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Аннотация. Светорассеяние растворов гемоглобина А увеличивается в присутствии 10-40% 
растворов полиэтиленгликоля-1500, что свидетельствует об агрегации белка. Светорассеяние рас-
творов фетального гемоглобина в 10-20% растворах полиэтиленгликоля-1500 изменилось не значи-
тельно, а в 30-40% оно значительно меньше, чем светорассеяние растворов гемоглобина А в 30-40% 
растворах полиэтиленгликоля-1500. 
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Abstract. Light scattering of hemoglobin asolutions in the presence of 10-40% solutions of polyethylene 
glycol 1500 increases, which evidences protein aggregation. Light scattering of fetal hemoglobin solutions 
in the 10-20% solutions of polyethylene glycol 1500 is insignificantly altered, however in 30-40% solutions 
it becomes significantly lower than the light scattering of hemoglobin a solutions in the 30-40% solutions 
of polyethylene glycol 1500. 
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Растворы гемоглобина являются предметом 
изучения в экспериментальной медицине, в связи 
с чем исследуются условия его хранения при низ-
ких температурах. В литературе имеются данные 
о том, что повышенные уровни фетального гемо-
глобина (гемоглобина F) предотвращают ослож-
нения серповидно-клеточного заболевания [1, 2]. 
В связи с этим представляет интерес исследовать 
свойства растворов фетального гемоглобина. 

Полиэтиленгликоль (ПЭГ) используется как 
криопротектор при замораживании биологиче-
ских систем. Также есть данные об использова-
нии его для образования ПЭГ-гемоглобиновых 
конъюгатов в целях создания переносчика кисло-
рода [3, 4]. Концентрации ПЭГ, применяемые для 
образования ПЭГ-гемоглобиновых конъюгатов 
[3-5], отличаются от тех концентраций ПЭГ-1500, 
которые применяются при использовании его в 
качестве криопротектора для биообъектов (они 
находятся в пределах 5-40%) [6-8]. 
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Мы исследовали возможность выбора ПЭГ-
1500 для использования в качестве криопротек-
тора при замораживании растворов гемоглобина 
А (Hb a) и гемоглобина F (Hb F) (содержание ок-
сигемоглобина в которых составляло около 90%). 
Эту возможность мы оценивали по светорассея-
нию растворов Hb a и Hb F в присутствии рас-
творов ПЭГ-1500. Увеличение светорассеяния 
этих растворов означает агрегацию белка [9], что 
делает нежелательным использование ПЭГ-1500 
в качестве криопротектора. 

МеТОДиКА ЭКСПеРиМеНТА 
Hb a человека выделяли из красных кровяных 

клеток свежей цельной донорской крови путём 
трёхкратного центрифугирования при 1500 g в те-
чение 10 мин и отмывания физиологическим рас-
твором. Далее эритроциты гемолизировали 0.01 М 
Трис-HCl буфером (pH 8). Hb a отделяли от теней 
эритроцитов центрифугированием при 15000 g и 
очищали, используя гель-фильтрацию на колонке 
1 см х 27 см с сефадексом G-75. Hb F человека вы-
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деляли из красных кровяных клеток пуповинной 
крови, как описано выше для Hb a донорской кро-
ви, до стадии очищения. После отделения гемо-
глобина от теней эритроцитов центрифугировани-
ем при 15000 g, Hb a, содержащийся в надосадке, 
денатурировали 1.12 М раствором KOH и осаж-
дали насыщенным раствором сульфата аммония. 
Далее Hb F очищали, как описано выше для Hb a 
донорской крови. В экспериментах использовали 
фракции с молекулярной массой 65 кДа. 

Растворы ПЭГ-1500 (содержащие 0.15М NaCl) 
готовили концентрациями 10, 20, 30 и 40 %. В кю-
вете содержалось 3.3 мл жидкости (в кювете с 0% 
ПЭГ-1500: 0.1 мл раствора белка; 0.1 мл 30% NaCl; 
3.1 мл воды; в кювете с 10% раствором ПЭГ-1500: 
0.1 мл раствора белка; 0.1 мл 30% NaCl; 0.775 мл 
42.58% ПЭГ-1500; 2.325 мл воды; в кювете с 20% 
ПЭГ-1500: 0.1 мл раствора белка; 0.1 мл 30% NaCl; 
1.55 мл 42.58% ПЭГ-1500; 1.55 мл воды; в кювете с 
30% ПЭГ-1500: 0.1 мл раствора белка; 0.1 мл 30% 
NaCl; 2.325 мл 42.58% ПЭГ-1500; 0.775 мл воды; 
в кювете с 40% ПЭГ-1500: 0.1 мл раствора белка; 
0.1 мл 30% NaCl; 3.1 мл 42,58% ПЭГ-1500). Кон-
центрация добавляемого раствора белка в разных 
сериях экспериментов была в пределах 1.0·10-5М 
÷ 1.5·10-5М, внутри одной серии была одинаковой. 
Светорассеяние растворов измеряли на спектро-
фотометре по их мнимому поглощению при длине 
волны 700 нм и нормировали на величину оптиче-
ской плотности при 577 нм. 

Использовали сефадекс G-75 (sigma-aldrich, 
Германия); ПЭГ-1500, синтезированный в ИП-
КиК НАН Украины; остальные реактивы отече-
ственного производства марки «хч» или «чда». 

Математическую обработку результатов ис-
следования проводили, используя методы ва-
риационной статистики. Достоверность разли-
чия средних величин устанавливали с помощью 
t-критерия Стьюдента. Различие между величина-
ми считали достоверным при величине p<0.05. 

ОБСУЖДеНие РеЗУЛЬТАТОВ 
Исследование показало, что светорассеяние 

растворов Hb a в присутствии 10-40% растворов 

ПЭГ-1500 увеличивается (табл. 1). Светорассе-
яние растворов Hb F в 10-20% ПЭГ-1500 изме-
няется незначительно, а в 30-40% ПЭГ-1500 оно 
значительно меньше, чем светорассеяние раство-
ров Hb a в 30-40% ПЭГ-1500. Величина мутности 
раствора оценивается по мнимому поглощению 
света препаратом в области, где специфическое 
поглощение отсутствует [9]. Мы измеряли мни-
мое поглощение растворов Hb a и Hb F в присут-
ствии ПЭГ-1500, в этой области. Основной вклад 
в величину мутности белковых растворов вносят 
агрегаты макромолекул белковой и небелковой при-
роды [9]. Поскольку светорассеяние растворов Hb a в 
10-40% растворах ПЭГ-1500 увеличивается, а значит, 
происходит агрегация белка, то не желательно исполь-
зовать растворы ПЭГ-1500 этих концентраций для 
криоконсервирования Hb a. Возможно, в дальнейшем 
следует изучить криозащиту Hb F с использованием 
криопротектора ПЭГ-1500 концентрациями 10-20%, 
так как светорассеяние растворов Hb F в присутствии 
этих концентраций ПЭГ-1500 изменяется незначитель-
но. 
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Таблица 1
	
Светорассеяние растворов Hb A и Hb F, нормированное на величину оптической плотности при 577 нм, в при-

сутствии ПЭГ-1500
	

Белок 
Концентрация ПЭГ-1500, % 

0 10 20 30 40 
Hba 0.072±0.008 0.082±0.008 0.105±0.007 0.136±0.008 0.188±0.009 
HbF 0.071±0.009 0.075±0.009 0.079±0.008 0.083±0.008 0.087±0.007 
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