства NO и О2 к гемоглобину может 
служить для изменения скорости кровотока на 
уровне микроциркуляции в соответствии с локаль-
ными потребностями в О2 клеток органов и тканей.

С другой стороны, гемоглобин может выступать 
в роли утилизатора избытка NO. Это обусловлено 
возможностью как практически необратимо свя-
зывать молекулы NO, так и преобразовывать их в 
менее активные формы (N2O, NO3

-), окисляясь при 
этом до MtHb. В тех случаях, когда метгемоглобин-
редуктазная система эритроцитов не сможет спра-
виться с избытком MtHb или большое количество 
Hb будет необратимо преобразовано в HbNO, могут 
возникать патологические состояния, обусловлен-
ные нарушением кислородтранспортных свойств 
внутриэритроцитарного Hb.

Работа выполнена при поддержке РФФИ, 
грант № 08-04-99033 р_офи.
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