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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ВНУТРИМОЛЕКУЛЯРНОЙ ПОДВИЖНОСТИ И СРОДСТВА 
К КИСЛОРОДУ ГЕМОГЛОБИИОВ В РЯДУ ПОЗВОНОЧНЫХ 

На основании данных Я MP-релаксации дана филогенетическая оценка внутримолеку
лярной подвижности электрофоретически гомогенных фракций гемоглобином отдельных 
представителей позвоночных. Установлено соответствие в филогенетических особеннос
тях внутримолекулярной подвижности фракций гемоглобинов и их сродства к кисло
роду. При переходе от низших филогенетических групп позвоночных к высшим увели
чивается внутримолекулярная подвижность гемоглобинов и вместе с этим снижается 
их сродство к кислороду. 

Введение. Вопросы эзолюции относятся к числу общебиологическнх 
проблем, изучение которых осуществляется и на молекулярном уровне. 
Особый интерес представляет сравнительное изучение физико-химиче
ских, структурных и функциональных особенностей физиологически ак
тивных молекул и молекулярных систем, выполняющих важные биоло
гические функции. Все большее внимание исследователей привлекают 
гомологичные белки. Гемоглобин наряду с другими гомологичными био
полимерами является одним из объектов филогенетического анализа 
[1—4]. Однако работы по изучению структурных и функциональных 
свойств гемоглобинов в сравнительном аспекте не имеют систематиче
ского характера, в основном они связаны с изучением доминирующих 
по количественному содержанию белковых фракций. 

Информация о структурно-функциональных свойствах минорных 
фракций носит весьма фрагментарный характер и не дает возможности 
полностью оценить структурные и функциональные изменения гемогло
бина в филогенезе. 

Цель настоящей работы состояла в сравнительном исследовании 
внутримолекулярной подвижности и сродства к кислороду электрофоре
тически гомогенных фракций гемоглобинов представителей различных 
классов позвоночных. 

Материалы и методы. Материалом для исследований служили гемо-
глобины представителей шести классов позвоночных. В каждой видо
вой группе класса было не менее 11 особей. 

Класс млекопитающих: человек (Homo sapiens), крупный рогатый 
скот (Bos taurus), свиньи (Sus scrofa), гренландский тюлень (Padophi-
lus groenlandicus). 

Класс птиц: голуби (Columba livia), домашние утки (Anas plaiy-
rhynchos), домашние куры породы корниш (Gallus domestiens). 

Класс пресмыкающихся: черепаха среднеазиатская (Tcsiudo liors-
fieldi), уж водяной (Natrix tessellala). 

Класс земноводных: жаба серая (Bufo bufo), лягушка травяная 
(Rana temporaria). 

Класс костных рыб: кефаль-сингиль (Mugil auratus), скорпена 
(Scorpaena porcus), карп (Cyprinus carpio), толстолоб (llypophthal-
michthys molitrix). 

Представитель класса круглоротых: минога речная (Lampeira flu-
viatilis). 
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Гемоглобин выделяли из эритроцитов по методу Драбкина [5]. 
Разделение гемоглобинов на фракции и их препаративное выделе

ние осуществляли методами аналитического [6] и препаративного [7] 
электрофореза в полиакриламидном геле. 

Сродство электрофоретически гомогенных фракций гемоглобинов к 
кислороду изучали с помощью построения кривых кислородной диссо
циации [8]. 

Содержание метгемоглобина в растворах определяли по [9]; во всех 
исследуемых пробах уровень его не превышал 3 %. 

Релаксационные кривые снимали на ЯМР-релаксометре «Minispec-
120» («Bruker», ФРГ) при температуре 25 °С [10—12]. В качестве ис
следуемых образцов использовали 10 %-е растворы гемоглобинов в 
D20. Спад свободной индукции регистрировали в режиме диодного де-

Т а б л и ц а 1 
Показатели относительного процентного содержания электрофоретически гомогенных 
фракций гемоглобинов отдельных представителей позвоночных (п = 7—//; 

Показатель 

Человек 

НЬ-1 НЬ-2* НЬ-3 

Свинья 

НЬ-1 НЬ-2** НЬ-3* 

Бык 

НЬ-1 НЬ-2* 

Содержание, 2,0± 95± 3,0± 16,7± 46,8± 36,5± 5,0± 95,0± 
отн. % ±0,015 ±0,85 ±0,017 ±0,14 ±0,60 ±0,48 ±0,040 ±0,92 

Показатель 

Гренландский тюлень 

НЬ-1 НЬ-2 НЬ-3 НЬ-4** НЬ-5* 

Голубь 

одна 
фракция 

Содержание, 11,35± 13,3± 11,5± 36,5± 27,35± 100,0 
отн. % ±0,092 ±0,095 ±0,098 ±0,52 ±0,26 

Показатель 

Домашняя утка 

НЬ-1** НЬ-2* НЬ-3 НЬ-4 

Домашняя курица 

НЬ-1* НЬ-2 НЬ-3 

Содержание, 42,0± 39,0± 7,0± 12,0± 47,0± 35,0± 18,0± 
отн. % ±0,55 ±0,51 ±0,06 ±0,10 ±0,62 ±0,43 ±0,15 

Показатель 

Уж водяной 

НЬ-1* НЬ-2 

Черепаха 

НЬ-1* НЬ-2 

Лягушка травяная 

НЬ-1* НЬ-2 

Содержание, 60,0± 40,0± 80,0± 20,0± 58,0± 42,0± 
отн. % ±0,72 ±0,55 ±0,90 ±0,12 ±0,70 ±0,59 

Показатель 

Жаба серая 

НЬ-!* НЬ-2 

Скорпена 

НЬ-1 НЬ-2* НЬ-3** 

Кефаль-сингиль 

НЬ-1** НЬ-2* НЬ-3 

Содержание, 62,0± 38,0± 7,0 ± 44,0± 49,0± 47,0± 41,0± 12,0± 
отн. % ±0,75 ±0,50 ±0,05 ±0,6 ±0,63 ±0,61 ±0,57 ±0,09 

Показатель 

Карп 

НЬ-1 НЬ-2* 

Толстолоб 

НЬ-1 НЬ-2* 

Минога речная 

НЬ-1* НЬ-2 НЬ-3 

Содержание, 33,0± 67,0± 32,0± 0Г,0± 64,5± 22,3± 13,2± 
отн. % ±0,38 ±0,83 ±0,30 ±0,оИ ±0,с9 ±0,18 ±0,10 

* Фракции с наиболее высоким содержанием белка. 
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гектирования. Время между 90°-ми импульсами составляло 1 с, каждая 
точка спада накапливалась 30 раз. Для регистрации спада амплитуды 
спинового эха использовали импульсную последовательность Карра — 
Парсела — Мейбума —Гилла. Время между последовательностями со
ставляло 1 с. Релаксометр работал в режиме фазового детектирования. 

Особенностью релаксационных кривых всех измеренных образцов 
являлось наличие как минимум двух различных экспоненциальных уча
стков: быстро- и медленнорелаксирующих компонент (БРК и МРК). 
Время релаксации отдельных компонент определяли при помощи про
граммного обеспечения. 

Результаты и обсуждение. Показано, что подавляющее большинст
во изученных гсмоглобинов представителей различных классов позво
ночных являются гетерогенными и разделяются методом электрофореза 

Рис. 1. Сравнительная характеристика сродства к кислороду главных (заштрихован
ные столбики) и минорных электрофоретичсских фракции гсмоглобинов отдельных 
представителей позвоночных (цифрами обозначены номера фракции) 

в 7 %-м ПААГ на отдельные фракции, среди которых можно выделить 
главные (с наиболее высоким содержанием белка) и минорные (табл. 1). 

Изучение кривых кислородной диссоциации электрофоретически го
могенных фракций гемоглобинов показало, что наиболее высоким срод
ством к кислороду характеризуются как главные, так и минорные фрак
ции гемоглобинов миноги и представителей класса рыб. У представи
телей классов земноводных и пресмыкающихся наблюдается меньшее 
сродство фракций гемоглобинов к кислороду. Такая же особенность 
функциональных свойств фракций гемоглобинов, но в большей мере от
мечается у представителей класса птиц. В характере изменений функци
онального показателя гемоглобинов прослеживается определенная на
правленность: снижение сродства к кислороду при переходе от низших 
филогенетических групп позвоночных к высшим. Наиболее значитель
ные изменения характерны для перехода от класса рыб к классу зем
новодных, а также от класса пресмыкающихся к классу птиц (рис. 1, 
главные фракции отмечены штрихом). 

В табл. 2 представлены значения времен релаксации быстрорелак-
сирующей компоненты спада свободной индукции и спада амплитуды 
спинового эха, полученные методом ЯМР-релаксации для электрофоре
тически гомогенных фракций гемоглобинов. Основываясь на данных ли
тературы [10, 13], БРК спада свободной индукции соответствует релак
сации протонов наиболее плотноупакованных и малоподвижных участ
ков глобулы, тогда как БРК спада амплитуды спинового эха — релак
сации наиболее подвижных участков глобулы белка. 

Сравнительный анализ времен релаксации дает возможность уста
новить, что в исследуемых гетерогенных системах гемоглобина есть 
фракции с большей и меньшей внутримолекулярной подвижностью. На 
рис. 2 (а, б) дана графическая оценка филогенетических различий вре
мен релаксации БРК спада свободной индукции и спада амплитуды спи
нового эха главных фракций гемоглобинов. Эти данные позволяют пред-
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Т а б л и ц а 2 
Значения времен релаксации (Т2) быстрорелаксирующего компонента (БРК) спада 
свободной индукции (ССИ) и спада амплитуды спинового эха (САСЭ) 
для электрофоретически гомогенных фракций гемоглобинов отдельных 
представителей позвоночных 

Показатель 

Человек 

НЬ-1 НЬ-2* НЬ-3 

Т2БРК (ССИ), Ю-3 мс 4,0±0,008 4,75=4=0,010 3,6±0,008 
Т2БРК (САСЭ), мс 10,0±0,021 13,2±0,022 8,0±0,012 

Показатель 

Бык 

НЬ-1 НЬ-2* 

Свинья 

НЬ-1 НЬ-2* НЬ-3 

Т2БРК (ССИ), Ю-3 мс 3,65±0,008 4,7±0,010 4,3=4=0,008 4,6±0,009 3,7=4=0,009 
Т2БРК (САСЭ), мс 8,2=4=0,011 13,35±0,021 11,4±0,02 12,8=1=0,02 9,0±0,011 

Показатель 

Гренландский тюлень 

НЬ-1 НЬ-2 НЬ-3 НЬ-4* НЬ-5 

Т2БРК (ССИ), Ю-3 мс 6,6=4=0,01 6,4=4=0,01 4,8=4=0,008 4,4±0,008 6,9±0,012 
Т2БРК (САСЭ), мс 18,5±0,024 18,0±0,024 14,6±0,022 11,2=4=0,021 20,0±0,025 

Показатель 

Голубь 

Одна 
фракция 

Куры 

НЬ-1* НЬ-2 НЬ-3 

Т2БРК (ССИ), Ю-3 мс 5,8=4=0,011 5,0=4=0,01 4,5=4=0,01 4,8=1=0,009 
Т2БРК (САСЭ), мс 16,2=4=0,022 15,8=4=0,022 13,0=4=0,021 13,8=4=0,021 

Показатель 
НЬ-1* НЬ-2 

Утки 

НЬ-3 НЬ-4 

Т2БРК (ССИ), Ю-3 мс 6,2=4=0,01 6,25=4=0,011 7,3=4=0,012 4,7=4=0,009 
Т2БРК (САСЭ), мс 16,5=1=0,023 17,0±0,022 23,3=1=0,024 14,0=4=0,02 

Показатель 

Уж 

НЬ-1* НЬ-2 НЬ-1 

Черепаха 

* НЬ-2 

Т2БРК (ССИ), Ю-3 мс 4,8±0,009 4,49=4=0,009 4,55=4=0,009 4,3=4=0,008 
Т2БРК (САСЭ), мс 14,0=4=0,02 11,8=4=0,022 12,8=1=0,019 11,1±0,018 

Показатель 

Лягушка 

НЬ-1* НЬ-2 

Жаба серая 

НЬ-1* НЬ-2 

Карп 

НЬ-1* НЬ-2 

Т2БРК (ССИ), Ю-3 мс 4,4=4=0,009 3,5± 4,6=±= 4,15=4= 3,0=4= 3,5=4= 
=1=0,009 ±0,008 ±0,008 ±0,007 ±0,007 

Т2БРК (САСЭ), мс 11,0±0,018 8,4± 13,0± 10,0± 5,5± 7,95± 
±0,012 ±0,02 ±0,02 ±0,01 ±0,012 

Показатель 

Толстолоб 

НЬ-1 НЬ-2* 

Скорпена 

НЬ-1 НЬ-2 НЬ-3* 

Т2БРК (ССИ), 10~а мс 3,15±0,007 3,7±0,008 3,1 ±0,007 3,6±0,008 3,3±0,008 
Т2БРК (САСЭ), мс 5,87±0,012 8,45±0,015 6,0±0,О11 8,0±0,013 7,0±0,0П 
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положить, что в процессе филогенеза происходило направленное увели
чение внутримолекулярной подвижности гемоглобина. Наиболее значи
тельные изменения прослеживаются при переходе от класса круглоро-
тых к классу рыб, от класса рыб к классу земноводных и от класса 

Рис. 2. Филогенетическая оценка времен релаксации (Г2) БРК спада свободной ин
дукции (а) и амплитуды спинового эха (б) элекирофоретических фракций гемоглобинов 
позвоночных. Точки большего и меньшего размеров — главные и минорные фракции 
соответственно 

пресмыкающихся к классу птиц. У представителей класса млекопита
ющих по сравнению с представителями пресмыкающихся изменения со
ответствующего показателя гемоглобина не столь значительны, что мо
жет свидетельствовать о стабилизации структурно-динамических пара
метров гемоглобина на определенном этапе филогенеза позвоночных. 

Окончание табл. 2 

Показатель 

Кефал ь-сингил ь 

НЬ-1* НЬ-2 НЬ-3 

Минога речная 

НЬ-1* НЬ-2 НЬ-3 

Т2БРК (ССИ), 10-3 мс 4,0±0,008 3,6± 3,3± 2,5± 
±0,008 ±0,007 ±0,006 

Т2БРК (САСЭ), мс 10,0±0,02 9,3± 6,5± 6,1 ± 
±0,018 ±0,011 ±0,012 

3,0± 2,1± 
±0,008 ±0,008 
8,2± 4,5± 

±0,015 ±0,009 

* Фракций с наиболее высоким содержанием белка. 
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Прослеживается соответствие в филогенетических особенностях 
внутримолекулярной подвижности фракций гемоглобинов и их сродстве 
к кислороду. 

Из данных рис. 3 видно, что при переходе от низших филогенети
ческих групп позвоночных к высшим повышается внутримолекулярная 
подвижность главных фракций гемоглобинов и вместе с этим снижается 
их сродство к кислороду ( г = , р 
= +0,9). J Si 

Таким образом, результа
ты проведенных исследований 
позволяют сделать вывод о 

Рис. 3. Корреляционная зависимость 
сродства к кислороду (Pso) от внут
римолекулярной подвижности (Т2 
БРК спада амплитуды спинового 
эха) для главных фракций гемогло
бинов представителей класса рыб 
(/), земноводных (2), пресмыкаю
щихся (3) и птиц (4) 

том, что в филогенезе шло неравномерное, но направленное развитие 
внутримолекулярной динамики и функциональной активности гемогло
бина. Увеличение внутримолекулярной подвижности гемоглобина при
водило к изменению кислородо-транспортных свойств данного белка в 
сторону повышения его эффективности на этапе разгрузки в тканях. 

С. В. Коношенко, Байала Icco 

ПОР1ВНЯЛБНА ХАРАКТЕРИСТИКА ВНУТР1ШНБОМОЛЕКУЛЯРН01 
РУХЛИВОСТ1 ТА СПОР1ДНЕНОСТ1 ДО КИСНЮ ГЕМОГЛОБ1Н1В 
У РЯДУ ХРЕБЕТНИХ 

Р е з ю м е 

Грунтуючись на даних ЯМР-релаксацп зроблено фшогенетичну оцшку внутршньомо-
лекулярно! рухливосп електрофоретично гомогенних фракцш гемоглобЫв окремих 
представниюв хребетних. Встановлено вццювцшкть у ф1логенетичних особливостях 
внутр1'шньомолекулярно'1 рухливосп фракцш гемоглоб1шв та i'x спорщненосп до кис-
ню. При переход! вщ нижчих ф1логенетичних груп хребетних до вищих зростае внут-
ршньомолекулярна рухлившть гемоглобшв i разом з тим знижуеться i'x спорщ-
нешсть до кисню. 

5. V. Konoshenko, Bayala Isso 

COMPARISON CHARACTERISTIC OF INTRAMOLECULAR MOBILITY 
AND AFFINITY TO OXYGEN OF HEMOGLOBINS IN VERTEBRATE LINE 

S u m m a r y 

Philogenetic characteristic of intramolecular mobility of hemoglobin's electrophoretically 
homogeneous fractions in vertebrate line has been studied by NMR-relaxation methods. 
The correlation of intramolecular mobility and affinity to oxygen of hemoglobins frac
tions has been determined. A regular increase of hemoglobins intramolecular mobility 
and decrease of hemoglobins affinity to oxygen have been shown in philogenetic process. 
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