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Аннотация. В работе изучена влияния умеренно-хронических доз нитрита натрия на окислительной 
модификации Hb и эритроцитов, изменения активности каталазы, глутатионпероксидазы (ГП) и 
интенсивность перекисное окисления липидов (ПОЛ). Анализ спектральных линий раман 
спектроскопии показывает, что способность Hb связывать кислород I1580/I1548 в суспензии 
эритроцитов, обработанных NaNO2 существенно выше, чем в контроле и этот эффект прямо зависит 
от концентрации NaNO2 и значителен уже при минимальных концентрациях NaNO2 (0,07 мМ), а 
относительное способность Hb отдавать лиганды I1375/I1580 также зависим от дозы, но в 
противоположную сторону. Проявления симметричных и асимметричных колебаний пиррольных 
колец Hb (I1375/I1172) с увеличением дозы нитрита повышается на ~ 14 %, что указывает о наличие 
конформационных изменений пиррольных колец, связанных с окислительной модификацией Hb. 
Накопление metHb также зависим от от дозы и достигает своего максимума на 30-40 минутах, это 
сопровождается интенсификацией процессов ПОЛ и увеличением доли мембрансвязаного Hb. 
Характерно, что развитие окислительного процесса сопровождается уменьшением активности 
каталазы, а активность ГП изменяется неоднозначно и при повышенных содержаниях NaNO2 
несколько растет. Констатируя указанных фактов можно сказать, что уже относительно малые 
концентрации нитрита натрия могут влиять на конформацию Hb, приводящую к изменению его 
сродства к О2. Это стимулирует окислительную модификацию Hb, что отражается в росте 
накопления metHb и потери активности каталазы и ГП, а при больших концентрациях нитрита и к 
росту активности ГП. 
Ключевые слова: эритроциты, гемоглобин, каталаза, глутатионпероксидаза, ПОЛ, нитрит 
натрия. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Широкое использования нитритов-нитратов в сельскохозяйственной производстве, пищевой 

промышленности и огромное количество промышленных выхлопных газов, содержащих окислы азота, 
представляет токсикологическую угрозу здоровье человека [1]. Длительное нитритное интоксикация 
сопровождается нарушением прооксиданто-антиоксидантного равновесия, т.е. развитием в той или иной мере 
окислительного стресса. Здесь одним из главных аспектов является изменения состояния компонент системы 
антиокислительной (АО) защиты, в том числе и важных АО энзимов супероксиддисмутазы (СОД), 
глутатиопероксидазы (ГП), каталазы и др. и окислительная модификация гемоглобина (Hb) и эритроцитов в 
целом [2, 3, 4]. Кроме того, Hb и его дериваты как гемопротеиды обладают пероксидазной активностью и 
поэтому могут существенно влиять на развития окислительных процессов [5]. 

Разнообразие и тяжесть возникающих нарушений в организме человека при нитритных интоксикациях, 
особенно малыми - «хроническими» дозами, диктуют необходимость детального исследования компонентов 
крови, в том числе изменений структуры, конформации, O2-связывающих свойств Hb, состояние 
антиперекисных энзимов от окислительных эффектов малотоксичных доз нитритов. Т.е. тех доз, которые не 
приводит к явным структурно-функциональным нарушениям в Hb и эритроцитах, приводящих к развитию 
гипоксии в организме. В свете этого, для исследования индуцированных окислительных модификаций 
эритроцитов и Hb и нарушений функционировании эритроцитов мы поставили цель исследовать воздействия 
нитритов на эритроциты. Наряду с другими методами мы использовали спектральные данные полученные с 
помощью Раман спектроскопии (РС). Использования РС позволяет детально изучить основные структурно-
функциональные показатели Hb, такие как строение молекулы, колебания метиновых мостиков, сродство к 
кислороду, способность захватывать или отдавать лиганды и т.д. [6, 7]. Любой эффект, в том числе изменение 
валентности атомов железа в геме, вызывающий изменения в распределении электронов на π орбиталях 
порфирина, оказывает влияние на частоту соответствующих полос РС [8]. Соответствие изменений 
интенсивностей характеристических пиков РС к изменениям соотношений metHb/общего Hb, и наличие 
линейной корреляции между ними теоретически обеспечили бы возможность количественного исследования 
нитритной метгемоглобинемии [9]. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
 
В опытах были использованы натрий хлористый, нитрит натрия, натрий фосфат однозамещенный и 

двухзамещенный, сернокислая железа, молибдат аммония, трихлоруксусная кислота («Реахим», хч, Россия), 
восстановленный глутатион, 5’-5’ дитиобисбензойная кислота, 2-тиобарбитуровая кислота (Sigma, USA).  

В опытах in vitro была использована кровь доноров, взятая из локтевой вены в пробирки с гепарином  
(20 ед./мл крови). Основным объектом исследования являлись эритроциты и Hb человека. Путем 
центрифугирования 800 g в течение 15 мин проводили отделение плазмы крови от эритроцитов. Для получения 
суспензии эритроцитов осадок эритроцитов трижды отмывали в десятикратном объеме натрий-фосфатном 
буферном растворе (НФБ) (10 мМ НФБ pH 7,4, 0,14 мМ NaCl), центрифугировали при 800 g в течение 15 мин с 
последующим удалением надосадочной жидкости. Гемолиз эритроцитов достигался путем разбавления 
эритроцитарной массы дистиллированной водой в соотношении 1:9 с последующим замораживанием, 
оттаиванием и центрифугированием при 10000 g. Нитритное воздействие осуществлялось нитритом натрия, 
конечное концентрация в инкубационной среде составлял от 0,07 до 0,70 мМ время воздействия от 0 до 60 мин. 
Воздействие на эритроцитарную суспензию в опытах с привлечением РС, осуществлялось использованием 
NaNO2 в трех конечных концентрациях - 0,07, 0,15 и 0,35 мМ (время инкубации до 60 минут при 25 оС). Эти 
концентрации были взяты для прослеживания ранних стадий окислительного процесса Hb, вызванного 
нитритом.  РС Hb регистрировали с помощью микроскопической системы 3D-конфокал раманспектрометра 
Nanofinder 30 (Japan). Для возбуждения раман спектров использовался лазер с длиной волны 532 нм, мощность 
излучения 10 мВт, объектив 50 х.  

Для оценки соотношений окисленных нитритом форм Hb в эритроцитах проведены две серии опытов с 
сроками инкубирования образцов (30 и 60 мин) при температуре 37 °С. Каждая серия включала в себя один 
контрольный и опытные образцы. Контрольный образец содержал 2,0 мл суспензии эритроцитов + 0,2 мл 
забуференный физраствор, а в опытные образцы – по 2,0 мл суспензии эритроцитов и NaNO2 (0,2 мл) с 
различными конечными концентрациями. Накопление metHb оценивали по полуэмпирическим формулам, 
предложенным в [10]. Уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ) эритроцитов оценивали по накоплению 
окрашенных продуктов окисления, реагирующих в цветной реакции с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) [11]. 
Определения активности каталазы осуществляли стандартным методом с использованием молибден аммония 
[12], а активность глутатионпероксидазы определяли по методу Моина [13].  Все измерения выполняли на 
спектрофотометре СФ-46 (Россия).  

Статистическую обработку полученных результатов проводили с использованием t-критерия при уровне 
значимости р < 0,05 [14]. 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ 
 

Присоединяя и отдавая лиганды Hb изменяет свою конформацию, что отражается на его физико-
химических и функциональных свойствах [15]. Изучение динамики этих конформационных изменений Hb в 
присутствии различных лигандов является необходимым звеном в понимании механизмов его модификаций, 
механизмов развития и путей предотвращения его патологических состояний. Как лиганд, О2 являются одним 
из “аллостерических” эффекторов молекулы Hb [16, 17]. Подобно О2 NO также принимает участие в 
"аллостерических" превращениях Hb [16]. NO обладает более высоким сродством к атому железа (Fe2+) 
порфирина, чем О2, и эффективно конкурирует с ним за связывание Hb. Связывание NO с атомом Fe2+ Hb, 
способно изменить конформацию гемопорфирина и как, следствие изменят сродство Hb к О2 [17, 18]. Наличие 
полос в Раман-спектре Hb отражает его структурно-функциональное состояние [19, 20].  

Анализ спектральных линий, полученных в наших опытах показывает, что способность Hb связывать 
кислород I1580/I1548 в суспензии эритроцитов, обработанных нитритом существенно выше, чем в контроле 
(281, 291 и 300%) и прямо зависит от концентрации нитритов, кроме того этот эффект значителен уже при 
минимальных концентрациях нитрита (0,07 мМ). А относительное способность Hb отдавать лиганды 
I1375/I1580 в зависимости от дозы составляло 94,5, 92,7 и 92,2 % по отношению к контролю. Повышения 
сродства обеспечивает большое взаимодействие между Hb и О2, снижая эффективность отдачи О2.  

 Выраженность симметричных и асимметричных колебаний пиррольных колец Hb (I1375/I1172) с 
увеличением дозы нитрита повышается на ~ 14 %, что указывает о наличие конформационных изменений 
пиррольных колец, связанных с окислительной модификацией Hb.  

Процесс индуцированного нитритами окисления гемоглобина представлен на рисунке 2. Из него видно, 
что уже на 10 мин инкубирования в среде содержащей суспензии эритроцитов гематокрит 5 %, t = 37 оС, 10 мМ 
НФБ, pH 7.4) имеет место заметное накопления metHb, которое достигает максимума на 30-40 минуте. 
Величина этого эффекта коррелирует с конечной концентрацией нитрита (рис. 1).  

Окисленное состояние Hb и избыток внутриэритроцитарного metHb способствует встраиванию Hb в 
эритроцитарную мембрану, увеличивая долю мембранносвязанного Hb, последствием же является нарушение 
структуры мембран эритроцитов. И на этот счет в литературе имеются сведения о том, что образующиеся под 
воздействием окислительных факторов агрегаты Hb и его дериватов, содержащих гем в состоянии от Fe (III) до 
Fe (IV), локализуются в примембранном слое и частично внедряется в мембраны эритроцитов, вызывая 
окислительную модификацию мембран [21, 22, 23]. 
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Рисунок 1.  Дозозависимое нитрит-индуцированное накопление metHb в инкубационной среде, 10 мМ НФБ 
pH 7,4, 0,14 мМ, NaCl, t = 37 °С, с суспензией эритроцитов в присутствие 0,07-0,7 мМ NaNO2 
 

При этом было показано, что чем выше уровень окисленности гема, то есть доли высоких форм 
окисленности иона железа, темвыше доля мембранносвязанного Hb, образующие кластеры совместно с 
полосой 3 AE1 эритроцитарной мембраны [24].  

С целью установления связи между развития окислительной модификации и накоплением 
мембраносвязаного Hb (мсHb) были поставлены специальные опыты по оценке содержания мсHb в образцах 
подвернутых обработке нитритом. В отобранных аликвотных пробах со сроком инкубирования 0, 15, 30, 60 
минут определяли суммарное содержания Hb и его дериватов в супернатантах после центрифугирования при 
12000 g x 10 мин.  При этом изменения качественного состава мсHb оценивали посредством изменения 
спектральных пиков поглощения при 540, 576 нм (oxiHb) и 630 нм (metHb). По убыли соответствующих 
экстинций Hb в образцах до и после центрифугирования оценивали и соотношение oxiHb и metHb конечных и 
начальных экстинций, а также суммарного мсHb в них (табл. 1). 

Снижение содержания Hb супернатантах свидетельствует о повышении мсHb как в гемолизатах, так и в 
эритроцитах.  Проведенные нами предварительные опыты показали, что при малых конечных концентрациях 
(0,07 мМ и 0,14 мМ) нитриты не оказывает заметного влияния на образования мембранного Hb. В связи с этим 
мы рассматривали влияние нитрита натрия еще и с использованием более высокой дозы (7,0 мМ) на состояние 
содержаний мембранного Hb в суспензии эритроцитов до и после сепарации (центрифугированием 12000 G × 
30 мин) мембран эритроцитов (табл.1). Оказалось, что около 2/3 общего мсHb приходится на 
мембраносвязанный metHb.   

После центрифугирования содержание общего Hb в супернатантах эритроцитов уменьшается на ~ 8 %, что 
свидетельствует об их перемещении в примембранное пространство эритроцитов. Из данных таблицы 1 видно, 
что как увеличение конечной концентрации нитрита в среде инкубирования, так и увеличение ее длительности 
приводят к увеличению доли мембранного Hb.  

 
Таблица 1. Влияние нитрита натрия на суммарный мембраносвязанный гемоглобин (в %) в 
изолированных эритроцитах при инкубации Na-фосфатном буфере (pH 7,4, гематокрит ≈ 10 %,  
t = 37 оС)  

Образцы 

(n=8) 

NaNO2 (mM) 

0,07 0,15 0,35 0,70 7,00 

Контрольный Hb 0,60 ± 0.12 0,60 ± 0.12 0,60 ± 0.12 0,60 ± 0.12 0,60 ± 0.12 

После 15 минут 0,70 ± 0,11 0,77 ± 0,15 1,41 ± 0,31* 2,13 ± 0,32** 4,17 ± 0,36** 

После 30 минут 0,82 ± 0,12* 0,90 ± 0,17* 2,22 ± 0,26* 3,31 ± 0,42** 6,78 ± 0,73 

После 60 минут 0,85 ± 0,20* 0,97 ± 0,72** 2,97 ± 0,23** 4,87 ± 0,36** 8,43 ± 0,65** 

уровень значимости   *p < 0,05, ** p < 0,01 
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Таблица 2. Изменение показаний МДА, активности ГП и каталазы в эритроцитах, 
инкубированных при t = 37 оС, pН = 7,4 , в среде содержащей NaNO2  в интервале конечных 
концентраций от 0 до 7,0 мМ 

 МДА 
нM/1г Hb 

Активность ГП 
мкМ GSH/мин/1г Hb 

Активность каталазы 
мкМ/мин 

        Время 
инкуб 

n=8 
15 мин 30 мин 60 мин 15 мин 30 мин 60 мин 15 мин 30 мин 60 мин 

 Контроль 3,75 ± 0,75 3,47 ± 0,69 3,55 ± 0,71 220 ± 31 240 ± 48 250 ± 35 2,6 ± 0,5 2,8 ± 0,6 2,5 ± 0,5 

N
aN

O
2 

 

0,07 мМ 3,50 ± 0,70 3,05 ± 0,61 2,82 ± 0,56 205 ± 29 230 ± 37 240 ± 38 2,7 ± 0,3 2,9 ± 0,6 2,5 ± 0,5 

0,15 мМ 3,21 ± 0,64 2,50 ± 0,50 2,25 ± 0,45 200 ± 18 217 ± 23 225 ± 27 2,4 ± 0,3 2,2 ± 0,4 2,2 ± 0,3 

0,35 мМ 3,42 ± 0,68 3,54 ± 0,70 3,65 ± 0,52 210 ± 24 295 ± 25 230 ± 22 2,3 ± 0,3 2,1 ± 0,4 1,9 ± 0,3 

0,70 мМ 4,15 ± 0,83 4,72 ± 0,67 4,91 ± 0,98 240 ± 26 260 ± 20 225 ± 29 2,1 ± 0,4 1,7 ± 0,3 1,6 ± 0,3 

7,00 мМ 5,12 ± 1,02 5,56 ± 1,11 5,85 ± 1,17 365 ± 41 335 ± 35 310 ± 24 1,9 ± 0,3 1,4 ± 0,2 1,3 ± 0,2 

      Уровень значимости   *p ˂ 0,05   
 
Повышение уровня мембраносвязанного Hb обуславливает нарушение структурно-функционального 

состояния мембран эритроцитов и создает условия для еще большего заглубления Hb и MеtHb в липидный 
бислой [21-24], а конечном счете вызывет структурную модификацию мембран эритроцитов, определяющая 
развитие гемолиза и интенцификация ПОЛ. Как видно из таблицы 2 нитриты в зависимости от содержания 
нитритов по-разному могут действовать на ПОЛ. В частности, малые конечные концентрации 0,07, 0,15 мМ 
нитритов ингибирует развитие ПОЛ, а 0,35 мМ не оказывает статистически достоверного влияния, выше: 0,70 
мМ - ускоряют ПОЛ.  

Действительно, согласно имеющимся данным в литературе липидное окисление может быт инициировано 
ферриловым Hb (Fe IV), образованным при взаимодействии Hb с пероксидами [25]. При этом Hb (Fe IV) 
вступает в реакцию с NO, фактически ингибирует реакцию Фентона, прекращая генерацию опасных 
гидроксильных радикалов (OH.). В этом случае оказалось, что NO может снижать содержание феррилового 
гема и тем самым предотвращать окисление липидов мембран. Кроме того, имеются мнения, что образующиеся 
комплексы metHb-NО обладают определенными АО свойствами, в том числе пероксидазной активностью, 
ослабляющие генерацию пероксидов [5, 26-28]. В случае больших концентраций нитритов (в нашем случае 0,7 
мМ и выше) пероксидазное свойства нитритного гемоглобина недостаточны для предотвращения 
окислительной модификации Hb, образующийся мембранный Hb [28-30].  

Развитие окислительного стресса, в том числе и индуцированного нитритом натрия, неразрывно связано с 
активностью антиперекисных энзимов, в первую очередь каталазы и ГП. И если об участие каталазы в развитии 
окислительного процесса в эритроцитах в литературе имеется много сведений и приводится различные 
механизмы о участии этого энзима в нитритном отравлении [31, 32], то для случая ГП эти сведения обрывочны 
и по существу, нет приемлемых гипотез объяснений механизма ее участия в нем [33, 34]. В частности, наиболее 
часто цитируются работы [Asahi М, 34] проведенные на клетках U937, в которой показано, что азотсодержащие 
соединения (SNAP) предположительно генерирующие NO, угнетает ГП активность, что приводит к росту ПОЛ 
[34]. Механизм этого эффекта связывается с окислением Se-цистеина до Se-цистин-цистина   

Ранее нами было показано, что нитрит натрия, внесенный в инкубационную среду, содержащую 
изолированную суспензию эритроцитов человека, в конечной концентрации от 0,5 до 1,0 мМ приводит уже в 
первые 30 мин к существенному росту метгемоглобина, близкого к максимуму. Было показано, что активность 
ГП энзима незначительно меняется, а активность каталазы угнетается весьма заметно [35]. В настоящей работе 
мы провели аналогичное исследование, только здесь конечные концентрации были выбраны в более широком 
диапазоне от 0,07-0,70 мМ. 

Из наших нынешных результатах (табл. 2) видно, что все эти дозы начиная с минимальной 0,07 мМ в той 
или иной мере приводят к угнетению каталазной активности. Однако, для ГП эти изменения не однозначны и 
при минимальной концентрации 0,07-0,15 мМ имеет место тенденции к уменьшению активности. Характерным 
оказалось и то, что активность каталазы при всех использованных конечных концентрациях нитрита 
однозначно уменьшается, особенно при относительно высоких концентрациях, коррелируя c заметным ростом 
мембранного Hb и ростом ПОЛ. Однако, активность ГП при повышенных содержаниях NaNO2 несколько 
растет. Следует имеет ввиду о том, что при увеличении концентрации Н2О2, сопровождающееся увеличением 
содержания metHb происходит ингибирования всех трех основных эритроцитарных пероксидутилизирующих 
энзимов (каталаза, глутатионпероксидаза и пероксиредоксин-2). Однако, если каталаза не связывается с 
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эритроцитарными мембранами, и ее действие носит опосредственный характер на ПОЛ, то 
глутатионпероксидаза и пероксиредоксин-2 тесно взаимодействуют с мембранами [33].  

Здесь, интересным оказалось то, что нитриты принимают непосредственное участие в регуляции ПОЛ, при 
низких и умеренных концентрациях в инкубационной среде подавляют ПОЛ и только при высоких 
концентрациях 0,7 мМ и выше оно несколько превышает контрольный уровень (~ 30 %), при том, что 
накопление metHb имеет место при всех концентрациях нитрита и достигает высоких значений до 50 % уже в 
первый час инкубирования. Резюмируя результаты исследования можно полагать, что нитриты уже в 
относительно малой концентрации могут влиять на конформацию гемоглобина, приводящую к изменению 
сродства его к кислороду. Последнее стимулирует окислительную модификацию гемоглобина, что отражается в 
накоплении метгемоглобина и потери активности каталазы и изменении активности ГП, а при больших 
концентрациях нитрита и к росту ПОЛ. 
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OXIDATIVE MODIFICATION OF ERYTHROCYTES MODERATELY DOSES OF SODIUM NITRITE in 

vitro TESTS 
Huseynova S.Ya., Huseynov T.M., Dadashov M.Z. 

Institute of Biophysics, NAS of Azerbaijan 
Z. Khalilov str., 117, Baku, AZ 1141, Azerbaijan; e-mail: thuseynov@physics.ab.az 

 
Abstract. The work explored the influence of moderately chronic doses of NaNO2 on the oxidative 
modification of Hb and RBC, changes the activity of catalase, glutathione peroxidase (GP) and the 
intensity of peroxide oxidation of lipids (LPO). Analysis of the spectral lines of Raman Spectroscopy 
shows that the ability of the Hb to bind O2 I1580/I1548 in a suspension of erythrocytes treated with 
NaNO2 is significantly higher than control and this effect directly depends on the concentration of 
NaNO2 and significant even at the minimum concentrations of NaNO2 (0,07 mm), and relative ability of 
Hb to give ligands I1375/I1580 is also dose dependent but in the opposite direction. Manifestations of 
symmetrical and asymmetrical vibrations of the pyrrole rings of Hb (I1375/I1172) increase with an 
increasing nitrite dose by ~ 14 %, which indicates the presence of conformational changes in the pyrrole 
rings associated with the oxidative modification of Hb. MetHb accumulation also dose-depend and 
reaches its maximum at 30-40 minutes, this is accompanied by the intensification of processes of LPO 
and the increasing share of membrane bound Hb. It is characteristic that the development of oxidative 
process is accompanied by a decrease in catalase activity and the activity of GP changes ambiguously and 
multiple grows with increased NaNO2 contents. Noting these facts, we can say that the already relatively 
small concentrations of nitrite of sodium can affect the conformation of Hb, resulting in a change in his 
affinity for O2. This stimulates oxidative modification of Hb, which is reflected in the increasing 
accumulation of metHb and loss of activities of catalase and GP, and at high concentrations of nitrite to 
increase the activity of GP. 
Key words: erythrocytes, hemoglobin, catalase, glutathionperoxidase, LPO, sodium nitrite. 
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