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Обсуждаются филогенетические особенности общего объема гидрофобных полостей и степени 
гидрофобности центральных участков молекул главных фракций гемоглобинов отдельных пред
ставителей класса млекопитающих и класса рыб. Установлено, что гемоглобины позвоночных 
подвергаются окислительной модификации в эритроцитах, уровень которой имеет видовую 
специфичность и определенную зависимость от внутримолекулярной структуры белка. У пред
ставителей класса млекопитающих прослеживается прямая связь между общим объемом гидро
фобных полостей молекул гемоглобинов и уровнем продуктов окислительной модификации 
основного характера, что проявляется в условиях инициации окислительных процессов. У 
представителей класса рыб выявлена обратная связь между соответствующими показателями 
гемоглобинов в их исходном состоянии, до инициации окислительных процессов. 

Введение. Изучение влияния активных форм кис
лорода (АФК) на биологические системы привлека
ет внимание исследователей на протяжении многих 
лет и до сих пор не утратило своей актуальности. 
В настоящее время имеются многочисленные дан
ные, касающиеся изучения механизмов перекисно-
го окисления липидов и его роли в нормальном 
функционировании клеток и в патогенезе различ
ных заболеваний [1—4]. Однако активные формы 
кислорода способны вызывать окислительную де
струкцию не только липидов, но также нуклеино
вых кислот и белковых молекул [5, 6] . Этот 
процесс считается одной из возможных причин 
инактивации ферментов, изменения конформации 
белков при состоянии окислительного стресса. 
Представляется важным понять зависимость окис
лительной модификации белков от их структурной 
организации. Решение этих вопросов в филогене
тическом аспекте может способствовать более глу
бокому пониманию влияния реакций пероксидации 
на структурно-функциональный статус отдельных 
молекулярных систем, в том числе и системы 
гемоглобина. 
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В связи с этим целью данной работы явилось 
сравнительное изучение окислительной модифика
ции главных фракций гемоглобинов отдельных 
представителей млекопитающих и рыб в зависимо
сти от внутримолекулярной структуры белковых 
молекул. 

Материалы и методы. Материалом для иссле
дований служили главные фракции гемоглобинов 
трех представителей класса млекопитающих — че
ловека (Homo sapiens), быка (Bos taurus) и свиньи 
(Sus scrofa) и трех представителей класса рыб — 
карпа (Cyprinus carpid), карася (Carassius auratus 
gibelio) и судака (Lucioperca luceoperca). В каждой 
видовой группе было не менее 30 особей. Гемогло
бин выделяли по методу Драбкина [7 ]. Выделение 
фракций гемоглобина и проверку их гомогенности 
осуществляли методами препаративного и аналити
ческого электрофореза в 7 %-м полиакриламидном 
геле [8, 9] . Внутримолекулярную структуру гемо
глобинов изучали, определяя общий объем гидро
фобных полостей и уровень гидрофобности цент
ральных участков белковых молекул. Внутримоле
кулярную гидрофобность гемоглобинов оценивали 
по уровню флуоресценции зонда N-фенилнафтила-
мина (ФНА) в растворе белка на спектрофлуори-
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Таблица 1 
Интенсивность флуоресценции (F) и общий объем гидрофобных полостей (V) главных фракций гемоглобинов отдельных 
представителей позвоночных (М±т) 

63400±3630 
76389±3840 
50562±3300 
42065±873 

365!2±3908 
44149±813 

метре «Shimadzu PR» (Япония) [10]. Соотношение 
зонда и белка было равным 1:68. Длина волны 
возбуждения составляла 300 нм, регистрации — 
436 нм. Общий объем гидрофобных полостей в 
гемоглобинах определяли методом солюбилизации 
углеводорода (бензола) при помощи рефрактометра 
ИРФ-23 [11 ]. Окислительную модификацию фрак
ций гемоглобинов анализировали на основе метода, 
описанного в литературе, без инициации и с ини
циацией окислительных процессов [6 ]. 

Для инициации процессов окисления растворы 
гемоглобинов инкубировали с 15 мМ FeS0 4 -7H 2 0 и 
с 4 мМ Н 2 0 2 в течение 15 мин. Продукты окисли
тельной модификации (альдегидные и кетонные 
производные аминокислотных остатков) регистри
ровали в форме кетондинитрофенилгидразинов при 
370 нм (нейтрального характера) и при 430 и 
530 нм (основного характера), содержание которых 
выражали в единицах оптической плотности (ОП). 

Результаты и обсуждение. Как свидетельству
ют результаты исследований, представленные в 
табл. 1, интенсивность флуоресценции зонда ФНА 
в главных фракциях гемоглобина человека, быка и 
свиньи является практически одинаковой и харак
теризуется величинами в диапазоне 39,78±3,13— 
41,83±3,56 усл. ед. Значения максимума полосы 
свечения зонда в главных фракциях гемоглобинов 
отдельных представителей рыб значительно пре
восходят (в среднем в 3,5 раза) величины данного 
показателя, установленного для соответствующих 
фракций гемоглобинов млекопитающих и находят
ся в пределах 172± 1,0—187 ±10,5 усл. ед. Извест
но, что зонд ФНА является гидрофобным по своей 
природе и проникает, в основном, в центральные 
участки белковой глобулы [10]. Исходя из этого 
можно предположить, что центральные участки 
молекул главных фракций гемоглобинов рыб отли
чаются большей гидрофобностыо по сравнению с 
аналогичными фракциями гемоглобинов млекопи

тающих. Вместе с тем проявляется хорошо выра
женная консервативность уровня гидрофобности 
центральных зон молекул гемоглобинов у предста
вителей одного и того же класса позвоночных. 
Плотность упаковки молекул гемоглобина оценива
ли по общему объему гидрофобных полостей, ис
пользуя метод солюбилизации бензола белком. 

Установлено, что величина связывания бензо
ла изученными гемоглобинами имеет видовую за
висимость и находится в пределах от 346 до 
522 моль углеводорода на молекулу белка у пред
ставителей класса млекопитающих и в пределах от 
250 до 302 моль/моль белка у представителей 
класса рыб (табл. 1). Расчет общего объема гидро
фобных полостей белковых молекул показал, что 
главные фракции гемоглобинов рыб характеризу
ются меньшей величиной данного структурного 
параметра по сравнению с представителями класса 
млекопитающих. Так, если у млекопитающих 
среднее значение объема гидрофобных полостей 
гемоглобинов составляет 63449±3590 А 3, то у пред
ставителей класса рыб эта величина равняется 
40909±1864 А 3. 

В более ранних работах [12] на основании 
данных ЯМР-релаксации в протонных системах 
показано, что внутримолекулярная динамика ге
моглобинов характеризуется филогенетическими 
особенностями. В частности установлено, что в 
процессе филогенеза происходило закономерное 
увеличение внутримолекулярной подвижности мо
лекул гемоглобинов позвоночных. 

С учетом представленных результатов можно 
сделать вывод о том, что в ходе эволюции претер
певали однонаправленные изменения такие струк
турные параметры гемоглобина, как плотность упа
ковки белковых глобул и степень их внутримоле
кулярной гидрофобности. Характер этих изменений 
может свидетельствовать о снижении «жесткости» 
внутримолекулярной структуры гемоглобина в про-
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Таблица 2 
Содержание продуктов окислительной модификации в главных фракциях гемоглобинов до и после инициации окислительных 
процессов (М±т) 

цессе филогенеза, при переходе от более низших 
(пойкилотермных) к более высшим (гомойотерм-
ным) классам позвоночных. 

Изучение окислительной модификации глав
ных фракций гемоглобинов показало, что практи
чески все они содержат альдегидные и кетонные 
группировки аминокислотных остатков, которые 
взаимодействуют с 2,4-динитрофенилгидразином и 
регистрируются при 370 нм (продукты окислитель
ной модификации нейтрального характера) и при 
430 и 530 нм (основного характера). Как следует 
из полученных данных (табл. 2), у представителей 
млекопитающих содержание продуктов окисли
тельной модификации нейтрального характера (А = 
= 370 нм) в главных фракциях гемоглобинов нахо
дится в пределах от 0,088 до 0,382 ед. ОП., у 
рыб — в пределах от 0,135 до 0,530 ед. ОП. Уро
вень продуктов окислительной модификации ос
новного характера, регистрируемых при длине вол
ны 430 нм, у млекопитающих показан в пределах 
0,072—0,206 ед. ОП., у рыб — в пределах 0,032— 
0,376 ед. ОП. При длине волны 530 нм регистриро
вали наименьшее количество продуктов модифика
ции основного характера: у млекопитающих — от 
0,018 до 0,046 ед. ОП., у рыб — от 0,016 до 
0,097 ед. ОП. В целом, несмотря на перекрывае-
мость значений показателей окислительной моди
фикации гемоглобинов, прослеживается хорошо 
выраженная тенденция к их преобладанию у рыб 
по сравнению с млекопитающими. 

Представляло интерес оценить устойчивость 
гемоглобинов к окислительной модификации в ус
ловиях инициации реакций окисления in vitro. Для 
инициации процессов окисления растворы гемогло
бинов инкубировали с FeS0 4 *7H 2 0 и Н 2 0 2 . Из 
полученных в этих условиях данных обращают на 
себя внимание прежде всего те, которые отражают 

уровень продуктов окислительной модификации 
основного характера, регистрируемых при длине 
волны 530 нм. 

Видно, что в главных фракциях гемоглобинов 
человека и карася содержание соответствующих 
продуктов окислительной модификации практиче
ски не менялось по сравнению с их уровнем до 
инициации окислительных процессов. Вместе с тем 
у других представителей позвоночных отмечен за
метный рост содержания окислительных продуктов. 
Этот факт заслуживает внимания, поскольку в 
исходном состоянии гемоглобины человека и кара
ся отличались наиболее высоким содержанием про
дуктов окислительной модификации по сравнению 
с гемоглобинами других представителей млекопи
тающих и рыб соответственно. Можно предполо
жить, что определенные участки молекул одних 
гемоглобинов достигают максимального уровня 
окислительной модификации в эритроцитах, тогда 
как у других имеется резерв аминокислотных ос
татков, доступных для окислительных реакций в 
условиях их инициации. 

Сравнительный анализ полученных результа
тов позволил установить, что у представителей 
класса млекопитающих прослеживается хорошо 
выраженная положительная корреляция (г = +0,95) 
между общим объемом гидрофобных полостей мо
лекул гемоглобинов и уровнем продуктов окисли
тельной модификации основного характера, регист
рируемых при 530 нм после инициации окисли
тельных процессов (рис 1). У представителей 
класса рыб отмечена отрицательная корреляция 
между объемом гидрофобных полостей белковых 
молекул и уровнем продуктов окислительной моди
фикации основного характера, которые регистриро
вались при 430 (г = -0,9) и 530 нм (г = -0,95) до 
инициации окислительных процессов (рис 2). 
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-I , 1 1 1 1 г 
О 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 

Ед. опт. пл. 530 им 

Рис. 2. Взаимосвязь общего объема гидрофобных полостей (V, 
А ) и уровня содержания продуктов окислительной модифика
ции в главных фракциях гемоглобинов: судака (7), карпа (2) и 
карася (5) до инициации окислительных процессов 

Таким образом, полученные данные свидетель
ствуют о том, что процессы окислительной моди
фикации гемоглобина в эритроцитах в определен
ной мере зависят от структурной организации бел
ка. Поскольку для гемоглобинов млекопитающих 
показан больший объем гидрофобных полостей и, 
следовательно, меньшая плотность упаковки белко
вых молекул по сравнению с гемоглобинами рыб, 
можно предположить, что в таких гемоглобинах 
для окислительной модификации доступны не 
только поверхностные, но и более глубокие слои 
белковой глобулы. В связи с этим вполне очевидно, 
что менее «компактные» белковые глобулы в боль
шей степени подвержены воздействию активных 
форм кислорода. 

Гемоглобины рыб отличаются как большим 
уровнем гидрофобное™ центральных участков мо
лекул, так и меньшим объемом гидрофобных поло

стей. Возможно, в результате более «жесткой» 
упаковки гидрофобных участков их молекул до
ступными для окислительной модификации могут 
быть только поверхностные и прилегающие к ним 
«рыхлые» слои белковых глобул. Вполне вероятно 
также, что с увеличением компактности упаковки 
центральных участков гемоглобинов рыб возраста
ет объем периферических, наименее гидрофобных 
и полярных зон белковой глобулы. Это и создает 
условия для более активной окислительной моди
фикации находящихся в них аминокислотных ос
татков. 

S. V. Konoshenko, A. A. Gidulyanov 

Intramolecular structure and oxidative modification of haemoglobin 
major fractions of some mammalia and fishes representatives 

Summary 

Philogenetic particularities of a total volume of hydrophobic cavities 
and hydrophobicitiy of molecular central parts of mammalian and 
fish haemoglobins have been revealed. It has been determined that 
the vertebrates' liaemoglobins undergo oxidative modification in 
erythrocytes, the level of which is species specific and depends on 
the protein intramolecular structure. A direct relationship between 
the total volume of molecular hydrophobic cavities of mammalian 
haemoglobins and the level of oxidative modification base products 
has been shown under initiation of the oxidative processes. A reverse 
relation between corresponding indices has been found for fishes, 
haemoglobins before initiation of oxidative processes. 

C. В. Коношенко, А. О. Гідулянов 

Внутрішньомолекулярна структура і окислювальна модифікація 
головних фракцій гемоглобінів окремих представників ссавців і 
риб 

Резюме 

Обговорюються філогенетичні особливості загального об'єму 
гідрофобних порожнин і ступеня гідрофобності центральних 
ділянок молекул головних фракцій гемоглобінів окремих пред
ставників класу ссавців і класу риб. Встановлено, що гемог
лобіни хребетних піддаються окислювальній модифікації в 
еритроцитах, рівень якої має видову специфічність і певну 
залежність від внутріиіньомолекулярної структури білка. У 
представників класу ссавців спостерігається прямий зв'язок 
між загальним об'ємом гідрофобних порожнин молекул гемог
лобінів та рівнем продуктів окислювальної модифікації основ
ного характеру, що виявляється в умовах ініціації окислю
вальних процесів. У представників класу риб виявлено зворот
ний зв'язок між відповідними показниками гемоглобінів у 
вихідному стані, до ініціації окислювальних процесів. 
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