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Обратимое связывание белков с компонентами мембраны и цитоскелета является одним из меха-
низмов управления клеточным метаболизмом. Этот механизм имеет огромное значение для регуля-
ции метаболизма в безъядерных клетках – эритроцитах млекопитающих, где он реализуется за счет
перехода гемоглобина в мембраносвязанное состояние. Взаимодействовать с мембранами Hb мо-
жет в разных лигандных и окислительно-восстановительных состояниях, что указывает на функци-
онирование этого белка в качестве датчика редокс- и кислородных условий. Через взаимодействие
с основным интегральным белком мембраны эритроцита − белком полосы 3 дезоксигенированный
Hb в зависимости от кислородных условий изменяет энергетический обмен, морфологию и дефор-
мируемость эритроцитов, высвобождение регуляторов сосудистого тонуса − NO и ATP. Сигнальную
функцию выполняют также и продукты окислительной денатурации Hb – необратимые гемихромы.
Накапливаясь со временем или в результате окислительного стресса, гемихромы несут информацию
о редокс-условиях и продолжительности функционирования эритроцита. Высказывается гипотеза о
существовании в эритроцитах программы, запускающей внутрисосудистый гемолиз. Обсуждается
участие гемоглобина и его мембраносвязанной формы (MBHb) в реализации этой программы. Также
обсуждается роль доноров оксида азота в регуляции стабильности эритроцитов. Предложено ис-
пользовать данные о содержании MBHb в эритроцитах в медицинской диагностике.

Ключевые слова: мембраносвязанный гемоглобин, эритроциты, регуляция метаболизма, внутрисо-
судистый гемолиз, оксид азота, диагностика
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За последние два десятилетия представления о
функциональных свойствах эритроцитарного ге-
моглобина (Hb) существенно расширились. Стало
ясно, что Hb не только переносчик кислорода, но
еще и регулятор его доставки к органам и тканям.
Эту функцию Hb осуществляет несколькими спо-
собами: 1) через регуляцию механических свойств
мембраны эритроцита; 2) через синтез и депони-
рование NO в эритроците; 3) через высвобождение
ATФ из эритроцита. Во всех случаях сигнально-ре-
гуляторное действие опосредованно изменениями
четвертичной структуры Hb (конформационными
R-T-переходами), которые модулируются парци-
альным давлением кислорода (pO2). Именно бла-
годаря тетрамерной организации Hb и наличию у
него аллостерических свойств возможна тонкая
настройка как кислородсвязывающих свойств
Hb, так и его сигнальных функций. Отметим,

что гемоглобин также регулирует энергетиче-
ский обмен, объем, деформируемость и продол-
жительность жизни эритроцита.

Поскольку эритроцит млекопитающих пред-
ставляет собой высокоспециализированную и ре-
дуцированную клетку, где отсутствуют ядро, ми-
тохондрии и белоксинтезирующий аппарат, то
его основной информационной платформой яв-
ляется плазматическая мембрана и связанный с
ней примембранный цитоскелет. Связывание Hb
с компонентами мембраны формирует основу его
сигнально-регуляторной функции.

Обзор посвящен обобщению современных
представлениям о путях взаимодействия Hb с
мембраной и о физиологическом значении этого
процесса для функционирования эритроцита и
его участия в поддержании гомеостаза на уровне
целого организма.

УДК 612.111.11
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Обратимое связывание белков на мембране как
способ регуляции метаболизма. Одним из механиз-
мов регуляции метаболизма клетки является об-
ратимый переход белков из растворимого в мем-
браносвязанное состояние. Это так называемый
адсорбционный механизм регуляции [1, 2] или, со-
гласно терминологии, предложенной А.С. Капре-
льянцем, − топодинамическая регуляция [3]. Обра-
тимая адсорбция ферментов позволяет управлять
их каталитической активностью и стабильностью.
Идея о том, что обратимое связывание ферментов
c субклеточными структурами имеет регулятор-
ное значение, была впервые высказана А.И. Опа-
риным в 1933 г. [4]. Как было показано в его рабо-
тах, подобный способ регуляции активности фер-
ментов работает и в гелеподобных структурах
(коацерватах), что указывает на его эволюцион-
ную древность.

Как правило, связывание ферментов с мем-
бранами приводит к снижению их активности и
находится в прямой зависимости от энергетиче-
ского заряда клетки: высокий уровень при низ-
кой концентрации ATP и наоборот. Возможно,
это позволяет клетке снизить расход энергии на
постоянную каталитическую работу ферментов.
Процесс сорбции-десорбции белков обладает вы-
сокой чувствительностью к низкоинтенсивным
воздействиям. Благодаря этому процессу клетка
может в течение нескольких секунд изменить ме-
таболизм за счет ранее связанных ферментов, в то
время как для реализации ответа через изменение
экспрессии генов требуется гораздо больше времени.

Естественно, возникает вопрос о природе фак-
тора, который является спусковым механизмом
для перехода белков из связанного в свободное
состояние. Согласно существующим представле-
ниям, таким триггером являются конформацион-
ные изменения мембран и белков. Доказано су-
ществование взаимосвязи между конформацией
белка и редокс-состоянием его SH-групп [5].
Тиоловые группы являются наиболее активными
группами белков, способными в мягких физиоло-
гических условиях вступать в разнообразные хи-
мические реакции (окисление, нитрозилирова-
ние, гликирование, алкилирование, тиолирование
и др.) [5, 6]. Многие из этих реакций обратимы и
поэтому имеют важное значение для регуляции
метаболизма клетки. Кроме того, тиол-дисуль-
фидное равновесие чрезвычайно чувствительно к
действию редокс-активных соединений [7].

Конформационные переходы в молекуле Hb
могут быть вызваны изменением состояния гемо-
вой группы при присоединении лигандов, а также
изменением состояния поверхностных остатков
цистеина (Cysβ93). Связывание (блокирование)
активных тиольных групп меняет распределение
электронной плотности на геме, в результате чего
происходит ускорение автоокисления Hb, если

оно не сопровождается значительными конфор-
мационными изменениями [8]. Например, обра-
зование супероксидного анион-радикала 
происходит при переходе низкоспинового окси-
генированного гемоглобина (oxyHb) в низкоспи-
новый окисленный met-hydroxyHb (FeIII–OH)
или гемихром (His–FeIII–His). Окисленный ге-
моглобин, особенно его низкоспиновые формы,
имеют повышенную склонность к связыванию с
мембраной [9]. Таким образом, различные ре-
докс-активные соединения, образующиеся экзо-
генно или эндогенно при нарушении метаболиз-
ма, могут влиять на перераспределение белка из
растворимого в мембраносвязанное состояние.

Известно, что эритроциты обладают много-
уровневой способностью к адаптации [10–12].
В отличие от “ядерных” клеток, адаптационные
возможности эритроцитов млекопитающих огра-
ничены цитоплазматическими механизмами, ко-
торые включают обратимые кооперативные фазо-
вые переходы белков, взаимодействие их с мем-
браной и цитоскелетом, изменения в мембранных
белках и белках цитоскелета, а также нарушение
проницаемости мембраны. Поэтому эритроциты
являются удобной моделью для изучения форми-
рования адаптационного ответа на уровне цито-
плазмы. В следующей главе будут рассмотрены ос-
новные пути формирования регуляторного сигна-
ла в этих клетках благодаря связыванию Hb с
мембраной.

Центры связывания гемоглобина с мембраной.
Способность эритроцитарного гемоглобина к
связыванию с мембраной была установлена до-
статочно давно, при попытке получить тени эрит-
роцитов гипотоническим лизисом. Первое упо-
минание о содержании Hb в эритроцитарных
мембранах можно найти в работе Хоффмана [13],
в которой он был назван “структурно фиксиро-
ванным гемоглобином”. В научной литературе
устоялся термин мембраносвязанный гемогло-
бин (Membrane-Bound Hemoglobin – MBHb).
Также к числу ранних исследований MBHb отно-
сятся работы Андерсона и Тернера [14, 15], в ко-
торых было показано, что отмытые мембраны
эритроцитов содержат около 3% от всего гемогло-
бина клетки. Затем Фунг и Эйзингер [16, 17] под-
твердили факт взаимодействия Hb с мембранами
эритроцитов в физиологических условиях.

Среди способов связывания Hb с мембраной
выявлены следующие: связывание deoxyHb по
белку полосы 3 за счет электростатических взаи-
модействий [17–21], ковалентная пришивка к
мембранным компонентам дисульфидными свя-
зями [22, 23], адсорбция к мембранным липидам
с помощью гидрофобных взаимодействий. Также
Hb может связываться с белками цитоскелета:
спектрином [24, 25], гликофорином [26–28], ак-
тином и тубулином [29, 30].

( )−•
2O
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Белок полосы 3 (Band3) – представитель се-
мейства (SLC4) переносчиков (транспортеров)
растворенных веществ [31], он является основ-
ным интегральным белком мембран (25% от всех
мембранных белков). Мономерный белок поло-
сы 3 состоит из трех доменов: домен, пронизыва-
ющий мембрану, который осуществляет обмен
Cl−/  короткий C-концевой цитоплазматиче-
ский домен и длинный N-концевой цитоплазма-
тический домен. С-концевой цитоплазматиче-
ский домен связывает карбоангидразу II, N-кон-
цевой цитоплазматический домен (Cytoplasmic
Domain of Band 3 protein, CDB3) связывает глико-
литические ферменты, Hb и гемихромы, образуя
комплекс белка полосы 3. Одна из основных
функций N-концевого домена заключается в свя-
зывании цитоскелетного каркаса с мембраной,
что определяет морфологию и стабильность эрит-
роцита. Комплекс белка полосы 3 осуществляет
координацию мембранно-цитоскелетной структу-
ры с энергетическим состоянием и кислородными
условиями внутри клетки. Структура этого белка
определяет антигенные детерминанты эритроци-
тарной мембраны; полиморфные варианты Band3
определяют группу крови Диего [32].

Band3 является центром организации мембра-
ны эритроцитов и регулятором ионного гомео-
стаза, поэтому даже незначительные модификации
в его регуляторных сайтах приводят к изменению
структуры и функции этих клеток. Фосфорилиро-
вание тирозинов Band3 нарушает связывание Hb и
белков цитоскелета [33]. Можно предположить, что
и иные модификации в связывающем участке,
например, нитрование тирозинов, могут приводить
к нарушению кислородзависимой регуляции мета-
болических потоков в эритроците. CDB3 содержит
реакционноспособные цистеины, участвующие в
детекции редокс-состояния внутри клетки [34].

Связывание Hb с мембраной может быть обра-
тимым и необратимым. С применением флуорес-
центных зондов было показано, что deoxyHb с
высоким сродством (в 8 раз превышающим срод-
ство для oxyHb) обратимо связывается с CDB3
[18, 35–37]. Необратимым является ковалентное
связывание Hb с компонентами мембраны вслед-
ствие действия окислительных агентов, вызыва-
ющих образование свободных радикалов, фер-
рильных и оксоферрильных форм гемоглобина
(гем–Fe(IV)=O) [38–41]. Чем выше уровень окис-
ления гемоглобина (от FeIII до FeV), тем выше до-
ля связанного Hb, при этом примерно 50% Hb
связывается с помощью SH-групп [41]. Помимо
Band3, гемоглобин также способен образовывать
комплекс с цитоскелетным узлом, образованным
спектрином, анкирином и белком полосы 4.2. Свя-
занный таким образом окисленный metHb сохра-
няет окислительно-восстановительные свойства и
способность к взаимодействию с лигандами [41].

−
2CO ;

С мембраной взаимодействует частично окис-
ленный Hb [42], что, вероятно, имеет физиологи-
ческое значение, поскольку в примембранной
области происходит его восстановление мембра-
носвязанной НАДФН-зависимой metHb-редук-
тазой [43].

Известна также способность гемоглобина об-
разовывать комплексы с липидами, например, с
холестерином [44], причем содержание аддуктов
Hb с холестерином в зимний период выше, чем в
летний (30% и 19% от общего Hb соответственно),
что отражает уровень холестерина в липопроте-
идов высокой плотности (ЛПВП) в плазме.

Способы определения мембраносвязанного гемо-
глобина. В литературе содержатся противоречивые
сведения о содержании MBHb в эритроцитах, что
объясняется различным физиологическим состоя-
нием эритроцитов и способом приготовления те-
ней (рН, иона сила, количество отмывок).

В настоящее время концентрацию MBHb в
эритроцитах чаще всего определяют спектрофо-
тометрически, оценивая гемоглобин, ассоцииро-
ванный с тенями эритроцитов [14, 45–51]. Нами
был разработан простой спектрофотометриче-
ский метод определения MBHb в пробах крови,
позволяющий проводить оценку концентрации
Hb в рассеивающих средах [51]. Используются
также ДДС-электрофорез белков теней в ПААГ с
последующей денситометрией полосы Hb [53,
54]; измерение тушения гемоглобином флуорес-
ценции зондов, встроенных в мембрану и специ-
фически взаимодействующих с белком полосы 3
[17, 21]; люминол-активированная хемилюми-
несценция [20, 52]. Среди достоинств последнего
метода следует отметить высокую чувствитель-
ность (до 0.01 пмоля MBHb в образце) и возмож-
ность проводить измерения в цельных эритроци-
тах. В табл. 1 суммирована имеющаяся по этому
вопросу информация.

По данным двумерного электрофореза со-
держание Hb в мембранах эритроцитов соста-
вило 1.740 ± 0.074% от общего белка мембран и
было наименьшим, по сравнению с содержани-
ем остальных мембранных белков [54]. Близкие
значения (1.3 ± 0.3% от общего белка мембран)
были получены в работе [41].

Быстрый и точный метод количественного
определения связанного deoxyHb с CDB3 основан
на измерении тушения гемоглобином флуоресцен-
ции зеленого флуоресцентного белка (eGFP), свя-
занного с COOH-концом CDB3 [21]. Необычный
способ анализа MBHb с помощью спектроскопии
гигантского комбинационного рассеивания был
предложен в работе [55]. Для этого эритроциты
предварительно иммобилизовывали на покрытиях
в виде кольцевых наноструктур серебра. Такой под-
ход позволяет оценить изменения конформации и



110

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 55  № 2  2019

КОСМАЧЕВСКАЯ и др.

кислородсвязывающих свойств MBHb в неповре-
жденных эритроцитах.

МЕМБРАНОСВЯЗАННЫЙ ГЕМОГЛОБИН 
КАК НОСИТЕЛЬ БИОЛОГИЧЕСКОГО 

СИГНАЛА
Обратимый характер связывания Hb с мембра-

ной указывает на физиологическую роль этого
процесса. Рассмотрим физиологические и пато-
физиологические эффекты, обусловленные пере-
ходом Hb в мембраносвязанное состояние.

Аллостерическая регуляция CDB3. Гемоглобин
связывается с белком полосы 3 за счет встраива-
ния анионного сегмента CDB3 в катионную цен-
тральную полость, образованную β-цепями, ко-
торая одновременно является сайтом связывания
2.3-бифосфоглицерата (2.3-БФГ, 2.3-DPG) – ал-
лостерического регулятора Hb. Такое взаимодей-
ствие позволяет рассматривать белок полосы 3 по
отношению к deoxyHb как гетеротропного алло-
стерического эффектора, индуцирующего переход
в Т-конформацию или стабилизирующего Т-кон-
формацию [56]. Со своей стороны, Hb регулирует
анион-транспортные свойства белка полосы 3:
Na+/K+ – транспорт, K+–Cl− и Na+–K+–2Cl− –
котранспорт [56].

Регуляция газообмена. Тесный контакт Hb и
карбоангидразы с участием CDB3 позволяет ско-
ординировать поглощение углекислого газа и вы-
деление кислорода в капиллярах [57]: высвобож-
даемые при образовании бикарбоната протоны
локализуются в области комплекса полосы 3, где
они благодаря эффекту Бора способствуют дезок-
сигенации Hb.

Регулирующее воздействие на газообмен Hb
может оказывать еще одним способом, изменяя
структуру примембранного цитоскелета (субмем-
бранного барьера) [58]. Усиление контакта ци-
тоскелета с мембраной приводит к сокращению

ячеек цитоскелетного каркаса, снижая диффузию
газов. Этот механизм представляется вполне ве-
роятным при регуляции поступления NO в эрит-
роциты [42, 59, 60].

Регуляция энергетического метаболизма. Извест-
но, что CDB3 связывает гликолитические фермен-
ты: альдолазу, фосфофруктокиназу и глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназу [61]. Эти ферменты, а
также пируваткиназа и лактатдегидрогеназа, обра-
зуют мультиферментный комплекс (метаболон)
[62, 63]. Организация ферментов в метаболон
обеспечивает более эффективное регулирование
гликолитического пути. В связанном состоянии
гликолитические ферменты, как правило, имеют
низкую каталитическую активность [64]. Конфор-
мационные изменения в молекуле Hb при дезок-
сигенации приводят к повышению его сродства к
CDB3, вытеснению ферментов гликолиза с сайта
связывания и переходу их в растворимое активное
состояние [19, 57, 65]. Таким образом, связывание
deoxyHb с CDB3 переключает метаболизм с пен-
тозофосфатного пути на гликолитический в ответ
на изменение кислородного статуса клетки [57,
64, 66, 67]. С одной стороны, это способствует
возрастанию уровня внутриклеточного ATP и,
одновременно, 2,3-БФГ, а, с другой, уменьшает
поток глюкозы, поступающей в пентозофосфат-
ный путь, в котором образуется НАДФН, необхо-
димый для восстановления metHb и антиокси-
дантных ферментов.

Органические фосфаты (ATP и 2.3-БФГ) явля-
ются звеном, связывающим энергетику клетки с
функциональной активностью содержащихся в
них молекул Hb. Специфически присоединяясь к
Hb, они снижают его сродство к кислороду [68].
Это один из способов регуляции доставки кисло-
рода в условиях гипоксии: чем ниже рО2, тем выше
доля deoxyHb, тем выше концентрация ATP и
2.3-DPG, и тем выше отдача О2 гемоглобином. При
этом регуляция кислородсвязывающих свойств Hb

Таблица 1. Содержание MBHb в тенях эритроцитов здоровых доноров по оценкам различных авторов

* Содержание MBHb представлено в % от общего количества Hb в эритроцитах.

Содержание
MBHb, %* Метод определения Источник

≤2 Спектрофотометрический цианметгемоглобиновый метод (метод Драбкина) [45]
~3 Спектрофотометрический цианметгемоглобиновый метод (метод Драбкина) [14]

7−10 Спектрофотометрический при длине волны 536 нм [46]
3.6 » [47]

4.04 ± 0.54 » [48]
4.43 ± 2.2 » [49]

5.54 ± 0.32 » [50]
4.53 ± 1.05 Спектрофотометрическая оценка комплексов Hb с пиридином (метод Риггса) [51]

7−8 Активированная хемилюминесценция [52]
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за счет аллостерического механизма может быть
очень быстрой, поскольку часть 2.3-БФГ (при-
мерно 30%) находится в связанном с мембранами
состоянии [68]. Таким образом, deoxyHb и 2.3-ДФГ
могут конкурировать за сайты связывания с мем-
браной.

Переключение энергетического метаболизма
на преимущественный синтез органических фос-
фатов имеет большое значение для стабилизации
мембраны, для создания физиологически опти-
мальной формы эритроцита [69], а также для ре-
гуляции локального кровотока в условиях гипо-
ксии [70–72]. Снижение содержания ATФ на 15%
и более изменяет характер взаимодействия спек-
трина, актина и других интегральных белков эрит-
роцитарной мембраны. Другой метаболит гликоли-
за – 2.3-БФГ, обратимо связываясь со спектрином,
также оказывает влияние на свойства мембранного
цитоскелета. Увеличение его концентрации повы-
шает деформируемость мембраны.

Регуляция капиллярного кровотока. Описаны
два взаимодополняющих механизма вовлечения
эритроцитов в регуляцию капиллярного кровото-
ка (локального внутрисосудистого давления):
быстрое снижение вязкости крови за счет увели-
чения деформируемости эритроцитов и медлен-
ное, но устойчивое увеличение диаметра сосуда
за счет выделения регуляторов сосудистого тону-
са (NO и ATP) в его просвет. Последний меха-
низм имеет три пути реализации. Это аллостери-
чески регулируемое высвобождение NO с участи-
ем SH-групп β-субъединиц Hb (SNO-Hb) [73, 74],
образование NO в реакции восстановления нит-
рит-ионов deoxyHb [75–77] и локальная пуринэр-
гическая сигнализация с помощью ATP, высвобо-
дившегося из эритроцитов [72, 78, 79]. Все пере-
численные механизмы реализуются в условиях
пониженного рO2 и модулируются взаимодействи-
ем Hb с компонентами мембраны и цитоскелета.

Обсуждается участие гемоглобина в экспорте
NO из эритроцитов. Акцептором NO-группы от
SNO-Hb в мембране является CDB3 [80]. Взаимо-
действие Hb с CDB3 благоприятствует переходу
белка в T-конформацию, что сопровождается пе-
реносом NO-группы в реакции транснитрозили-
рования от цистеинов β-цепей Hb на вициналь-
ные остатки цистеина (Cys201, Cys317) CDB3 [80,
81], поэтому окисление тиолов CDB3 приводит к
нарушению молекулярного механизма внутрикле-
точного переноса NO [80]. Связанный с CDB3 de-
oxyHb может также восстанавливать нитрит-ионы
и, таким образом, генерировать NO на внутренней
поверхности мембраны эритроцитов [82].

В 1992 г. появилась работа, в которой было по-
казано участие Hb в гипоксическом выбросе ATФ
из эритроцитов [78]. Предполагаемый механизм
этого процесса включал связывание desoxyHb с
CDB3, что приводило к активации G-белка и за-

пуску каскада реакций сигнального пути, на за-
ключительном этапе которого происходит высво-
бождение ATP через определенные каналы в плаз-
матической мембране [79]. Этот эритроцитарный
ATФ связывается с P2Y-пуринэргическими ре-
цепторами на поверхности эндотелиальных кле-
ток, активирует синтез NO и других сосудорас-
ширяющих факторов, тем самым способствуя
увеличению скорости капиллярного кровотока и
эффективности доставки O2 к тканям. Вопрос о
том, какие именно каналы участвуют в селективном
транспорте АТФ, до сих пор не решен. Предполо-
жительно, это паннексиновые каналы (Panx1) и ме-
ханочувствительные неселективные катионные
каналы (Piezo 1) [83]. Экспериментальное под-
тверждение получила гипотеза о высвобождении
АТФ из лизированных эритроцитов [70–72].

Наряду с гипоксией, выброс ATФ из эритроци-
тов может быть вызван их механической деформа-
цией при прохождении через капилляры, закисле-
нием среды и избыточным количеством CO2 в кро-
ви [84]. Показано, что высвобождение ATФ из
эритроцитов человека увеличивается в присут-
ствии нитритов, проникающих аналогов цAMФ,
активаторов цAMФ-опосредованной сигнальной
системы (адреналин, изопротеренол, простацик-
лин PGI2, форсколин, папаверин) и диметилсуль-
фоксида [84].

В экспериментах in vitro и in vivo было показа-
но, что увеличение синтеза и высвобождения
ATФ в присутствии нитритов сопровождается
снижением артериального давления [20], причем
этот эффект наблюдался и в нормоксических, и в
гипоксических эритроцитах, что указывает на его
независимость от нитритредуктазной реакции.
Также было показано, что в эритроцитах, обрабо-
танных физиологическими концентрациями Na-
NO2, возрастало содержание MBHb (9.9 ± 0.2 мкМ
по сравнению с 2.0 ± 0.6 мкМ в контроле). Сово-
купность этих фактов позволила авторам работы
[20] предположить участие гемоглобина в нитрит-
зависимом высвобождении ATФ. В какой именно
форме Hb связывается с мембраной в данном слу-
чае, пока не известно. Предположительно, это
окисленные низкоспиновые формы белка, кото-
рые образуются в реакции deoxy- и oxyHb с 
metHb–NO2 и бис-гистидин–metHb [9]. Обсуж-
дается возможность формирования при участии
CDB3 внутриэритроцитарного пула ATФ, связан-
ного с мембраной, который высвобождается в
условиях гипоксии, когда активируется путь пе-
редачи сигнала для выхода ATФ.

Индукция перераспределения Hb из раствори-
мого в мембраносвязанное состояние нитритом
натрия наблюдалась и в наших экспериментах с
изолированными эритроцитами [51], причем нит-
розотиолы, в концентрациях на порядок превыша-
ющих концентрацию нитрит-ионов, не приводили

−
2NO :
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к образованию дополнительного MBHb. Это согла-
суется с результатами работы [41], в которой было
показано, что инкубация эритроцитов с нитри-
том натрия приводила к 10-кратному увеличению
MBHb.

Регуляция деформируемости эритроцитов.
Снабжение тканей кислородом зависит не только
от свойств Hb, но и от реологических характери-
стик мембраны эритроцитов. Высокая деформи-
руемость этих клеток играет важную роль в обес-
печении микроциркуляции, поскольку позволяет
клеткам проходить через сосуды с диаметром
меньше их собственного размера [85]. Было пока-
зано, что комплекс Hb-CDB3 принимает участие
в перестройке цитоскелета в микроциркулятор-
ном русле в зависимости от кислородных условий
[21, 86, 87]. Связывание deoxyHb с CDB3 в непо-
средственной близости от сайтов связывания ан-
киринов, соединяющих Band3 и цитоскелет, при-
водит к вытеснению анкирина из комплекса с
Band3 [21, 86]. Благодаря этому в течение периода
дезоксигенации происходит ослабление мембран-
но-цитоскелетных взаимодействий, что значи-
тельно повышает деформируемость эритроцитов.
Наоборот, повышение pO2 способствует усилению
взаимодействия анкиринов с Band3, что стабили-
зирует мембрану эритроцитов во время их движе-
ния в турбулентном потоке из легких в капилляры.

Лабилизация цитоскелета в периоды длитель-
ной дезоксигенации (ишемия, гипоксия) может
приводить к внутрисосудистому образованию ве-
зикул и гемолизу. Существует точка зрения, что
этот неблагоприятный на первый взгляд процесс
может быть физиологически оправданным. Дан-
ный вопрос будет рассмотрен ниже.

Индукция внутрикапиллярного окислительного
стресса. Различные формы окисленного Hb (me-
tHb, ferrylHb, oxoferrylHb) и продукты его окисли-
тельной денатурации (необратимые гемихромы) и
деградации (гем и двухвалентное железо) могут
прочно связываться с компонентами мембраны и
быть источником активных форм кислорода (АФК),
инициирующих перекисное окисление липидов
(ПОЛ) [39–41, 52, 88–93]. Поскольку примембран-
ная область практически недоступна для цитозоль-
ных антиоксидантных ферментов, преципитация
Hb к мембране эритроцитов может только уси-
лить процесс свободнорадикального окисления
липидов и спровоцировать гемолиз.

Источником АФК может также быть и oxyHb в
условиях гипоксии. Если в обычных условиях Hb
отдает тканям около одной трети связанного О2,
то при пониженном pO2 гемоглобин достигает со-
стояния полунасыщения, при котором он легко
окисляется и теряет стабильность. Интенсифици-
ровать процесс автоокисления также может вы-
званный гипоксией глубокий ацидоз. В гипоксиче-
ских эритроцитах благодаря высокому уровню de-

oxyHb возрастает содержание Hb в примембранной
области, что уменьшает вклад гексозомонофос-
фатного шунта в энергетику клетки и в синтез
НАДФН. Это может усиливать негативные эф-
фекты АФК.

Описанными выше процессами генерации
АФК в эритроцитах объясняется индукция вос-
палительного ответа в условиях гипоксии [94].
Образуемый эритроцитами H2O2 выходит в про-
свет капилляра, диффундирует до микрососуди-
стого эндотелия, где запускает Ca2+-зависимый
рекрутинг лейкоцитов. Возможность осуществ-
ления такого сценария in vivo была продемон-
стрирована на легких крыс [94]. Таким образом,
Hb является триггером развития воспалительных
нарушений, таких, как острое повреждение лег-
ких или сердечно-сосудистые заболевания с низ-
ким сердечным выбросом.

Редокс сигнализация. Увеличение доли связан-
ных с мембраной окисленных форм Hb не всегда
имеет негативные последствия для клетки и в не-
которых случаях может быть физиологически де-
терминированным процессом, направленным на
удаление старых, поврежденных и инфицирован-
ных эритроцитов из кровотока [95, 96]. Функцио-
нально неполноценные эритроциты имеют изме-
ненные антигенные детерминанты, благодаря че-
му они узнаются фагоцитами и макрофагами и
уничтожаются.

Предложено несколько гипотез, объясняю-
щих роль Hb в формировании “сигнала смерти”.
Согласно одной из них, сополимеризация геми-
хромов с CDB3 и/или спектрином способствует
агрегации Band3 и экспонированию антигена
старения, с которыми связываются циркулирую-
щие автоантитела (IgG), образуя сайты опсониза-
ции [96–99]. Предполагается, что эритроциты рас-
познаются макрофагами, как старые, в том случае,
если размеры кластеров превышают некую поро-
говую величину. В норме примерно 0.1% эритро-
цитов содержат агрегированный Band3 [100]. Не-
обходимым условием агрегации Band3 является
сочетанное действие перекисного окисления
мембранных липидов и повышенные уровни ге-
михромов [100].

Гемихромы связываются с цитоплазматиче-
ской мембраной по двум сайтам: высокоаффинно-
му (на CDB3) и низкоаффинному (на спектрине)
[97]. Связывание с CDB3 обнаруживает следую-
щую стехиометрию: на один димер белка полосы 3
приходится 2.5 тетрамерных гемихрома. С помо-
щью гемихромов эритроциты могут “чувствовать”
окислительный стресс (редокс-состояние) [37, 96].

Рассмотрим последовательность событий,
приводящую к формированию сигнала о редокс-
условиях внутри клетки. Начальным событием
является обратимое окисление близкорасполо-
женных остатков цистеина (Cys201 и Cys317) в
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Band3 с образованием межмолекулярной дисуль-
фидной связи (ковалентно-сшитый димер Band3)
[81]. Образование дисульфидной связи также
происходит под действием гемихромов. Такая
сшивка вызывает конформационные изменения
в Band3, что делает возможным специфическое
взаимодействие с Syk-киназой, фосфорилирую-
щей остатки тирозина в цитоплазматическом до-
мене CDB3 [37, 101]. Вызванное гемихромами ги-
перфосфорилирование Band3 снижает его срод-
ство к анкирину и способствует диссоциации от
спектрин-актинового цитоскелета [37, 101], что
приводит к нарушению структурной целостности
мембраны и, как следствие, к внутрисосудистому
гемолизу. Напротив, обратимое фосфорилирова-
ние не вызывает лизис эритроцитов.

Гемихромы также индуцируют фосфорилиро-
вание остатков серина белков цитоскелета. По-
видимому, это явление играет ключевую роль в
высвобождении мембранных микрочастиц (экзо-
везикулообразование), нагруженных гемихрома-
ми [102]. В больших количествах такие частицы
содержатся в крови больных талассемией [101]. В
этом случае процесс образования везикул физио-
логически оправдан, поскольку направлен на
удаление поврежденных мембранных фрагмен-
тов, тем самым сохраняя вполне жизнеспособные
эритроциты [102].

До наступления физиологического старения
эритроциты могут подвергаться повреждениям,
которые нарушают их целостность и, таким обра-
зом, запускают программу их гибели – эриптоз.
Эритроциты проявляют следующие признаки
апоптоза: сморщивание клетки, везикулообразо-
вание, перераспределение липидов в мембране,
которое приводит к экспонированию фосфати-
дилсерина на ее поверхности [103]. Фосфатидил-
серин узнается макрофагами, утилизирующими
такие эритроциты. Описано несколько механиз-
мов эриптоза, которые могут запускаться одновре-
менно. Один из таких механизмов может реализо-
ваться при участии окисленных форм Hb – геми-
хромов, специфически связывающихся с Band3.

Усиленный эриптоз происходит при сахарном
диабете, злокачественных новообразованиях,
сердечной и почечной недостаточности, анемиях
различного генеза, гемолитическом уремическом
синдроме, сепсисе, микоплазменной инфекции
[104]. Благодаря индукции эриптоза эритроциты,
инфицированные малярийным плазмодием (Plas-
modium falciparum), быстро удаляются из кровото-
ка, тем самым защищая весь организм от распро-
странения инфекции [56, 104].

Несмотря на то, что в целом эриптоз является
полезным физиологическим механизмом, его
чрезмерная активация может стать причиной
обширного внутрисосудистого гемолиза. Стиму-
ляция эриптоза при злокачественных опухолях

дополнительно усугубляется цитостатическим
лечением, что способствует возникновению
анемии [105]. Для снижения анемии у онкологи-
ческих больных целесообразно применение инги-
биторов эриптоза, одним из которых является ок-
сид азота [106]. Разработка различных NO-донор-
ных соединений для коррекции нарушений в
системе микроциркуляции является перспектив-
ным направлением в фармакологии. В частности,
в качестве таких физиологических носителей
NO-группы могут выступать динитрозильные
комплексы железа (ДНКЖ, см. ниже).

Регуляция объема клетки. В нескольких рабо-
тах было исследовано участие гемоглобина в ре-
гуляции объема клетки. Возможны два механизма
такой регуляции. Согласно первому, Hb участвует
в детекции объема посредством эффекта краудин-
га (неспецифического влияния скученности мак-
ромолекул) [107]. Концентрирование или разбав-
ление внутриклеточного раствора Hb в результате
флуктуации объема клетки может повлиять на ак-
тивность протеинкиназ и фосфатаз, участвующих
в регуляции объема. Альтернативный механизм
состоит в том, что связывание Hb с мембраной ак-
тивирует K+–Cl−-котранспортер, участвующий в
регуляции клеточного объема [108]. В гипер- и ги-
потонической средах Hb снижает транспорт K+и
Cl−. Оксигенация стимулирует перенос ионов (че-
рез активацию K+–Cl−-котранспортера), вызывая
набухание, тогда как дезоксигенация вызывает смор-
щивание (через активацию каналов Na+–K+–2Cl− и
Na+/H+) [109]. Набухание клеток, являясь анало-
гом напряжения сдвига, приводит к открытию
механо-чувствительных катионных каналов, про-
ницаемых для Ca2+, что запускает Ca2+-зависи-
мые сигнальные каскады, регулирующие пере-
стройку цитоскелета, белки которого имеют сай-
ты связывания Ca2+ [110].

Регуляция заряда мембраны эритроцитов. Пред-
ложено несколько механизмов, объясняющих
участие Hb в регуляции электрического поля
мембраны эритроцитов [111]. Один из них состо-
ит в адсорбции-десорбции Hb на мембране. Дез-
оксигемоглобин образует на мембране сплошной
слой такой толщины, что он компенсирует при-
мерно половину мембранных зарядов, тем самым
вдвое ослабляя трансмембранную разность по-
тенциалов. Присоединение кислорода к Hb пере-
водит его в R-состояние, в котором он десорбиру-
ется с мембраны и электростатическое поле в ней
возрастает. Второй механизм состоит в том, что
протоны, высвободившиеся благодаря усилению
кислотных свойств Hb при оксигенации, выходят
из эритроцита, увеличивая отрицательный заряд
цитоплазмы и, тем самым, увеличивая поле в
мембране. Все это приводит к уменьшению про-
ницаемости мембраны.
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СТАБИЛИЗИРУЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ 
ГЕМОГЛОБИНА НА ЭРИТРОЦИТАРНЫЕ 

МЕМБРАНЫ
Еще в 70 гг. прошлого столетия было показано

стабилизирующее действие примембранного слоя
гемоглобина на эритроциты, которое проявляется
в снижении уровня гемолиза при механическом
воздействии [112, 113]. Эксперименты с тенями
эритроцитов показали, что разрушение липопро-
теиновой структуры эритроцитарных мембран с
высоким содержанием Hb происходило в гораздо
меньшей степени по сравнению с мембранами с
малым содержанием Hb. Изучение молекулярных
механизмов этого эффекта показало, что стаби-
лизирующее действие на мембраны оказывают
oxyHb и metHb, в то время как продукты его окис-
ления и денатурации (обратимые, необратимые
гемихромы и тельца Гейнца), накапливающиеся
под действием окислительного стресса или в про-
цессе старения эритроцита, нарушают взаимо-
действие мембраны с цитоскелетом [114]. Замет-
ное стабилизирующее действие на примембран-
ный цитоскелет связано с тем, что oxyHb и metHb
способствуют самоорганизации спектринового
димера в тетрамер [114, 115]. Константа связыва-
ния oxyHb со спектрином на два порядка превы-
шает таковую для CDB3.

Деструктивное действие окисленных форм Hb
обусловлено появлением гемина. Было показано,
что гемин является мощным гемолитическим
агентом, который неспецифически нарушает бе-
лок-белковые и белок-липидные взаимодействия
[116, 117]. В эритроците гемин ослабляет межмо-
лекулярные взаимодействия внутри комплекса

спектрин-белок 4.1-актин [114]. Источником ге-
мина являются гемихромы. По мере усиления
окислительного стресса гемихромы образуют ста-
бильные агрегаты − тельца Гейнца, которые при-
крепляются к мембране эритроцитов и при при-
жизненном окрашивании метилвиолетом выявля-
ются в виде фиолетовых включений. Этот процесс
сопровождается повышением проницаемости для
ионов калия, перекисным окислением липидов,
сшиванием мембранных белков и снижением де-
формируемости клетки [114]. ПОЛ, индуциро-
ванное как самим Hb, так и продуктами его рас-
пада (железом и гемовой группой), также может
вносить вклад в процесс разрушения эритроци-
тов [88, 91].

Таким образом, Hb оказывает разнонаправ-
ленное действие на устойчивость клетки: при не-
значительном и обратимом окислении – стаби-
лизирующее, при глубоком окислении – дестаби-
лизирующее (рис. 1). По мере окисления Hb,
стабилизирующий эффект на цитоскелет посте-
пенно исчезает, а негативный – возрастает. Пред-
ставленная на рисунке кривая зависимости ста-
бильности эритроцитов от уровня окислительно-
го стресса является графическим выражением
эффекта гормезиса [118]. Гормезис описывается
U-образной или перевернутой U-образной кри-
вой, показывающей изменение знака биологиче-
ского эффекта при возрастании дозы химическо-
го вещества [118, 119]. Такая двухфазная кривая
описывает компенсаторно-приспособительную
реакцию живой системы.

Фазное изменение уровня MBHb нами наблю-
далось при обработке изолированных эритроци-

Рис. 1. Влияние Hb и продуктов его окисления на механическую стабильность мембран эритроцитов.
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тов человека возрастающими дозами различных
редокс-активных веществ (метилглиоксаль, ги-
похлорит, пероксид трет-бутил, нитрит натрия)
[51, 120], причем повышенные уровни MBHb
коррелировали с повышенной устойчивостью к
окислительному гемолизу. На рис. 2 представлены
две кривые, характеризующие изменение уровня
MBHb и гемолитической устойчивости эритроци-
тов в зависимости от концентрации гипохлорита
(NaOCl). Видно, что между двумя параметрами
существует взаимосвязь. На графике можно вы-
делить диапазон, которому соответствует повы-
шение устойчивости клетки, который еще назы-
вают зоной гормезиса. Такие зависимости были
получены и для других веществ.

Наблюдаемый в эксперименте стабилизирую-
щий эффект низких доз окислителя может быть
связан с образованием межбелковых сшивок, об-
разованием примембранного белкового слоя, а
также перестройкой цитоскелета. Так, например,
сокращение цитоскелетного каркаса (“субмем-
бранного ретикулума”) при истощении ATP обу-
словливает репарацию “дефектных зон”, или ка-
налов утечки ионов, формирующихся в мембране
под действием окислителей [121].

ЭНДОГЕННЫЕ ДОНОРЫ ОКСИДА АЗОТА 
КАК РЕГУЛЯТОРЫ УСТОЙЧИВОСТИ 

ЭРИТРОЦИТОВ

Одними из универсальных регуляторов раз-
личных биохимических и физиологических про-
цессов являются метаболиты NO − нитрозотиолы
и ДНКЖ, которые включают три компонента:
NO-группу, двухвалентное железо и лиганды.
В качестве лигандов ДНКЖ могут выступать раз-
личные эндогенные вещества: фосфаты, тиолы,
имидазолят-анион, дипептид карнозин [122–125].
В эритроцитах наиболее вероятно образование
низкомолекулярных ДНКЖ с глутатионовыми
лигандами (ДНКЖ–GS).

В ряде работ было показано, что ДНКЖ–GS
оказывают защитное действие на эритроциты в
различных патологических ситуациях [106, 126,
127]. В основе цитопротекторного действия этих
комплексов лежат следующие механизмы: 1) ин-
гибирование реакций ПОЛ, 2) защита от окисле-
ния SH-групп белков эритроцитарных мембран,
3) адресная передача NO или [Fe–NO2]-фрагмен-
та на белки плазматической мембраны и цитоске-
лета, 4) восстановление оксоферрильной формы Hb.
Ранее нами было показано образование ДНКЖ, свя-
занных с SH-группой остатка цистеина β-цепи
гемоглобина [124]. В условиях индуцированного
окислительного стресса эти комплексы защища-
ли тиоловые группы Hb от окисления. Также
ДНКЖ–GS препятствовали образованию oxofer-
rylMb [128].

Было исследовано влияние низких физиоло-
гических доз ДНКЖ–GS на устойчивость сус-
пензии изолированных эритроцитов к индуциро-
ванному NaOCl гемолизу [120]. Во всем диапазо-
не используемых концентраций окислителя в
предобработанных динитрозильными комплек-
сами эритроцитах уровень гемолиза был ниже,
чем в контрольном образце (рис. 3). Как видно из
рис. 3, ДНКЖ–GS снижали уровень автогемоли-
за, вызванного экспериментальными манипуля-
циями. Поскольку лизису подвергаются прежде
всего старые и поврежденные эритроциты, то,
скорее всего, ДНКЖ–GS оказывают стабилизи-
рующее действие именно на эти клетки. Для
сравнения было исследовано цитопротекторное
действие веществ, образующихся при диссоциа-
ции ДНКЖ или их окислительном распаде: нит-
розоглутатиона (GSNO), восстановленного глу-
татиона (GSH), двухвалентного железа и нитрит-
ионов. Предварительная обработка суспензии
эритроцитов перечисленными веществами, взя-
тыми в концентрациях, эквивалентных их содер-
жанию в ДНКЖ, приводила к ингибированию
окислительного гемолиза эритроцитов: в случае
GSH на 42, нитрита − 35 и GSNO – 20%. Двухва-
лентное железо практически не оказывало влия-
ние на устойчивость клеток. Степень ингибиро-
вания ДНКЖ–GS в аналогичных условиях со-
ставляла 55%.

Отчасти стабилизирующее действие ДНКЖ–
GS можно объяснить передачей [Fe–NO2]-фраг-
мента на SH-группы мембранных рецепторов,

Рис. 2. Взаимосвязь между количеством Hb, вышед-
шего в раствор, ( 1) и уровнем MBHb ( 2) при действии
возрастающих концентраций NaOCl на суспензию
изолированных эритроцитов. Каждая точка — среднее
из 3 опытов. SHb (Soluble Hb) – гемоглобин, вышед-
ший в раствор в результате гемолиза, % от общего со-
держания Hb в эритроцитах.
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что обратимо блокирует их активность и, таким
образом, понижает чувствительность клетки к
внешним воздействиям. Необходимо учитывать,
что модификация белков может вызывать и струк-
турные перестройки в мембране, увеличивающие
ее жесткость.

Особенность ДНКЖ как биорегуляторов со-
стоит в том, что у этих соединений разница между
биологически активной дозой и повреждающей
намного больше, чем у нефизиологических раздра-
жителей. В наших экспериментах [129] ДНКЖ–GS в
концентрации 400 мкМ все еще оказывали стабили-
зирующее действие на клетки, в то время как ги-
похлорит в такой же концентрации вызывал ге-
молиз (рис. 4).

Полученные результаты согласуются с ранее
установленными фактами положительного влия-
ния ДНКЖ на метаболизм эритроцитов [127].

ГИПОТЕЗА: ГЕМОГЛОБИН
КАК КОМПОНЕНТ

ПРОГРАММИРУЕМОГО ГЕМОЛИЗА

Как было отмечено выше, эритроциты прояв-
ляют индуцированные гипоксией реакции, на-
правленные на регуляцию кровотока. В послед-
нее время набирает популярность точка зрения о
важности внутрисосудистого гемолиза единич-
ных эритроцитов как источника ATФ для мест-
ной пуринергической регуляции кровотока [70–
72, 84]. Согласно этой концепции, внутрисосуди-
стый гемолиз стареющих клеток может быть фи-
зиологически оправдан в условиях гипоксии и
при длительной физической нагрузке. Расчеты
показали, что даже малочисленная фракция ста-
реющих эритроцитов содержит количество ATФ,
достаточное для оказания регуляторного дей-
ствия на кровоток [72].

Была обнаружена положительная корреляция
между степенью гемолиза эритроцитов (при на-
пряжении сдвига, гипоксии и гипотоническом
шоке) и содержанием ATФ в плазме [70, 71]. Воз-
никает вопрос, существуют ли молекулярные ме-
ханизмы, дестабилизирующие мембрану в пере-
численных ситуациях. Многие факты указывают,
что такой внутрисосудистый гемолиз – процесс
не случайный [72] и существует специальная про-
грамма ослабления мембраны и образования в
ней литических микропор. В качестве возможных
пусковых механизмов гемолиза обсуждается сни-
жение уровня ATФ, поддерживающего структуру
цитоскелета, и/или увеличение внутриклеточной
концентрации Ca2+ [72]. Возможным фактором
нарушения стабильности мембраны также может

Рис. 3. Индуцированный гипохлоритом гемолиз
эритроцитов. 1 – контрольные образцы, 2 – предоб-
работанные ДНКЖ–GS. Каждая точка − среднее из
3 опытов. Горизонтальная пунктирная прямая − уро-
вень автогемолиза в контроле. SHb (Soluble Hb) – ге-
моглобин, вышедший в раствор в результате гемоли-
за, % от общего содержания Hb в эритроцитах.
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Рис. 4. Степень ингибирования автогемолиза эритроцитов (%) возрастающими концентрациями ДНКЖ–GS (а) и
HOCl (б). За ноль принята степень ингибирование гемолиза в контроле. Каждая точка — среднее из 3 опытов.
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быть ослабление мембранно-цитоскелетных вза-
имодействий при длительной дезоксигенации,
что увеличивает предрасположенность мембраны
к разрыву [72]. Следует подчеркнуть, что гемоли-
зу подвержены преимущественно стареющие
эритроциты со множеством микродефектов в
мембране [130].

Поскольку речь идет о гемолизе, индуцируе-
мом прежде всего гипоксией, то вполне законо-
мерно предположить участие в этом процессе Hb,
который, как известно, является не только датчи-
ком pO2, но и источником АФК. На рис. 5 схема-
тично изображена последовательность событий,
приводящая к гемолизу в условиях длительной
гипоксии. Самые первые этапы обусловлены ав-
тоокислением гемоглобина, в результате чего об-
разуются АФК и окисленные формы Hb [9]. Как
было отмечено выше, избыточное накопление
этих форм дестабилизирует мембрану (рис. 1).
Мы полагаем вполне вероятным наличие специ-
альной программы гемолиза, запускаемой гемо-
глобином в результате изменения его окисли-
тельно-восстановительного состояния вслед-
ствие изменения pO2 или редокс-условий. Это
тем более возможно, что между уровнем гемолиза
и содержанием МBHb обнаружена положитель-
ная корреляция [71].

Как было описано в предыдущем разделе,
ДНКЖ–GS оказывают стабилизирующее дей-
ствие на популяцию эритроцитов, предрасполо-
женных к лизизу. Поэтому не исключено, что эти
комплексы являются частью механизма, регули-

рующего распад эритроцитов в кровеносном рус-
ле (рис. 5). На возможность ДНКЖ участвовать в
регуляции программируемого гемолиза указыва-
ет и тот факт, что уровень этих метаболитов NO в
кровотоке является интегральным показателем
кислородных и редокс-условий. Молекулярный
механизм регуляторного действия ДНКЖ–GS в
настоящее время изучается в нашей лаборатории.

Все вышесказанное позволило сделать пред-
положение, что незначительный внутрисосуди-
стый гемолиз можно рассматривать как физиоло-
гически детерминированный адаптивный ответ
организма на умеренный окислительный стресс и
гипоксию. О пользе гемолиза свидетельствуют и
полезные физиологические эффекты продуктов
распада Hb (гемина, CO, Fe2+ и биливердина)
[131–133]. Подчеркнем, что эти продукты могут
быть полезны только в низких концентрациях.

Известно, что гипоксия является универсаль-
ным неспецифическим синдромом при многих
патологических состояниях. В частности, она мо-
жет быть связана с развитием анемии, возникаю-
щей в результате как нарушения гомеостаза желе-
за, так и развития хронических воспалительных
состояний. При железодефицитной анемии по-
вышенный уровень MBHb можно объяснить не-
обходимостью усиленной отдачи гемоглобином
кислорода (за счет высвобождения связанного с
мембраной 2.3-БФГ) и необходимостью увеличе-
ния кровоснабжения капилляров (за счет действия
внеклеточных NO и ATФ). В этом случае связыва-
ние Hb носит обратимый характер. При анемиях,

Рис. 5. Схема участия Hb в программируемом гемолизе. HO-1 – гемоксигеназа, GSH – восстановленный глутатион.
ДНКЖ с глутатионовыми лигандами, включает NO, образованный в результате стимуляции пуринэргических рецеп-
торов эндотелия и/или активации макрофагов, например, при воспалении. Стрелками обозначено усиление процесса
(активация), тупичками – ингибирование.
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вызванных хроническими заболеваниями и воспа-
лениями, повышенные уровни MBHb обусловле-
ны образованием окисленных и денатурирован-
ных форм Hb, которые необратимо связываются с
мембраной и вызывают образование везикул,
трансформацию и разрушение эритроцитов. Та-
ким образом, контроль кислородсвязывающих
свойств Hb, реологических характеристик эритро-
цитов и продолжительности его жизни является
адаптивным регуляторным механизмом.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 
МЕБРАНОСВЯЗАННОГО ГЕМОГЛОБИНА

В КЛИНИКО-БИОХИМИЧЕСКОЙ 
ДИАГНОСТИКЕ

Эритроциты являются высокочувствительны-
ми датчиками метаболического состояния систе-
мы крови, способными воспринимать и аккуму-
лировать повреждения, а реактивность эритроци-
тов можно использовать в качестве критерия
оценки тяжести состояния организма и эффек-
тивности фармакотерапии. Она изменяется под
влиянием физической нагрузки, гипоксии, эндо-
токсинов, фармакологических препаратов. Су-
ществуют различные способы оценки реактивно-
сти эритроцитов: по устойчивости их суспензии к
окислительному или осмотическому гемолизу, по
сорбционной способности и по электрофорети-
ческой подвижности эритроцитов [134], по реак-
тивности плазматических мембран и их липидно-
му составу, по способности связывать краситель
альциановый синий компонентами гликокаликса
[111]. В работе [135] сообщалось о существовании
нескольких адаптивных вариантов эритроцитов с
различной реактивностью клеточных мембран.

Наличие прямой корреляции между уровнем
окислительного стресса и количеством MBHb
позволило использовать этот показатель для
оценки окислительного повреждения эритроци-
тов [23, 136, 137]. Увеличение MBHb наблюдалось
при метаболическом синдроме [138, 139], коро-
нарном атеросклерозе [49], инфаркте миокарда
[140], ишемии [49, 139–142], гипертонии [139], псо-
риазе [143], хронической почечной недостаточно-
сти [144], хронической обструктивной болезни лег-
ких [50], атипичном/тяжелом алкогольном делирии
[145], сахарном диабете [146]. Повышенное содер-
жание MBHb также было зафиксировано в эритро-
цитах больных талассемией и различными гемо-
глобинопатиями [147–149]. Повышенные уровни
MBHb отмечены не только при патологических,
но и при некоторых физиологических процессах,
среди которых можно отметить беременность
[150], тяжелые мышечные нагрузки [41, 151] и
естественное старение эритроцитов [97]. В наи-
большей степени связывание Hb с мембранами
происходило в стареющих клетках с низким уров-
нем антиоксидантных ферментов. Во всех ситуа-

циях наблюдается прямая корреляция между тя-
жестью патологии и уровнем MBHb.

Уровень MBHb может быть еще одним доста-
точно простым критерием реактивности эритро-
цитов. Приведем несколько примеров, иллю-
стрирующих потенциальную возможность ис-
пользования MBHb в клинической диагностике. В
работах Пивоварова с соавт. [47, 139] было предло-
жено использовать данные о содержании MBHb
для расчета коэффициента устойчивости эритро-
цитов к функциональной нагрузке − тканевой ги-
поксии. Прямая корреляция наблюдалась между
уровнем MBHb и тяжестью заболевания ишеми-
ческой болезнью сердца (ИБС) [49, 139]. Также
существенные различия были отмечены в изме-
нении содержания MBHb после функциональной
нагрузки: у здоровых доноров происходило сни-
жение MBHb (с 3.6 до 0.9%), а у больных, наобо-
рот, повышение (с 8.2 до 10.9%) [47]. Таким обра-
зом, уровень MBHb является дополнительной ха-
рактеристикой тяжести ИБС, позволяющей
оценить степень напряжения адаптивных систем
организма к ишемии у больного со стенокардией.
Было предложено учитывать данные об уровне
MBHb и для расчета интегрального индекса струк-
турно-функционального состояние мембран эрит-
роцитов у больных хронической обструктивной
болезнью легких [50].

Отмечена положительная корреляция между
уровнем MBHb и интенсивностью окислитель-
ного стресса в эритроцитах. В работе [143] пред-
ложено рассматривать уровень MBHb в качестве
одного из интегральных маркеров окислительно-
го и протеолитического стресса при псориазе. У
больных повышенный уровень MBHb положи-
тельно коррелировал с увеличением лейкоцитов,
перекисным окислением липидов и осмотиче-
ской хрупкостью эритроцитов. У больных хрони-
ческой почечной недостаточностью увеличение
MBHb коррелировало с увеличением C-реактив-
ного белка [144].

С помощью простого метод определения
MBHb в пробах крови [51] установлен диапазон
нормальных значений для МBHb: 3.3%–4.9% [152],
измерен уровень MBHb у пациентов Национально-
го медицинского исследовательского центра онко-
логии им. Н.Н. Блохина. Выборка пациентов вклю-
чала группу больных со злокачественными опухо-
лями различной локализации (n = 125). Среди
обследованных онкологических больных несоот-
ветствие норме уровня МBHb наблюдалось у 61%,
в то время как в контрольной группе (n = 26) эта
величина составляла 38%. Различия носили досто-
верный характер (t = 1.7; p < 0.05). Среди пациентов
с диагностированной анемией (анемия хрониче-
ских заболеваний, железодефицитная анемия, мик-
роангиопатическая гемолитическая анемия) (n = 23)
несоответствие норме было у 74%, в контрольной
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группе (n = 23) − у 35% (t = 2.05; p < 0.05). Данные о
содержании MBHb в группе онкологических
больных были включены в разработанную пилот-
ную версию компьютерной экспертной системы
для диагностики анемий при онкологических за-
болеваниях [153]. Такая система, наряду с ис-
пользованием искусственных нейросетей [154],
признана одним из наиболее перспективных на-
правлений гематологической диагностики [155].

Несмотря на многочисленные исследования
мембраносвязанного Hb, этот показатель еще не
стал общеупотребительным в диагностической
практике. Основные причины этого кроются в
отсутствии стандартизированной методики опре-
деления MBHb и утвержденного представления о
границах нормы. Необходимо также исследовать
динамику изменения MBHb как в условиях нор-
мы, так и при патологии. Наиболее эффективно
использование определения MBHb для оценки
функционального состояния спортсменов [41,
111] и для совершенствования диагностики и ле-
чения ИБС [47, 49, 55, 139, 142].

* * *

Несмотря на длительную историю изучения
Hb, его сигнальная функция долгое время не бы-
ла очевидной, хотя в научной литературе газосен-
сорные свойства гемоглобинподобных белков об-
суждаются давно. Если для эритроцитарного Hb
сигнальная функция является дополнительной,
то для некоторых представителей гемоглобино-
вого суперсемейства участие в редокс-сигналь-
ных путях – главное предназначение [156], при-
чем свойства этих Hb модулируются модифика-
цией (как правило, окислением) поверхностных
цистеинов.

Проблема кислородзависимой регуляции ме-
таболизма эритроцитов обсуждается уже на про-
тяжении двух десятилетий. За это время был на-
коплен огромный массив экспериментальных
данных, подтверждающих ключевую роль Hb в
этом процессе. В недавней работе [157] в экспери-
ментах на мышах были получены прямые доказа-
тельства того, что комплекс deoxyHb–Band3 яв-
ляется триггером различных внутриклеточных
процессов, адаптирующих свойства эритроцитов
к кислородным условиям внутри организма.

Подводя итоги, можно с уверенностью конста-
тировать, что гемоглобин – это настоящий газо-
и редокс-сенсорный белок, который восприни-
мает изменение внешней и внутренней среды,
формирует информационные сигналы, передает
их метаболическим структурам и, тем самым,
осуществляет саморегуляцию внутриклеточных
метаболических процессов. С его помощью осу-
ществляется взаимодействие между такими пара-
метрами, как связывание кислорода, синтез ATФ,

регуляция рН, деформируемость и редокс-состо-
яние клетки. Сигнальная функция Hb реализует-
ся за счет его обратимого связывания с мембра-
ной. Благодаря малому различию в свободных
энергиях растворимого и связанного Hb, между
этими двумя формами возможны взаимные рав-
новесные переходы. Этот древний механизм са-
морегуляции живых систем в эритроцитах явля-
ется основным, поскольку в них отсутствует ядер-
ный аппарат и изменение метаболизма через
синтез новых белков невозможно. С помощью
белок-мембранных взаимодействий регулируют-
ся даже такие процессы, как программируемая
гибель клетки (в случае эритроцита – эриптоз),
клеточные часы, задающие продолжительность
жизни клетки [96], и ее циркадные ритмы [158].
Изучение этих процессов подтверждает участие
цитоплазмы в процессах регуляции метаболизма.

Эритроцит является примером хорошо разви-
того механизма формирования адаптивного отве-
та с помощью белков и мембранных структур.
Здесь возникает вопрос – где заканчивается адап-
тивный ответ и начинается патология? Обрати-
мое встраивание Hb в мембрану направлено на
оптимизацию доставки кислорода к тканям, не-
обратимое – с ремонтом клетки и элиминацией
старых и поврежденных клеток. Примембранный
белковый слой, образованный продуктами окис-
ления Hb, может быть фактором, поддерживаю-
щим целостность нативной мембраны. Возмож-
но, такие эритроциты, жертвуя функционально-
стью, приобретают большую стабильность. С
другой стороны, высокий уровень MBHb приводит
к нарушению ряда характеристик эритроцитов: за-
рядового баланса, барьерных свойств мембран, рео-
логических свойств. Но даже дестабилизация мем-
браны и последующий лизис единичных клеток мо-
гут быть физиологически оправданы, например, в
условиях гипоксии. Поэтому необходимо учиты-
вать, что наблюдаемые при различных болезнен-
ных состояниях сдвиги в уровне MBHb не всегда
имеют патологическую направленность и могут от-
ражать компенсаторно-приспособительные про-
цессы, реализующиеся с целью защитить организм
и/или клетку в изменившихся условиях. Знание
диапазона изменения MBHb, соответствующего зо-
нам адаптации, может повысить информационную
значимость этого показателя для диагностики.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (грант № 18-34-00561_мол_а).
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The reversible protein binding with membrane components and cytoskeleton is one of mechanisms of the
control of cell metabolism. This mechanism is of the great value for the metabolism regulation in nuclear-free
cells – mammal erythrocytes, where it is realizing by hemoglobin transfer to membrane-bound state. Hb can
interact with the membrane in differerent ligand and red-ox status. That shows the protein functioning as a sen-
sor of red-ox and oxygen conditions. Depending on the oxygen conditions desoxyHb changes energetic metab-
olism, morphology and deformability of erytrocytes, so as the release of vessel tone regulators – NO and ATP.
It does this through the interaction with the main integral protein of erythrocyte membrane – the Band 3 pro-
tein. The products of Hb oxidative denaturation – irreversible hemichromes also carry out signal function.
Accumulating over time or as result of oxidative stress, chemichromes collect information of the red-ox condi-
tions and the longevity of erythrocyte functioning. The hypothesis is offering that erythrocytes have the program
starting the intracellular hemolysis. The participance of hemoglobin and its membrane-bound form (MBHb)
in the realization of this program is discussing. The role of NO donors in the regulation of erythrocyte stability
is debating as well. The data of MBHb content are proposed to be used in medical diagnostics.

Keywords: membrane-bound hemoglobin, erythrocytes, metabolism regulation, intravascular hemolysis,
nitric oxide, diagnostics
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