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Впервые разработан простой метод выделения и очистки эктосомальнoй NADPH окси-
дазы (экто-Nox) из цитоплазмы эритроцитов крови пациентов с диабетом 1 типа (опытная 
группа ОГ) и доноров (контрольная группа КГ), а также нативного NADPH-содержащего ли-
попротеина (НЛП) из сыворотки крови.  

Однако удельное содержание экто-Nox в КГ было выше такового в ОГ почти  2 раза. 

При инсулинзависимом диабете удельная NADPH-зависимая О2
-продуцирующая активность 

экто-NoxОГ (19,7±1,6 ед/мг) практически не менялась, по сравнению с КГ. Удельная 
ферриHb-восстанавливающая активность экто-Nox в OГ была ниже, чем в КГ. Форма 
оптических спектров поглощения экто-Nox и НЛПв ОГ и КГ практически не различается. 
Показано, что НЛП является кофактором для Nox.  

Так как содержание и ферриHb-восстанавливающая активность экто-Nox в ОГ ниже, 
чем таковые в КГ, это может вызывать гипоксию у больных диабетом 1 типа. Результаты ис-
следования могут быть использованы как новые диагностические тесты диабета типа 1.  

 

Kровь– диабет 1типа–NADPH-содержащий липопротеин –экто-NADPH-оксидаза 
 
Առաջին անգամ մշակվել է  պարզ մեթոդ դոնորական (ստուգիչ խումբ – ՍԽ) և շաքարախտ 

1 տիպի հիվանդների (փորձնական խումբ – ՓԽ) արյան էրիթրոցիտների ցիտոպլազմայից 

էկտոսոմային ՆԱԴPH օքսիդազի (էկտո-Nox) և արյան շիճուկից ՆԱԴPH պարունակող նատիվ 

լիպոպրոտեինի (ՆԼՊ) անջատման ու մաքրման համար: Արյան շիճուկի ՆԼՊ-ի տեսակարար 
քանակությունը ՍԽ-ում կազմում է 2,45±0,03 մգ/մլ (p<0,05), իսկ ՓԽ-ում –3,50±0,02 (p<0,05) 

մգ/մլ:.Ինսուլինակախյալ շաքարախտի ժամանակ էկտո-Nox-ի ՆԱԴPH կախյալ О2
-գոյացման 

ակտիվությաւնը ՓԽ-ում (19,7±1,6 ед/мг) գործնականորեն չի տարբերվում դրանից ՍԽ-ում: ՓԽ-ի 

էկտո-Nox-ի տեսակարար ֆերիHb-վերականգնման ակտիվությունը (9,0±1,1 մ/մգ) ցածր է ՍԽ-ի 

էկտո-Nox-ի ակտիվությունից: Ընդ որում էկտո-Nox-ի քանակությունը և սուպերօքսիդ-գոյացնելու 

ակտիվությունը ՓԽ-ում ավելի պակաս է քան ՍԽ-ում: Նշված գործոնները կարող են հանգեցնել 
թթվածնային անբավարարվածության շաքարախտ-1 հիվանդության ժամանակ: ՍԽ-ում և ՓԽ-ում 
էկտո-Nox-ի և ՆԼՊ-ի օպտիկական կլաման սպեկտրների ձևը գործնականորեն չի փոփոխվում:  

Այսպիսով ՆՊԼ-ն Nox-ի համար հանդիսանում է որպես կոֆակտոր սուպերօքսիդ ռադիկալ-

ների գոյացման գործընթացքում: Հետազոտության արդյունքը կարելի է օգտագործել որպես 
շաքարախտ 1 տիպի հիվանդության նոր ախտորոշիչ թեստ:  
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Արյուն – 1 տիպի շաքարախտ –ՆԱԴPH-պարունակող լիպոպրոտեին – էկտո-ՆԱԴPH օքսիդազ 

 
The simple method for isolation and purification of ectosomes NADPH oxidase(ecto-Nox) 

from cytoplasm of blood erythrocytes of patients of type 1diabetes (experimental group – EG) and 
donor (control group – CG), as well as NADPH containing native lipoprotein (NCL) from blood 

serum was elaborated for the first time. Тhe specific content of NCL in the blood serum of CG is 
2,45±0,03 mg/ml (p<0,05), and in EG – 3,50±0,02 (p<0,05) mg/ml.At insulin-depended diabete 

the specific NADPH-depending О2
-producing activity of ecto-Nox in EG lower than that in CG. 

However, the specific ferriHb-reducing activity of ecto-Nox in EG lower than that in CG. Тhe 
forms of its optical absorption spectra in EG and CG practically did not differ. Thus, the NCL is а 
cofactor for Noxin the process of generation of superoxide radicals.  

Besides, the content and ferriHb reducing activity of ecto-Noxin EG  is lower than that in 
CG. These changes can initiate some oxygen starvation in the diabetes 1 type patients. The results 
of this investigation can be used as new diagnostic tests for diabetes type 1 disease. 

 

Blood– diabete type 1– NADPH-containing lipoprotein– ecto-NADPH oxidase 

 

В состав цитозоля эритроцитов входят эктосомы – наночастицы, содержа-

щие белки и гемоглобин в окружении фосфолипидного бислоя. Они увеличивают 
уровень внутриклеточного кальция, являются факторами окислительного стресса и 

считаются биомаркерами заболевания. В целом, снижение биогенеза эктосом раз-

личными средствами оказывает терапевтическое действие [11]. Однако эктосомы 

эритроцитов в различных ситуациях производят двоякий эффект: они подавляют 

[14] или стимулируют функционирование иммунных клеток [13]. Эти наночасти-

цы играют положительную роль при переносе оксигемоглобином молекулярного 

кислорода, углекислого газа и окиси азота к клеткам [9].  

Впервые с использованием явления нестабильного комплексообразования 

между изоформами NADPH-оксидазы (Nox) и ферригемоглобином (ферриHb) из 

ассоциированных с гемоглобином эктосом выделена  суммарная фракция терми-

нальных и активных изоформ Nox (Nox1+Nox2) [2]. Как известно,иммунные клет-

ки нейтрализуют антигены супероксидными радикалами, продуцируемыми 

Nox1+Nox2 в мембранах иммунных клеток [7]. Изоформы Nox являются NADPH-

зависимыми супероксид-продуцирующими ферментами, а природным источником 

NADPH является липопротеин высокой плотности (НЛП), который продуцирует 

О2
в присутствии ионов Fe+3 или Cu+2 [17]. Применяемые при диабете 1 и 2 типаан-

тиоксиданты существенно подавляют релиз терминальных и активных изоформ 

Nox1+Nox2 из биомембран, оказывая тем самым мембраностабилизирующий эф-

фект [3]. Изоформы Nox из эритроцитарных мембран обладают также ферриHb-

восстанавливающей активностью [5]. Механизм взаимодействия нативного 

NADPH-содержащего липопротеина (НЛП) и экто-Noxцитозоля эритроцитов при 

диабете 1типа в настоящее время не выявлен. 

Целью работы являлись выделение и очистка из сыворотки крови человека 

НЛПи экто-Nox из цитозоля эритроцитов донорской крови и крови пациентов при 

инсулинзависимом диабете, а также определение удельного содержания, суперок-

сид-продуцирующей и ферриHb-восстанавливающей активности экто-Nox под 

влиянием НЛП  in vitro. 
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Материал и методика.Была использована донорская кровь и кровь пациентов при 

инсулинзависимом диабете (по шесть проб объемом по 5 мл, давность заболевания 5-6 лет). 
Для выделения эритроцитов из плазмы был использован Dextran-70 (“Loba Finchemie”, Гер-
мания). Ионообменную хроматографию белковых фракций осуществляли на колонке с цел-
люлозой  DE-52,CM-52 (“Whatman”, Англия) и смолой DЕАЕ А-50 (“Pharmacia”-Швеция). 

Гельфильтрацию белковых фракций проводили на колонке с сефадексом G-100 (“Phar-
macia” – Швеция). 

Выделение и очистка НЛПиз сыворотки крови. Отделение плазмы крови от эрит-
роцитов проводили с использованием 3% Dextran -70 кДа [1]. Фракцию НЛП выделяли ме-
тодом осаждения из сыворотки крови [7] с небольшой модификацией – вместо FeCI3 была 
использована 0.1 М соляная кислота. Для удаления следов белковых примесей во фракции 
НЛП применяли ионообменную хроматографию, используя колонки с СМ-52 и DЕ-52 и 
сефадексом DЕАЕ А-50, затем проводили гельфильтрацию с сефадексом G-100 (при            

pH 9,5).Для удаления следов гемоглобина осуществляли фракционирование НЛП хлорофор-
мом и этанолом (1:9 об/об). Солюбилизация НЛП в воде происходила при pH 9,5.   

Выделение и очистка фракции экто-Nox из цитоплазмы эритроцитов. После 
промывания эритроцитов физраствором, их гемолиза в воде и удаления эритроцитарных 

мембран [3] цитоплазму эритроцитов подвергали диализу для очищения от солей. Диализат 

центрифугировали (14.000 × g, 15 мин), полученный супернатант подвергали ионообменной 

хроматографии, используя колонку с целлюлозой DЕ-52 для удаления следов антиок-
сидантов: CuZn-СОД, каталазы, а также других белковых примесей кислого характера. Для 
полного удаления этих примесей процедуру очистки гемоглобина повторяли. Далее pH 
раствора гемоглобина доводили до 9,5 путем добавления 0,1М КОН. Раствор инкубировали 
при температуре 37оС в течение часа. После инкубации раствор вновь подвергали ионооб-
менной хроматографии на колонке с целлюлозой DЕ-52. После удаления осажденного гемо-
глобина 0,005М калий-фосфатным буфером, pH 7,4 (КФБ), суммарную фракцию экто–Nox 
(Nox1+Nox2) элюировали 0,2 М КФБ (при необходимости изоформы экто-Nox отделяли 
после гель-фильтрации на колонке с сефадексом G-100). 

Определение супероксид-продуцирующей активности суммарной фракции экто-

Nox в отсутствие и присутствии НЛП. Супероксид (О2
)-продуцирующую активность 

экто-Nox в отсутствие и присутствии НЛП исследовали с помощью адреналинового метода, 
определяя кинетику окисления адреналина в адренохром при 500 нм под влиянием проду-

цируемых О2
[4]. За единицу О2

-продуцирующей активности принимали то количество 

экто-Nox, которое вызывает повышение плотности максимального поглощения адренохро-

ма на 50%. Удельную активность продуцирования О2
  выражали в ед/мг экто-Nox. 

Определение ферриHb-восстанавливающей активности экто-Nox. ФерриHb-вос-

станавливающую активность экто-Nox определяли  кинетическим методом[10]. При этом 

определяли кинетику снижения плотности максимального оптического поглощения фер-
риHb (α-полоса поглощения при 560 нм) в ходе восстановления ферриHb до ферроHb под 
влиянием экто-Nox. За единицу этой активности принимали то количество экто-Nox, кото-
рое вызывает снижение плотности поглощения ферриHb при 560 нм до 0,2 оптических еди-
ниц (ое). Удельную ферриHb восстанавливающую активность выражали в ед/мг Nox. 

В ходе работы были использованы спектрофотометр “Hitachi-2000” (Япония), цент-

рифуги К-24 и К-70 (“Janetzki”, Германия). Спектры флуоресценции регистрировали на при-
боре “Perkin Elmer” (США). Статистическую обработку полученных результатов осуществ-
ляли методом вариационной статистики Стьюдента-Фишера, с определением критерия дос-
товерности “p” (число проводимых опытов – 6). 

 

Результаты и обсуждение.Полученный согласно описанной методике 

НЛП из сыворотки донорской крови  (контрольная группа –KГ) и сыворотки крови 

пациентов, больных диабетом 1 типа (опытная группа –OГ),  имеет слабое погло-

щение при 430 нм в видимой области спектра (рис.1).  

В результате очистки оптический спектральный индекс НЛП (А280/А430) ОГ 

и КГ составляет 8-8,2, что свидетельствует о чистоте этого липопротеина [5]. 
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Рис.1. Оптический спектр поглощения НЛП из сыворотки КГ (1) и ОГ (2). Объем раствора 
НЛП, выделенного из 3 мл сыворотки, в КГ – 4 мл, а в ОГ –  5 мл (p<0,05, n=6,). 

 

Удельное содержание НЛП в сыворотке КГ составляет 2,45±0,03 мг/мл 

(p<0,05), а в ОГ – 3,50±0,02 (p<0,05)мг/мл. 

NADPH в составе НЛП восстанавливает перманганат калия и нитротетразо-

лиевый синий, предотвращает окисление адреналина в адренохром. Содержание 
NADPH в НЛП в КГ больше на 15-16%, чем в ОГ. Эмиссионный пик НЛП в КГ и 

ОГ появляется при 430 нм с длиной возбуждения 370 нм (рис.2). 

 

 
 

Рис.2.Спектр флуоресценции группы NADPH в составе НЛП из сыворотки донорской 

крови (1) и сыворотки крови пациентов с диабетом 1 типа (2). Концентрация НЛП в КГ                     

и  ОГ по 4 мг/мл (p<0.05, n=6). F- флуоресценция в относительных единицах. 

 

Удельное содержание экто-Nox в КГ в 2 раза выше, чем в ОГ. Формы опти-

ческого спектра поглощения экто-Noxв КГ и ОГ практически не различаются. В 

окисленном состоянии оптические спектры у экто-Nox в КГ и ОГ имеют характер-
ные максимальные оптические поглощения, аналогичные терминальным изофор-

мам Nox1+Nox2 из эритроцитарных мембран донорской крови: 560 нм,  530 нм  и 

412 нм, как это показано на рис.3.  

Определенная приведенным методом удельная NADPH-зависимая О2
-про-

дуцирующая активность экто-Nox в КГ составляет 20,1± 2,1 ед/мг, а в OГ - 

19,7±1,6 (p<0,05, n=6). Это свидетельствует о том, что по сравнению с КГ при 

инсулинзависимом диабете NADPH-зависимая О2
-продуцирующая активность 

экто-Nox практически не меняется. Однако удельная ферриHb-восстанавливающая 

активность экто-Nox в OГ (9,0±1,1 ед/мг) несколько ниже, чем в КГ (11,2±2,0 

ед/мг, p<0,05, n=6).  

Впервые показан процесс активации экто-Nox, выделенным  НЛП сыворот-

ки крови,для продуцирования О2
за счет электронаNADPH в составе этого липо-

протеина.Этим  путем активирование в гомогенной фазе экто-Nox с помощью 

НЛП в КГ на 15-16% больше, чем в OГ(p<0,05). 
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Рис.3.Оптический спектр поглощения экто-Nox из цитозоля эритроцитов донорской  

крови (1) и крови пациентов при диабете 1 типа (2). Объем растворов экто-Nox,  
выделенных из 2 мл эритроцитов,составляет 5 мл (p<0,05, n=6).После  

восстановления дитионитом натрия появляется характерная α-полоса при 558 нм. 

 

Эти данные получены с использованием процесса окисления адреналина 

под влиянием экто-Nox КГ и ОГ в отсутствие и присутствии НЛП КГ и ОГ. 

Отдельно НЛП обладает только восстановительными свойствами и подавляет 

окисление адреналина в адренохром. Экто-Nox практически не влияет на процесс 

окисления адреналина. Однако в результате совместного действия НЛП и экто-

Nox в КГ и ОГ происходит резкое увеличение скорости окисления адреналина в 

адренохром(рис. 4). 
 

 
Рис.4.Кинетические кривые окисления адреналина (6.10-4М) в адренохром при 500 нм  

под влиянием:НЛП (0,3 мг/мл) и экто-Nox (0,4 мг/мл) в присутствии 1,5.10-8 М Cu,Zn-СОД 

(1); НЛП (2); в отсутствии экто-Nox, НЛП и СОД (3); в присутствии экто-Nox (4),под 

влиянием НЛП+ экто-Nox (5).Объем реакционной смеси составляет 4 мл (p<0,05, n=6). 

 

Каковы механизмы представленных изменений? 
1. Эктосомы ассоциируются с ферриHb, a экто-Nox отщепляется от эктосом 

только после инкубации с ферриHb при pH 9,5 и температуре 370С в течение часа.  

В  этих условиях повышается липидная пероксидация мембран эктосом с образо-

ванием нестабильного комплекса ферриHb с локализованным в мембранах экто-

Nox (Nox1+Nox2). Последний переходит из гетерогенной фазы в гомогенную. 

После такой инкубации гемоглобина определенная его часть осаждается на ко-

лонке с целлюлозой ДЕ-52, образуя нестабильный комплекс ферриHb с экто-Nox, 

который является гемопротеином кислого характера. Без инкубации ферриHb не 

осаждается на колонке с целлюлозой DE-52, является гемопротеином основного 

характера и осаждается на целлюлозе КМ-52. Таким образом, эктосомы ассоции-

рованы с молекулой ферриHb и за счет локализованной экто-Nox оказывают 
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ферриHb-восстанавливающую активность, способствуя переносу к клеткам, вос-

становленным гемоглобином (окси-гемоглобином), молекулярного кислорода, 
окиси азота и СО2. Причем, ферриHb-восстанавливающая активность экто-Nox в 

ОГ и КГ практически одинакова. Таким образом, в ОГ в качестве нового 

патогенетического механизма можно считать существенное понижение (в 2 раза) 

уровня эритроцитарных экто-Nox, ассоциированных с гемоглобином. С другой 

стороны, проникновение глюкозы через мембрану в цитоплазму эритроцитов 

усиливается при диабете 1 типа, что приводит к гликозилированию гемоглобина 

[12, 15, 16, 20]. Понижение уровня ассоциированных с гемоглобином эктосом в ОГ 

может быть связано с гликолизацией гемоглобина в тех участках, где должны 

ассоциироваться эктосомы. Это может привести к некоторому кислородному 

голоданию в ОГ[6]. Можно предполагать, что введенная экзогенная экто-Nox 

может компенсировать уровень эндогенной экто-Nox в цитоплазме эритроцитов, 

оказывая положительный эффект при диабете 1 типа. Возможность 

проникновения экто-Nox через мембраны эритроцитов и ассоциирование с 

гемоглобином  при диабете 1 типа не исключается, что связано с  увеличением 

проницаемости (текучести) эритроцитарных мембран на фоне повышения 

липидной пероксидации этих мембран [19]. Объективность этого предположения 

требует дальнейших исследований.       

2. Супероксид-продуцирующая активность экто-Nox НЛП из сыворотки 

крови в КГ несколько выше (на 12-15%), чем в ОГ. Возможно, это связано с неко-

торым понижением уровня NADPH в составе нативного НЛП из сыворотки крови 

ОГ. Фактически,связанная с НЛП NADPH является источником электрона для пе-

реноса суммарной фракцией экто-Nox1+Nox2 к молекулярному кислороду для его 

одноэлектронного восстановления и образования  О2
. С другой стороны, удельное 

содержание НЛП в сыворотке в ОГ и КГ практически одинаковое. Активирование 

НЛП экто-Nox, как фактор повышения процесса окисления адреналина в адрено-

хром, происходит в гомогенной фазе in vitro. Возможно, этот процесс можно было 

бы считать физиологическим, если бы он происходил в гетерогенной фазе – в био-

мембранах, где локализованы Nox, включая экто-Nox. Для выявления объектив-

ности этого предположения необходимо провести дополнительные исследования.  

Обобщая вышеприведенные данные, можно сделать следующие заклю-

чения: 1. NADPH содержащий НЛП является активатором (кофактором) для экто-

Nox цитозоля эритроцитов. 2.Восстановление ферриHb происходит благодаря 

экто-Nox, локализованной, скорее всего,на поверхностных участках мембран этих 

наночастиц. 3. Комплексообразование ферриHb происходит и с изоформами экто-

Nox, локализованными в мембранных образованиях эктосом. 4. Существенное по-

нижение содержния экто-Nox цитозоля эритроцитов,на наш взгляд, может быть 

является новым и чувствительным диагностическим тестом при 

инсулинзависимом диабете. 
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