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ОБРАЗОВАНИЕ ПЕПТИДНЫХ СОЕДИНЕНИЙ
В ЭРИТРОЦИТАХ В УСЛОВИЯХ
ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА1
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Изучено действие инициаторов окисления (Fe2+ + желточные ли-
попротеиды) на фракцию чистых эритроцитов человека. Показано,
что условия окислительного стресса приводят к стимуляции метгемо-
глобинобразования и деградации мембранных структур клетки. Рост
повреждений мембран эритроцитов сопровождается активацией про-
цессов расщепления клеточных белков и образованием биологически
активных пептидов. Результаты высокоэффективной жидкостной хро-
матографии показали, что ряд идентифицированных пептидов явля-
ется фрагментами цепей гемоглобина, что значительно увеличивает
возможности участия эритроцитарных клеток в процессах регуляции
организменного гомеостаза.

Введение

Различные экстремальные состояния сопровождаются возрастанием со-
держания в крови веществ, в основном пептидной природы, обладающих
широким спектром биологической активности [1, 2]. В настоящее время рас-
сматривается потенциальная возможность производства пептидных соеди-
нений внутри эритроцитарных клеток. Предполагается, что предшественни-
ком пептидных соединений может служить гемоглобин, так как известно
уже более 150 биологически активных пептидов, являющихся по аминокис-
лотной последовательности фрагментами этого белка [3]. В то же время
механизмы активации процессов деградации гемоглобина в эритроцитах и
секреции биологически активных пептидов еще до конца не выяснены. В
частности, неизвестно как осуществляется этот процесс в условиях патоло-
гических изменений гомеостаза. Одним из наиболее общих повреждающих
и в то же время регулирующих факторов развития патологических изме-
нений в клетках и организмах, является скорость производства активных
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форм кислорода (АФК) [4]. В связи с вышесказанным, целью настоящего
исследования стало изучение механизмов образования пептидных соедине-
ний в эритроцитах человека в условиях окислительного стресса.

1. Материалы и методы

Объектом исследований служила фракция чистых эритроцитов, полу-
ченных путем трехкратной отмывки забуференным раствором 0,154 М хло-
ристого натрия. Режим центрифугирования и упаковки суспензии: 600g,
10 минут, 40 ◦C. Окислительный стресс вызывали добавлением 0,25 мМ рас-
твора FeSO4×7H2O и желточных липопротеидов [5]. Добавка инициаторов
окисления составила 100 мкл/мл. Инкубацию эритроцитов в среде Ринге-
ра—Локка (1:1) с инициаторами окисления проводили в водяном термостате
при 370 ◦C в течение 30 минут. Для разделения эритроцитов и инкубаци-
онной среды пробы центрифугировали в режиме 1000g, 10 минут. В эрит-
роцитах определяли соотношение форм гемоглобина [6, 7]; метгемоглобин-
редуктазную активность [8]; о состоянии мембраны эритроцитов судили по
мембранной проницаемости [9], деформируемости [10], осмотической рези-
стентности [11]; о метаболических процессах по скорости поглощения глю-
козы эритроцитами (стандартный глюкозоксидантный метод) и активности
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы[12], об интенсивности окислительных про-
цессов — по производству окисленных производных фосфолипидов (ФЛ) и
холестерина (ХС) [13], малонового диальдегида [14]. Для изучения пептид-
ных соединений, образованных внутри эритроцитов, суспензия эритроцитов
подвергалась депротонированию 15% раствором трихлоруксусной кислоты
в соотношении 0,5:1,5 (об. %). Смесь центрифугировалась в течение 15 ми-
нут (1000g) при 40 ◦C. Экстракты исследовались на содержание пептидов
по методу Лоури [15] и уровню поглощения в УФ-области [16], а также
подвергались изучению с помощью высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии на хроматографе Waters 600S со спектрофотометрическим детек-
тором Waters 2487 (λ-254 нм). Для приготовления подвижной фазы при-
меняли ацетонитрил и бидистиллированную воду. Скорость элюирования
составляла 1мл/мин. Объем вводимых проб — 10 мкл. В качестве стандар-
тов использовали растворы пептидов (Aldrich, Sigma), 1 мг/л. Обработка
результатов хроматографического анализа проводилась с помощью компью-
терной программы Millenium (Waters).

2. Результаты исследований и их обсуждение

Добавление инициаторов окисления в инкубационную среду сопровож-
далось значительным ростом числа поврежденных клеток по сравнению
с контролем. Так, мы отмечали рост числа эритроцитов с повышенным
уровнем метгемоглобинобразования и фракцией мембраносвязанного гемо-
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глобина. При этом наблюдалось снижение процента оксигемоглобина, уве-
личивались мембранная проницаемость клеток для мочевины и процент
осмотически нестойких клеток, снижалась деформируемость эритроцитов.
В мембранах отмечается активация процессов ПОЛ, так как растет уро-
вень переокисленных продуктов фосфолипидов и холестерина, увеличива-
ется скорость производства малонового диальдегида. В то же время наблю-
даются уменьшение скорости поглощения глюкозы эритроцитами и уровень
активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (табл. 1).

Таблица 1
Показатели состояния эритроцитов в условиях

окислительного стресса
Показатели Контроль Окислительный стресс P

Оксигемоглобин, %, n = 22 48, 33 ± 0, 07 38, 43 ± 0, 09 0,01
Метгемоглобин, %, N = 22 1, 46 ± 0, 14 2, 93 ± 0, 12 0,01
Мембраносвязанный
гемоглобин, %, n = 22

5, 89 ± 0, 35 13, 47 ± 0, 72 0,01

НАДН-цитохром-b5-
редуктаза, мМ/мин, n = 24

4, 62 ± 0, 09 11, 44 ± 0, 21 0,01

Глюкозо-6-фосфат-
дегидрогеназа, мкМ/мин, 11, 01 ± 0, 52 7, 80 ± 0, 36 0,05

n = 25
Окил.продукты ФЛ, у.е.
Диеновые коньюгаты 0, 473 ± 0, 006 0, 6010, 012 0, 01

Диеновые кетоны, n = 10
0, 231 ± 0, 005 0, 3150, 008 0, 01

Окил.продукты ХС
Диеновые коньюгаты 0, 4690, 004 0, 5230, 008 0,01

Диеновые кетоны, n = 10
0, 188 ± 0, 004 0, 244 ± 0, 006 0,01

Мембранная проницаемость,
47, 80 ± 0, 25 77, 10 ± 0, 66 0,01

% гемолиза, n = 12
Осмотическая резистентность,

30, 41 ± 0, 71 62, 90 ± 0, 56 0,001
% гемолиза, n = 12

Деформируемость, у.е., n = 15 0, 84 ± 0, 04 0, 52 ± 0, 04 0,01

Все это свидетельствует о нарастании дезинтеграционных процессов в
клетках за счет дисбаланса между скоростью производства АФК и возмож-
ностью их утилизации в системах антиоксидантной защиты. Мы предполо-
жили, что в условиях ускорения деградации фосфолипидного слоя мем-
бран возможной становится активация высокоспецифических протеаз при-
мембранного комплекса протеолитических ферментов, что изменяет ско-
рость и характер пептидов, образующихся в эритроцитах. Существование
данного комплекса ферментов, а также высокая специфичность протеаз по
отношению к определенным пептидным связям молекул глобина показаны
в работах [3].
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Изучение спектров поглощения в УФ-области спектра показало, что до-
бавление инициаторов окисления сопровождается увеличением уровней по-
глощения при 250–254 нм и 274–308 нм (табл. 2). Недостоверное изменение
поглощения можно отметить в области от 258 до 270 нм, что соответствует
области поглощения среднемолекулярных пептидов. При этом обнаружива-
ется и увеличение содержания пептидов, определяемых по методу Лоури
(см. рисунок).

Таблица 2
УФ-спектры поглощения среднемолекулярных соединений
ТХУ-экстрактов эритроцитов при инкубации их в условиях

окислительного стресса, n = 26, у.е.
Длина волны, нм Контроль Окислительный стресс P

250 13, 55 ± 1, 43 21, 31 ± 1, 51 0,01
254 36, 82 ± 1, 58 42, 22 ± 1, 86 0,05
258 48, 15 ± 1, 72 52, 23 ± 2, 07 0,1
264 50, 33 ± 1, 67 53, 48 ± 2, 05 0,1
270 40, 01 ± 1, 37 43, 57 ± 1, 64 0,1
274 29, 50 ± 1, 06 33, 48 ± 1, 31 0,05
278 20, 37 ± 0, 88 24, 80 ± 1, 08 0,01
282 14, 12 ± 0, 77 18, 65 ± 0, 95 0,01
288 8, 00 ± 0, 73 12, 29 ± 0, 88 0,01
292 5, 54 ± 0, 69 9, 54 ± 0, 83 0,01
296 4, 23 ± 0, 61 7, 63 ± 0, 81 0,01
300 3, 40 ± 0, 58 6, 31 ± 0, 72 0,01
304 2, 90 ± 0, 55 5, 43 ± 0, 66 0,01
308 2, 50 ± 0, 53 4, 80 ± 0, 63 0,01

Рис. Содержание пептидных соединений в ТХУ-экстрактах эритроцитов (мг/мл)
при инкубации в условиях окислительного стресса. Достоверность отличий—
P < 0, 05

Таким образом, в условиях окислительного стресса внутри эритроци-
тов увеличивается содержание пептидных соединений. Так как максималь-
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ное увеличение УФ-поглощения экстрактами мы наблюдали при длинах
волн 300–308 нм, то можно предположить ускорение производства длинных
пептидных соединений, являющихся фрагментами расщепляющихся бел-
ков, преимущественно гемоглобина. Проведение высокоэффективной жид-
костной хроматографии с частичной идентификацией пептидов, показало,
что площади пиков большинства идентифицированных пептидных фрагмен-
тов гемоглобина уменьшаются, кроме пентапептида, фрагмента альфа-цепи,
биологическая активность которого не установлена (табл. 3). Возможно,
снижение уровня содержания ряда идентифицированных пептидов не свя-
зано с уменьшением скорости их образования в эритроцитах (тем более,
что общий уровень пептидов растет), а представляет собой результат более
быстрого поступления их в окружающую среду. Это обусловлено, прежде
всего, повреждением мембранных структур и ускорением потока веществ
из клетки.

Таблица 3
Площади пиков и биологическая активность пептидов,

идентифицированных с помощью высокоэффективной жидкостной
хроматографии

Пептид Пробы Площадь пика Биологическая
активность

Контроль 21272 Фрагмент альфа-цепиThr-Ser-Leu-Tyr-Arg Окис.стресс 38985 гемоглобина, неизвестна
Val-His-Leu-Thr-Arg-Glu- Контроль 4700809 Рилизинг-фактор

Glu-Lys-Ser-Ala-Val Окис.стресс 4028904 соматотропного гормона
Val-His-Leu-Thr-Pro-Gly- Контроль 5132 НеизвестнаGlu-Lys-Ser-Ala-Val Окис.стресс нет
Val-Val-Ala-Gly-Val-Ala- Контроль 372763 Фрагмент бета-цепи гемо-
Asn-Ala-Leu-His-Arg- Окис. стресс 180496 глобина, гемопоэти-

Arg-Tyr-His ческая активность?
Ala-Leu-Thr-Gly-Lys- Контроль 1102837 Бета-цепь, гемопоэти-

Val-Asn-Val Окис.стресс 381432 ческая активность

Развитие цепных реакций перекисного окисления липидов приводит к
ускорению деструкции мембран. Появление в гидрофобном слое полярных
групп, принадлежащих гидроперекисям, нарушает связи между фосфоли-
пидами и белками [17], что обусловливает нарушение целостности, прони-
цаемости и механической прочности мембран. Усиление переокисления ли-
пидов может вызвать не только изменения в фосфолипидном слое, но и
мембранных белков, приводя к их полимеризации [18]. Все вышеизложен-
ное может служить причиной активации мембранного комплекса протеаз и
усиления деградации гемоглобина. Формирование же крупных пор в мем-
бране за счет увеличения содержания лизофосфатидов будет способство-
вать ускорению их поступления в окружающую среду.

Таким образом, нарушение равновесия между скоростью производства
АФК и их утилизацией в эритроцитах не только ведет к ускорению повре-
ждения клеток, но и может сопровождаться увеличением выделения эрит-
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роцитами в плазму крови биологически активных пептидных соединений.
Широкий спектр регуляторных свойств пептидов, являющихся фрагмента-
ми цепей гемоглобина, открывает заманчивые перспективы на возможность
управления регуляторной функцией эритроцитов. Весьма вероятно, что су-
ществует несколько механизмов активации протеаз, причем реализация их
может быть непосредственно связана со специфичностью действия. Часть
протеолитических ферментов, как показали наши исследования, активиру-
ется в условиях ускорения ПОЛ и деградации фосфолипидов и зависит от
степени повреждения мембран эритроцитов.
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FORMATION OF PEPTIDES CONNECTIONS IN
ERYTHROCYTES AFTER OXIDATIVE STRESS4
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The operation of the initiators of an oxidizing (Fe2+ + lipopro-
teins) on a fraction of pure erythrocytes of a man is investigated. It
is shown, that conditions of an oxidative stress reduce in a stimulation
of methaemoglobin forming and degradation of membrane frames of a
cell. The body height of damages of diaphragms of erythrocytes is ac-
companied by activation of processes of splitting of cell-like protein and
derivation biologically of fissile peptides. The outcomes of a high perfor-
mance fluid chromatography show, that the number of identified peptides
are fragments of chains of haemoglobin. This is considerably enlarges pos-
sibilities of involvement erythrocytes during a regulation of homeostasis.
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