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С использованием открытого недавно процесса избирательного комплексообразова-

ния гемоглобина с изоформами NADPH оксидазы(Nox) и гемоглобин-индуцирующего рeли-

зинга изоформ Nox из биомембран в растворимую фазу былa выделенa высокоочищеннaя и 

нативная суммарная фракция изоформ Nox1+Nox2 из эритроцитарных мембран,   экстрацел-

люлярная Nox и O2
-продуцирующий липопротеин высокой плотности – супрол,  из сыворот-

ки плацентарной и венозной крови  I-IV групп человека. Удельное содержание и O2
-проду-

цирующая активность этой прооксидантной системы плацентарной  крови выше венозной, 

особенно крови  у IV группы. В I-IV группах  венозной и плацентарной крови наблюдаются 

неидентичные изменения уровня, оптических спектральных индексов и O2
-продуцирующей 

активности вышеуказанной прооксидантной системы. Фактически такое увеличение проокси-

дантного статуса плацентарной  крови необходимо для нормального развития плода. Полу-

ченные данные могут считаться новыми отличительными факторами между венозной и пла-

центарной кровью I-IV групп. 

 

Группа крови I-IV – NADPH оксидаза – супрол – супероксидный радикал 

 
Օգտագործելով վերջերս բացահայտված՝ հեմոգլոբինի և ՆԱԴPH օքսիդազի (Nox) իզոձևերի 

միջև առկա ընտրողական կոմպլեքսագոյացման և կենսաթաղանթներից Nox-ի իզոձևերի՝ դեպի 

լուծելի ֆազ հեմոգլոբինով հարուցված արտազատման գործընթացը,  մարդու երակային և 
ընկերքային I-IV խմբերի արյան էրիթրոցիտների թաղանթներից անջատվել են բարձր մաքրությամբ 
և նատիվությամբ օժտված Nox1+Nox2-ի գումարային ֆրակցիան, արյան շիճուկից՝ արտաբջջային 
Nox և սուպերօքսիդ-գոյացնող ու բարձր խտություն ունեցող լիպոպրոտեին – սուպրոլը: Այդ 

պրոօքսիդանտային համակարգի տեսակարար քանակությունը և O2
-ի գոյացման ակտիվությունը 

ընկերքային արյան մեջ ավելի բարձր է, քան երակային արյան մեջ, հատկապես IV խմբում: Մարդու 
երակային և ընկերքային I-IV խմբերի արյան մեջ դիտվում են նշված պրոօքսիդանտային 

համակարգի մակարդակի, օպտիկական սպեկտրային ինդեքսների ու O2
-ի գոյացման ակտիվության 

ոչ նույնանման փոփոխություններ: Փաստորեն ընկերքային արյան մեջ պրոօքսիդանտային 
կարգավիճակի աճն անհրաժեշտ է պտղի նորմալ աճի համար: Բերված տվյալները կարող են 
հանդիսանալ որպես երակային և ընկերքային I-IV խմբերի արյան նոր տարբերակիչ գործոններ: 

 

Արյան խմբեր I-IV – ՆԱԴPH օքսիդազ – սուպրոլ – սուպերօքսիդ ռադիկալ 

 

Using the recently discovered process of selectively complex formation of the hemoglobin 

with isoforms of NADPH oxidase (Nox), localized in the surfаce layers of  biomembranes and 

hemoglobin induced releasing of the isoforms of Nox to the soluble phase, the highlypurified and total 

fraction of native Nox1+Nox2 from erythrocytes membranes, extracellular Nox and  O2
-producing 
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lipoprotein from serum of the I-IV group of human venous and placental bloods are isolated. The 

specific content and O2
-producing activity of these prooxidative systems in placental blood is higher 

in comparison with venous blood, especially in IV group. In I-IV group of human venous and placentar 

blood the nonidentical changes of the level, the optical spectral index and O2
-producing activity of 

these prooxidative system is observed. In fact, the increase of prooxidative status of the placental blood 

for the normal development of the baby is required. These changes can be considered a new distinctive 

feature between I-IV group of human venous and placental blood.  

 
Blood group I-IV – NADPH oxidase – suprol – superoxide radical 

 

Известно, что основные отличия между группами крови связаны с наличием аг-

глютининов (a и b) и агглютиногенов (A и B). С выделением новой прооксидантной 

системы сыворотки крови человека–NADPH содержащего, O2
-продуцирующего липо-

протеина высокой плотности (супрола) [6], экстрацеллюлярной NADPH оксидазы 

(еNox) из сыворотки крови [9], а также суммарной фракции изоформ Nox (Nox1+Nox2) 

из эритроцитарных мембран [8], появилась возможность для комплексного определе-

ния и сравнения удельного содержания, О2
--продуцирующей активности изоформ Nox 

и супрола из венозной и плацентарной крови человека I-IV групп. С использованием 

открытого недавно процесса избирательного комплексообразования между изоформа-

ми Nox с гемоглобином, изоформы Nox выделяются не только из клеточных мембран 

и мембран внутриклеточных формирований, но и из мембранных формирований нано-

частиц – экзосом сыворотки крови (eNox) [3]. Супрол и приведенные изоформы Nox 

претерпевают характерные количественные и качественные изменения при различных 

патологических состояниях и заболеваниях в эксперименте и клинике (злокачествен-

ные новообразования, диабет, интоксикация тяжелыми металлами и т.д.) [2]. За счет 

продуцируемых O2
прооксидантная система регулирует иммунную систему, экспрес-

сию гена, митохондриальное дыхание, кислородный гомеостаз, пролиферацию и апоп-

тоз клеток и другие важные процессы аэробного метаболизма [1]. Однако к настояще-

му времени в литературе отсутствуют данные об изменениях приведенной проокси-

дантной системы,  регуляторов метаболизма активного кислорода в сыворотке веноз-

ной и плацентарной крови I-IV групп человека. Определение этих показателей может 

по новому характеризовать факторы различия между группами венозной и плацентар-

ной крови человека. 

Целью работы являлось нахождение различий между группами венозной и 

плацентарной крови I-IV групп, ассоциированные с характерными изменениями уров-

ня и активности супрола, eNox и суммарной фракции изоформ Nox1+Nox2, выделен-

ных из приведенных групп крови. 
 

Материал и методика. Свеженабранную донорскую и плацентарную кровь (по 20 мл) 

I-IV групп в отдельности стабилизировали 2 %-ным цитратом натрия с 0,9 %-ной глюкозой.  

Выделение сыворотки и эритроцитов. Сыворотку и эритроциты выделяли методом осаж-

дения центрифугированием [8]. После осаждения эритроцитов путем центрифугирования крови 

при 5500×g, сыворотку отделяли. После промывания осажденных эритроцитов 0,9 %-ной NaCI 

(1:40 об/об) и повторного центрифугирования в аналогичных условиях осевший на поверхности 

осажденных эритроцитов белый слой плазменных элементов удаляли. Далее эритроциты сме-

шивали с физраствором (1:500 об/об) и после самоосаждения последних при 4оС удаляли верх-

ний слой раствора, а эритроциты собирали центрифугированием в приведенных условиях. Пос-

ле гемолиза эритроцитов в воде (1:20 об/об) и осаждения эритроцитарных мемб ран (ЭМ) цент-

рифугированием гемолизата при 13000×g в течение 15 мин ЭМ промывали 0,04 М калий-

фосфатным буфером (КФБ, pH 7,4) до получения бесцветного супернатанта. Сыворотку крови 

дополнительно центрифугировали для удаления следов осажденных эритроцитов. 

Выделение фракции изоформ Nox1+Nox2 из ЭМ. Из ЭМ суммарную фракцию натив-

ных изоформ  Nox1+Nox2 выделяли путем ионообменной хроматографии фракции этих  
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белков на целлюлозе DE-52 (“Whatman”, Англия). Денатурирующие агенты (ультрзвук, пере-

кись водорода и детергент) не применялись. В процессе использовали избирательное комп-

лексообразование между гемоглобином и локализованными на поверхностных слоях био-

мембран изоформами Nox. Суммарная фракция изоформ Nox из колонки DE-52 элюировали 

0,1 М КФБ, pH7,4 [8]. 

Выделение суммарной фракции изоформ экстрацеллюлярной Nox1+Nox2 из сыво-

ротки крови. Суммарную фракцию изоформ Nox(Nox1+Nox2) из мембранных формирова-

ний наночастиц экзосом, локализованных в сыворотке крови,  выделяли приведенным лицен-

зированным способом.После инкубации (при 370С, в течение часа, при pH 7,4) сыворотки 

крови с 10-5 М ферригемоглобина и центрифугирования  супернатант подвергали ионообмен-

ной хроматографии на колонке с сефадексом DEAEA-50 (3×8 см).Суммарную фракцию еNox 

элюировали 0,04 М КФБ и подвергали ионоoбменной хроматогрфии на целлюлозе DE-52 [8]. 

Выделение фракции супрола из сыворотки крови и его активирование.  Супрол из 

сыворотки крови выделяли путем осаждения фракции этого НАДPH содержащего липопро-

теина высокой плотности добавлением FeCI3 (10-6M) с дальнейшим центрифугированием при 

5800×g 10 мин. При этом ионы Fe+3 активируют супрол, переводя электрон от НАДPH в сос-

таве супрола к молекулярному кислороду, превращая  его в O2
[6].  

Определение количества изоформ Nox и супрола.Удельное содержание суммарной 

фракции изоформ eNox и супрола из сыворотки крови и суммарной фракции изоформ Nox 

ЭМ (после их обессоливания и ваакумной лиофилизации) определяли в расчете на 1 мг/мл 

сыворотки и 1 мг/мл эритроцитов соответственно.  

Определение O2

- продуцирующущей  активности изоформ Nox и супрола. O2

-про-

дуцирующую активность изоформ Nox oпределяли методом нитротетразолиевого синего (НТС) 

[2] с добавлением к реакционной смеси 10 мкМ динатриевой соли NADPH. При определении 

O2
-продуцирующей активности супрола динатриевая соль NADPH к реакционной смеси не до-

бавляется, так как в составе молекулы супрола уже имеется достаточное количество эндогенно-

го NADPH  [6]. При этом 1М O2
 восстанавливает 1М НТС, превращая его в 1М формазана. За 

единицу O2
-продуцирующей активности принимается то количество изоформ Nox  или супро-

ла, которое вызывает 50 %-ное увеличение плотности максимального оптического поглощения 

образовавшегося формазана при 560 нм. Удельная O2

- продуцирующая активность изоформ 

Nox и супрола была определена в расчете на 1 мг приведенных белков (ед/мг). 

Оптические спектры поглощения регистрировались на спектрофотометре “Specord 

UV/VIS” (Германия) с длиной оптического пробега 1 см при комнатной температуре. 

Статистическую обработку полученных результатов проводили по Стьюденту, с опре-

делением критерия достоверности “p” (M±m). Число опытов 6 (n=6). 

 

Результаты и обсуждение. Приведенным лицензированным способом из 

мембранных формирований наночастиц – экзосом сыворотки и жидкости асцитных 

карцином получаются нативные и высокоочищенные (95-96 %) изоформы 

суммарной фракции Nox1+Nox2 [4] и Nox из ЭМ венозной и плацентарной крови  I-

IV групп. За счет NO*, локализованного в лигандном окружении железа гемовой 

группы изоформ Nox [5, 10,11, 14], ферригемоглобин избирательно образует 

нитрозогемоглобиновый комплекс с этими Nox, локализованными на поверхност-

ных слоях различного характера клеточных мембран и мембран внутриклеточных 

формирований млекопитающих (митохондрии, ядра,  микросомы и наночастицы) 

Nox. После такого комплексообразования наблюдается гемоглобин-

индуцированный релизинг (отщепление) этих Nox из гетерогенной фазы (из 

биомембран) в растворимую. С другой стороны, при получении изоформ Nox не 

используются денатурирующие  изоформы Nox агенты (перекись водорода, 

детергент и ультразвук) [8, 9, 13,14], как это имеет место при широко распрост-

раненном иммунноэлектрофоретическом методе Western-Blotting [3, 4, 11-13].  

Таким образом, полученные нами изоформы Nox более нативны и 

получаются в аналитических и препаративных целях в течение всего 4-5 ч, что 

немаловажно для исследования приведенных слабостабильных мембранных белков. 
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Оптические спектры поглощения суммарной фракции изоформ Nox1+Nox2 

из ЭМ венозной и плацентарной крови I-IV групп приведены на рис.1. 

 
Рис.1. Оптические спектры поглощения суммарной фракции изоформ Nox1+Nox2 из 

ЭМ венозной (а) и плацентарной (б) крови I-IV групп.  Белки растворены в 0,1М КФБ, pH 7,4. 

 

В окисленном состоянии и после восстановления дитионитом натрия суммар-

ной фракции изоформ Nox1+Nox2 из мембран эритроцитов I-IV групп венозной и 

плацентарной крови по форме и максимумам характерных оптических поглощений 

не отличаются (рис.1-2). 

 
Рис.2. Форма оптических  спектров поглощения суммарной фракции изоформ  

Nox1+Nox2 из венозной и плацентарной крови I-IV групп в окисленном  

состоянии (___) и после их восстановления дитионитом натрия (----) на  

примере изоформ Nox1+Nox2  из ЭМ I группы крови (показатели изоформ  

Nox остальных групп претерпевают такие же изменения и не приводятся). 
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Как показано на рис. 3, по форме и максимумам характерных оптических по-

глощений изоформы суммарной фракции Nox1+Nox2 из мембран экзосом сыворот-

ки I-IV групп венозной и плацентарной крови в окисленном состоянии (___) и после 

восстановления дитионитом натрия  (----) не отличаются.  

 

 
Рис.3. Форма оптических спектров поглощения суммарной фракции изоформ 

экстрацеллюлярной Nox1+Nox2  из сыворотки венозной и плацентарной крови  

I-IV групп (1-4) в окисленном состоянии (___) и после их восстановления  

дитионитом натрия (-----). Изоформы Nox растворены в 0,04 М КФБ, pH 7,4. 

 

По форме оптические спектры поглощения супрола из сыворотки венозной и 

плацентарной крови I-IV групп крови не отличаются. Однако супролы из сыворотки 

плацентарной крови I-IV групп практически полностью растворяются в 0,04 М КФБ, 

в отличие от супрола сыворотки венозной крови приведенных групп. В случае сыво-

ротки венозной крови растворимость супрола сохраняется в течение 2 сут, далее про-

исходит самоагрегация и потеря растворимости супрола практически без потери O2

- 

продуцирующей активности (рис. 4). 

Удельное содержание (мг/мл эритроцитов) суммарной фракции изоформ 

Nox1+Nox2 из ЭМ I-IV групп несколько отличаются друг от друга. Их удельное содер-

жание несколько выше в ЭМ II и IV групп венозной и плацентарной крови (табл.1). 

Эта закономерность практически не наблюдается для суммарной фракции изо-

форм Nox1+Nox2 из сыворотки венозной и плацентарной крови. Их удельное содер-

жания также выше у изоформ еNox из плацентарной крови (табл.2). 

Неидентично изменяется удельное содержание супрола из сыворотки веноз-

ной и плацентарнй крови I-IV групп (табл. 3). На фоне снижения уровня супрола из 

сыворотки венозной крови I, II и IV групп, в III группе наблюдается существенное 

повышение удельного содержания супрола из сыворотки плацентарнoй крови IV 

группы (табл. 3). 

Удельная O2

-продуцирующая активность суммарной фракции изоформ 

Nox1+Nox2 из ЭМ венозной и плацентарной крови изменяется в разных пределах, и 

эта активность выше у изоформ Nox из ЭМ IV группы, особенно плацентарной крови 

(табл. 4). 
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Рис.4. Оптические спектры поглощения свежеполученной фракции супрола из  

сыворотки плацентарной крови I-IV групп человека (1-4). Аналогичные данные  

получаются и для супрола из сыворотки венозной крови I-IV групп человека  

и не приводятся.  Фракции супрола растворены в 0,04 M КФБ, pH 7,4. 

 

Таблица 1.Удельное содержание (мг/мл эритроцитов) суммарной фракции изоформ 

Nox1+Nox2  из ЭМ венозной и плацентарной крови I-IV групп, p<0,05, n=6. 

 
 

 

 

 

 

 
Таблица 2. Удельное содержание (мг/мл сыворотки)  суммарной фракции изоформ  

экстрацеллюлярной Nox1+Nox2 из сыворотки венозной и плацентарной  

крови I-IV групп человека, p<0,05, n=6. 

  
Источники суммарной фракции изоформ 

Nox1+Nox2 

I II III IV 

Сыворотка венозной крови 0,02±0,003 0,015±0,002 0,010±0,001 0,023±0,001 

Сыворотка плацентарной крови 0,031±0,003 0,028±0,002 0,035±0,001 0,044±0,002 

 

 
Таблица 3. Удельное содержание (мг/мл сыворотки)  фракции супрола из сыворотки 

венозной и плацентарной крови I-IV групп,p<0,05, n=6. 

 
Источники фракции супрола I II III IV 

Сыворотка венозной крови 0,11±0,02 0,09±0,003 0,08±0,005 0,07±0,004 

Сыворотка плацентарной крови 0,15±0,001 0,13±0,001 0,14±0,002 0,22±0,003 

 

 
Таблица 4. Удельная O2


-продуцирующая активность (ед/мг) суммарной фракции изоформ 

Nox1+Nox2 из ЭМ венозной и плацентарной крови I-IV групп, p<0,05, n=6. 

 
Источники продуцирования O2

 I II III IV 

Фракция  Nox1+Nox2 из ЭМ венозной крови 47,4±5,1 78.2±6,3 62.4±4,3 82,7±7,1 

Фракция  Nox1+Nox2 из ЭМ плацентарной крови 56,4±3,9 88,2±7,7 71,6±5,4 93.8±7,9 
 

Источники суммарной 

фракции изоформ 

Nox1+Nox2 

I II III IV 

ЭМ венозной крови 0,10± 0,01 0,20±0,015 0,18±0,02 0,25±0,01 

ЭМ плацентарной крови 0,14±0,01 0,26±0,02 0,21±0,01 0,29±0,012 
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Динамика изменения удельной O2

-продуцирующей активности суммарной 

фракции изоформ Nox1+Nox2 из сыворотки венозной и плацентарной крови челове-

ка I-IV групп (ед/мг) также различна. Эта активность сравнительно выше у суммар-

ной фракции еNox из сыворотки плацентарной крови IV группы (табл. 5). 

 
Таблица 5. Удельная O2


-продуцирующая активность суммарной фракции 

изоформ Nox1+Nox2 из сыворотки венозной и плацентарной крови 

I-IV групп (ед/мг) p<0,05, n=6. 

 
Источники продуцирования O2

 I II III IV 

Суммарная фракция  изоформ Nox1+Nox2 из 

сыворотки венозной крови 

83,4±7,3 140.2±10,0 139.4±11,2 155,7±12,3 

Суммарная фракция  изоформ Nox1+Nox2 из 

сыворотки плацентарной крови 

92,4±9,1 160,2±14.3 170,6±14,1 191.8±15,3 

 

На этом фоне наблюдается увеличение удельной O2

- продуцирующей актив-

ности супрола (ед/мг) из сыворотки венозной и плацентарной крови I-IV групп 

(табл.6), которая намного выше у супрола из плацентарной крови.  

 
Таблица 6. Удельная O2


-продуцирующая активность супрола (ед/мг) из сыворотки  

венозной и плацентарной крови человека, p<0,05, n=6. 

 

 

 

 

 

 

 

Таким образом, в подавляющем большинстве уровень и O2

- продуцирующая 

активность прооксидантной системы плацентарной крови выше, чем венозной, осо-

бенно крови IV группы. Фактически такое увеличение прооксидантного статуса крови 

необходимо для нормального развития плода.  

Можно заключить, что наряду с общеизвестными различиями между I-IV груп-

пaми крови, в подавляющем большинстве случаев наблюдаются неидентичные изме-

нения уровня и O2
-продуцирующей активности прооксидантной системы (изоформы 

Nox ЭМ, eNox и супрол из сыворотки).  

Полученные данные могут рассматриваться в качестве новых отличительных 

черт венозной и плацентарной крови I-IV групп. 
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