
УДК 577.335.31.699

Образование сывороточных цитохромов В558 в результате 
инкубирования крови in vitro

Г.М.Симонян, Р.М.Симонян, М.А.Симонян
Институт биохимии НАН РА

375014 Ереван, П.Севака, 5/1

Ключевые слова: кровь, сыворотка, цитохром Ь558, продуцирование

Цитохромы (цит) Ь558 различных типов являются 
участниками продуцирования супероксидных радика­
лов (Օ՜շ) оксидоредуктазами [15, 19]. Эти гемопротеи­
ны локализованы в мебранах клеток плазмы 
(лейкоциты, лимфоциты и т.д.) [10, 14], эритроцитар­
ных мембранах (ЭМ) и сыворотке крови млекопитаю­
щих [5] и рыб [4]. Однако в сыворотке венозной крови 
здорового человека цит b 558 не обнаружены, они 
присутствуют в сыворотке венозной крови человека 
при лимфобластических и миелобластических лейко­
зах [3] и в сыворотке плацентарной крови женщин [5]. 
Сывороточный цит Ь558П (особенно из сыворотки 
крови крыс) оказывает высокую толерантность к пере­
киси водорода (Н2О2), более того, защищает Cu,Zn- 
СОД от повреждающих эффектов Н2О2 [8]. Присутст­
вие изоформ цит Ь558 в сыворотке плацентарной кро­
ви и образование в сыворотке венозной крови челове­
ка при раке крови свидетельствует о важной роли 
этих гемопротеинов при повышении уровня активных 
форм кислорода (АФК) в сыворотке крови, в первую 
очередь Н2О2 как продукта ферментативного дисмути- 
рования Օ՜2 ( Օ՜2 и Н2О2 продуцируются НАДРН- 
зависимыми оксидоредуктазами, локализованными в 
клетках плазмы: ПМН лейкоциты , нейтрофилы, фаго­
цитирующие лейкоциты и т.д. [9, 11, 13, 16]. В сыво­
ротке крови имеются в небольших количествах фер­
менты антиоксидантной активности, включая и ката­
лазу [20]. Однако при патологческих состояниях уро­
вень этих антиоксидантов недостаточен для снижения 
повышенного уровня АФК, в частности Н2О2 [16]. 
Можно предположить, что адаптационные системы 
организма (крови) должны стимулировать образова­
ние других защитных систем - изоформ сывороточ­
ных цит Ь558. Для подтверждения объективности это­
го предположения необходимо создать условия для 
повышения уровня АФК, в частности Н2О2, путем 
аэрации крови in vitro [16].

Цель работы состоит в определении уровня сыво­
роточных цит Ь558, а также каталазы, церулоплазми­
на, СОД и супрола в венозной крови человека, в крови 
крыс, а также в изолированной сыворотке, клетках 
плазмы, эритроцитах и гемоглобине после их инкуби­

рования в аэробных условиях in vitro.

Материал и методы

Свежевзятая венозная кровь здорового человека и 
кровь крыс (по 40 мл), а также сыворотка, клетки 
плазмы, эритроциты (по 20 мл), полученные из другой 
порции этой же крови человека и крыс, включая мет­
гемоглобин (метНЬ), инкубировали в стеклянных от­
крытых стаканах при 4° в течение 4-5 суток при еже­
дневном легком перемешивании проб в течение 2 мин. 
Цит Ե5581 и цит Ь558П, а также другие металлопро- 
теины крови (церулоплазмин-ЦП, Cu.Zn-СОД, катала­
за и супероксидпродуцйрующий липопротеин сыво­
ротки - супрол) выделяли и очищали биотехнологиче­
ским способом [6] путем ионообменной хроматогра­
фии (на целлюлозах ДЕ-52. КМ-52 и сефадексе ДЕАЕ 
А-50) и гель-фильтрации соответствующих белковых 
фракций (на сефадексах G-75 и G-100). Суммарную 
фракцию цит Ь558 I и цит Ь558П из этих целлюлоз 
элюировали 0,04 М калий- фосфатным буфером 
(КФБ): супрол - 0,004 М, СОД и каталазу - 0,05 М и 
ЦП - 0,2 М КФБ. СОД-активность фракции определя­
ли нитротетразолиевым синим методом, а каталазную 
активность - перманганатометрическим титрованием 
растворов Н2О2 в отсутствии и присутствии каталазы 
[2]. Электрофорез белков проводили по методу Мауа- 
ра и соавт [1] на 10% полиакриламидном геле. Опти­
ческие спектры поглощения регистрировали на спек­
трофотометре «Specord UV/VIS» (Германия) с длиной 
оптического пути - 1 см при 20°. Статистическую об­
работку полученных результатов осуществляли мето­
дом вариационной статистики Стьюдента-Фишера с 
определением критерия достоверности (Р).

Результаты и обсуждение

После инкубирования венозной крови здорового 
человека и крови крыс в приведенных выше условиях 
из сывороток крови выделяли и очищали белки (ге­
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мопротеины) слабокислого характера. Причем белки 
из сыворотки крови крыс очищали в элкетрофоретиче- 
ски гомогенном состоянии, а белки из сыворотки ве­
нозной крови человека содержали еще небольшие 
примеси (рис.1). Оптические спектры поглощения 
этих белков почти полностью совпадают со спектра­
ми цит Ե5581 и цит Ь558П из сыворотки крови крыс и 
из сыворотки плацентарной крови женщин без инку­
бирования крови (рис.2). Таким образом, эти белки 
являются сывороточными цит Ե5581 и цит Ь558П. 
Однако выразительность альфа - поглощения (при 
560 нм), особенно у цит b 558 I и цит Ь558П, получен­
ных из сыворотки крови крыс после инкубирования в 
приведенных условиях, более ощутима, чем таковая у 
цит Ь558, полученного из сыворотки венозной крови 
человека. С другой стороны, у «инкубированных» цит 
Ь5581 и цит Ь558П имеется максимальное оптическое 
поглощение при 470 нм, что не свойственно изофор­
мам цит Ь558 эритроцитарных мембран (ЭМ) не толь­
ко сильнокислого но и слабокислого характера 
(последний изоформ цит Ь558 элюируется из ДЕ-52 
0.04 М КФБ). Оптический спектральный индекс (А412/ 
А53о) для «инкубированного» цит Ե5581 и цит Ь558П из 
сыворотки крови крыс составляет - 12,4+\- 3,1 (Р< 
0,05), из сыворотки венозной крови человека - 8,8+\- 
0.3 (Р< 0.03), из сыворотки крови крыс без инкубиро­
вания - 11,0+\-2,3 (Р < 0,03), для слабокислого харак­
тера цит Ь558 из ЭМ - 9,5+/-1,1 (Р<0,05). Эти показа­
тели свидетельствуют о том, что изоформы цит Ь558 

сыворотки венозной крови человека и сыворотки кро­
ви крыс несколько различаются. Возможно, это связа­
но с сопутствующими примесями с цит Ь558 сыворот­
ки венозной крови человека. При восстановлении этих 
цитохромов дитионитом натрия появляются характер­
ные формы и максимум поглощения для цит Ь558 
( альфа -полоса поглощения при 558 нм), как показа­
но на рис.2.

Из надосадочных растворов (в 0,9% NaCI ) изоли­
рованных эритроцитов, сывороток, клеток плазмы, а 
также из раствора метНЬ после инкубирования в при­
веденных условиях цит Ь5581 и цит Ь558П не получа­
ются. Таким образом, образование сывороточных цит 
Ь558 происходит только при инкубировании цельной 
крови, а не ее отдельных компонентов. Вероятнее все­
го, в образовании сывороточных цит Ե558 участвуют 
клетки плазмы, которые содержат ядра, с соответст­
вующей генетической системой, но не эритроциты, у 
которых при созревании ядра отсутствуют. Образова­
ние сывороточных цит Ь558 не связывается и с расще­
плением метНЬ, отщеплением (рилизинг) цит Ь558 из 
эритроцитов (рилизинг цит Ь558 происходит только 
после инкубирования ЭМ [8]) или под воздействием 
протеаз, которые могли проникнуть в кровь с микро­
организмами. Скорее всего образование (возможно 
синтез) сывороточных цит Ь558 является совокупным 
действием цельной крови против Н2О2, уровень кото­
рого повышается при аэрации крови [18].

Рис.1. Электрофореграммы цит Ե5581 и цит Ь558П из 
сыворотки крови крыс и из сыворотки венозной крови 
человека после инкубирования крови в аэробных 
условиях in vitro при 4° в течение 4-5 дней: для цит 
Ե5581 из сыворотки крови крыс (1); из сыворотки 
венозной крови человека (2); для цит Ь558 II из 
сыворотки крови крыс (3); из сыворотки венозной 
крови человека (4). Белки растворены в 0,04 М КФБ

Рис.2. Оптические спектры поглощения цит Ь558 I и цит Ե55811 из 
сыворотки крови крыс и сыворотки венозной крови человека после 
их инкубирования в приведенных условиях: для цит Ь5581 из сы­
воротки крови крыс(1); из сыворотки венозной крови человека (2); 
для цит Ь558П из сыворотки крови крыс (1); из сыворотки веноз­
ной крови человека (2) и для цит Ь558 слабокислого характера из 
ЭМ человека (3). Оптический спектр поглощения цит Ь5581 или 
пит Ь558П из сыворотки венозной крови человека или сыворотки 
крови крыс после восстановления Fe+Յ в гемовой группе этих 
гемопротеинов дитионитом натрия (4)
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В пользу этого предположения свидетельствует и 
то обстоятельство, что образование сывороточных цит 
Ь558 и деградация супрола (65,3+/-8,1%, Р<0,05), ката­
лазы (72,4+/- 7,3 %, Р<,03), церулоплазмина (86,4+/- 
5,5 %,Р < 0,05) и Cu.Zn- СОД (41.0+/- 3,6 %, Р< 0,05) 
происходит одновременно как результат воздействия 
Н2О2. Действительно, Ա2Օշ вызывает деградирование 
приведенных металлопротеинов in vitro и in vivo [12, 
17], а сывороточные цит Ь558 являются более толе­
рантными агентами и защитными факторами биосис­
тем плазмы к Н2О2. Можно предположить, что образо­
вание сывороточных цит Ь558 является ответом адап­
тационных систем крови к Ա20շ in vitro. Не исключа­

ется, что в этом процессе определенную роль играет 
также оксидативное повреждение крови in vitro.

Хотя указанные механизмы образования сыворо­
точных цит Ь558 после инкубирования крови в приве­
денных условиях пока окончательно не определены, 
однако продуцирование только сывороточных цит 
Ь558 является объективной реальностью. Будут ли 
происходить аналогичные явления при консервации и 
хранении крови или при введении в кровь Н2О2, при 
гипероксии и каталазаемии in vivo и будет ли иметь 
положительный эффект экзогенно введенный цит 
Ь558 сыворотки, покажут дальнейшие исследования.
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Շիճուկային Ь558 ցիտոքրոների գոյացումը արյան ինկուբացման հետեւանքով 
աէրոբ պայմաններում in vitro

Ռ.Մ. Սիմոնյան, Գ.Մ. Սիմոնյան , Մ.Ա. Սիմոնյան

Մարդկային երակային արյան և առնետի արյան' 
աէրոբ պայմաններում in vitro ինկուբացման հետևան­
քով տեղի է ունենում շիճուկային Ե558 ցիտոքրոների 
գոյացում: Այս երևույթը բացակայում է արյան աոան­

ձին բաղադրամասերի (շիճուկ, էրիթրոցիտներ, պլազ­
մային բջիջներ և հեմոգլոբին) նմանատիպ պայման­
ներում ինկուբացումից հետո:

The production of serum cytochromes Ь558 in result of blood incubation 
in aerobic conditions in vitro

R.M. Simonyan, G.M Simonyan, M.A.Simonyan

In result of incubation of human venous blood and rats 
blood in aerobic conditions in vitro, production of serum 
cytochromes b558I and Ь558П takes place. This phe­

nomenon doesn’t take place after the incubation in similar 
conditions of separate blood components (serum, erythro­
cytes, plasma cells and hemoglobin).
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