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Введение
Изменение концентрации кислорода в клетке и

ее компартментах влияет как на интенсивность
метаболических процессов, так и на скорость ак-
тивации кислорода гемсодержащими белками (ге-
моглобином крови, цитохромами митохондрий) с
образованием активных форм кислорода [1]. В
модели окислительного стресса in vitro, индуци-
руемого в суспензии эритроцитов человека, клеток
линии HL 60, митохондриях печени крысы орга-
ническим трет-бутилгидропероксидом (т-БГП) –
аналогом эндогенных гидроперекисей мембранных
липидов, мы исследовали клеточные окислитель-
ные реакции, протекающие с участием кислорода.
В настоящее время предложено несколько схем,
описывающих процесс взаимодействия гемсодер-
жащих белков и ферментов с органическими гид-
роперекисями [5], включая пероксидазный меха-
низм и гомолитическое расщепление гидропереки-
сей с образованием пероксильного, алкоксильно-
го и метильного радикалов. В то же время, меха-
низмы индуцируемой т-БГП активации кислорода
гемсодержащими белками остаются невыясненны-
ми.

Цель настоящей работы – выяснить зависимость
между окислительными процессами и реакциями
освобождения, активации и потребления кислоро-
да в клетках и митохондриях.

Материалы и методы
В работе использовали отмытые (трехкратно)

от плазмы крови (145 мМ NaCl, 5 мМ Na-фосфат-
ный буфер, рН 7,4) эритроциты свежей консерви-
рованной крови человека, полученной на станции
переливания крови г. Гродно, из которых готовили
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parallel with free radical generation, but not to membrane lipid peroxidation. The intensity of the biochemical oxidative
processes is controlled by small changes in oxygen pressure. Interaction of haem-containing proteins with tert-butyl
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5% суспензию. Митохондрии изолировали из тка-
ни печени крысы методом дифференциального
центрифугирования. Клетки линии HL 60 выращи-
вали в минимальной среде Игла с солями Хенкса,
содержащей 10% телячьей сыворотки в увлажнен-
ной атмосфере воздуха с 5% СО2 при 37оС. Окис-
лительный стресс моделировали внесением в сус-
пензию эритроцитов, клеток линии HL 60 и изоли-
рованных митохондрий т-БГП [5]. Напряжение
кислорода (рО2) в суспензии регистрировали с по-
мощью изготовленного в нашей лаборатории элек-
трода Кларка, встроенного в термостатируемую
полярографическую ячейку [3].

Содержание кислорода в среде изменяли, про-
дувая над суспензией эритроцитов увлажненный
газообразный азот. Концентрацию образовавших-
ся стабильных продуктов перекисного окисления
липидов, реагирующих с тиобарбитуровой кисло-
той (ТБКРС), определяли спектрофотометрически
по методу Stocks J. et Dormandy T. L. [4]. Содержа-
ние восстановленного глутатиона определяли по
методу Ellman G.L. et al. [2].

Результаты и обсуждение
Процессы окисления эритроцитарного оксиге-

моглобина (HbО2) при экспонировании эритроци-
тов т-БГП и мембранной пероксидации липидов
(образование ТБКРС) протекали параллельно пос-
ле стадии быстрого окисления внутриэритроцитар-
ного глутатиона (рис. 1). При этом наблюдалось
двухфазное изменение величины рО2, которая пред-
ставляет собой интегральный параметр, характе-
ризующий процессы освобождения кислорода из
связи с гемоглобином и его поглощения в кисло-
родзависимых реакциях (рис. 1, кривая 6). Увели-
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чение pO2 (освобождение O2 из связи с гемоглоби-
ном) и окисление HbО2 т-БГП протекали парал-
лельно. Уменьшение pO2 (поглощение кислорода)
связано с использованием кислорода (при участии
железа гемоглобина) для генерации активных форм
кислорода.

Последовательность индуцируемых т-БГП
окислительных процессов может быть представ-
лена следующим образом: 1) окисление ГSH;
2) окисление окси-Hb в мет-Hb и феррил-Hb, со-
провождающееся освобождением кислорода в ра-
створ; 3) окисление мембранных липидов; 4) по-
глощение кислорода. Мы предположили, что од-
ной из главных реакций, связанных с поглощени-
ем кислорода, является образование метил-перок-
сильного радикала из радикала метила (°CH3), яв-
ляющегося одним из продуктов разложения т-БГП
при его взаимодействия с кислородом [5].

°CH3 + O2 > °OOCH3
В митохондриях печени, подвергнутых воздей-

ствию т-БГП, мы наблюдали накопление продук-
тов пероксидации мембранных липидов, ингиби-
рование активности компонентов дыхательной
цепи (рис. 2), выраженное истощение митохонд-
риального глутатиона (рис. 3), сопровождающее-
ся накоплением смешанных дисульфидов глутати-
она с митохондриальными белками (данные не
представлены). Можно предположить, что ингиби-
рование ферментных систем дыхательной цепи
связано с окислением функционально значимых
сульфгидрильных групп белков, нарушением
структуры мембраны в результате перекисного
окисления липидов и нарушением прооксидантно-
антиоксидантного баланса митохондрий. Введение
в суспензию митохондрий антиоксиданта мелато-
нина в эквимолярных, по отношению к окислите-
лю, концентрациях препятствует развитию окис-
лительных повреждений митохондрий, что под-
тверждает сделанное ранее предположение о воз-
можности использования мелатонина в качестве
митохондриотропного протектора.

Инкубация клеток линии HL60 с трет-бутилгид-
ропероксидом сопровождалась генерацией в клет-
ках свободных радикалов (рис. 4), которое мы ре-
гистрировали по интенсивности флуоресценции
дихлорофлуоресцеина при предварительной на-
грузке клеток дихлорофлуоресцеин-диацетатом.
Энергия активации, рассчитанная нами из графи-
ка Аррениуса, равна 54,1 ±7,4 кДж/моль. Очевид-
но, что генерация свободных радикалов происхо-
дит при взаимодействии окислителя (т-БГП) с гем-
содержащими белками электронтранспортной цепи
митохондрий (цитохромами). Восстановление гид-
ропероксида цитохромами можно рассматривать
как реакцию активации молекулы кислорода, ка-
тализируемую этими ферментами. Оцененная нами
энергия активации реакции восстановления трет-
бутилгидропероксида гемоглобином была значи-

1 – окисление глутатиона; 2 – окисление окси-Hb; 3 – накопление
мет-Hb; 4 – накопление феррильной формы Hb; 5 – образование

ТБКРС; 6 – изменение рО2 суспензии
Рисунок 1 – Временные зависимости окислительных

процессов индуцируемых органическим т-БГП в
эритроцитах

Примечание – Суспензия эритроцитов (Ht 5 %; 1,25 мМ
т-БГП; 0,1 М фосфатный буфер; pH 7,4; 37є C). Кривые 1-6

2

0

20

40

60

80

100

0 500 1000 1500

Время, с

 %
 о

т 
ис

хо
дн

ог
о 

ур
ов

ня

50

100

150

200

250

pO
2, 

м
м

 р
т.

ст

1

2

3

4

56

0

10

20

30

40

50

0 500 1000 1500 2000

т-БГП, мкМ

С
ук

ци
на

тд
ег

ид
ро

ге
на

за
, н

м
ол

ь 
су

кц
ин

ат
а/

м
ин

/м
г б

ел
ка

*
#

**
*

+ Мел

- Мел

Рисунок 2 – Ингибирование сукцинатдегидрогеназы
митохондрий печени крысы при окислительном

воздействии трет-бутилгидропероксида. Защитный
эффект мелатонина (700 мкМ)
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Рисунок 3 – Окисление внутримитохондриального
глутатиона при окислительном воздействии трет-

бутилгидропероксида. Защитный эффект мелатонина
(700 мкМ)
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Рисунок 4 – Кинетические кривые генерации свободных
радикалов в клетках линии HL60 (1 млн клеток/мл) при

экспонировании клеток трет-бутилгидропероксида
(100 мкМ) при различных температурах
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тельно выше (124,3±15,6 кДж/моль), что свидетель-
ствует о более высоком энергетическом барьере
активации кислорода гемоглобином, по сравнению
с цитохромами.

Заключение
Взаимодействие оксигемоглобина эритроцитов,

компонентов электрон-транспортной цепи мито-
хондрий с органической гидроперекисью сопро-
вождается активацией реакций генерации свобод-
ных радикалов, истощением ГSH, повреждением
гемоглобина и мембранных липидов, компонентов
переноса электронов, т.е. ключевых систем пере-
носа и утилизации кислорода в организме. Мемб-
ранное окисление липидов – кислородзависимый
процесс, а реакции окисления оксигемоглобина и
глутатиона не зависят от концентрации O2.

Очевидно, что равновесное (обратимое), с из-
менением спинового состояния, и неравновесное,
с изменением валентности иона железа гема при
взаимодействии кислорода с гем-содержащими
белками (гемоглобином эритроцитов, цитохрома-
ми и цитохромоксидазой митохондрий) представ-
ляет один из важнейших биохимических процес-

сов, определяющих физиологическое состояние
организма. Эффективность окислительных реак-
ций в клетке определяется во многом ее физиоло-
гическим состоянием, метаболической активнос-
тью, уровнем антиоксидантной защиты, напряже-
нием кислорода. Высокая энергия активации ука-
занных реакций предохраняет клетку от чрезмер-
ного окислительного стресса.
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