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ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИИ НА МОЛЕКУЛЯРНОЕ 
СОСТОЯНИЕ ГЕМОГЛОБИНА ЭРИТРОЦИТОВ 
КРЫС ПРИ ФИЗИЧЕСКИХ НАГРУЗКАХ

А. Н. Федяшкина, Г. В. Максимов
В статье рассматриваются изменения конформации гемопорфирина при развитии ги-
поксии, связанной с разной физической нагрузкой у крыс. 
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This article discusses the conformation changes of hemoporphirine in the development of 
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Молекула гемоглобина может находить-
ся в двух конформациях – напряженной и 
расслабленной. Расслабленная комформация 
связывает кислород в 70 раз быстрее, чем 
напряженная. Если вероятность перехода от 
напряженной формы гемоглобина к рассла-
бленной больше, то возрастает сродство ге-
моглобина к кислороду, и наоборот. Одной 
из важных причин нарушения кислородно-
транспортной системы может быть измене-
ние конформации гемопорфирина гемогло-
бина (Гб) и его сродства к кислороду  (О2) 
[4]. Применение спектроскопии комбинаци-
онного рассеяния  (КР) позволяет выявить 
изменения конформации гемопорфирина 
при развитии гипоксии, связанной с разной 
физической нагрузкой.

В эксперименте использовались беспо-
родные крысы обоего пола с массой тела 
от 130 до 230 г, разделенные на 4 группы. 
Первую (контрольную) группу составляли 
интактные животные; во второй группе жи-
вотные подвергались физическим нагрузкам 
малой интенсивности (4 ч в месяц, что со-

ставляло 1 ч в неделю); в третьей группе 
животные подвергались средним физичес-
ким нагрузкам (10 ч. в месяц, или 2–3 раза 
в неделю по 1 ч); в четвертой группе жи-
вотные подвергались сильным физическим 
нагрузкам (24 ч в месяц, или 6 раз в не-
делю по 1 ч). В ходе исследований у крыс 
проводили забор крови из хвостовой вены, 
кровь гепаринизировали, затем отмывали 
эритроциты и готовили мазок эритроцитар-
ной массы на предметном стекле.

Исследование выполнялось с помощью 
рамановского спектрометра in via Basis, для 
получения спектров геморфирина гемоглоби-
на использовался микроскоп с регистраци-
ей комбинационного рассеяния света in via 
Basis фирмы Renishaw с короткофокусным 
высокосветосильным монохроматором (фо-
кусное расстояние не более 250 мм), дли-
на волны излучения используемого лазера 
составляла 532 нм, мощность излучения 
100 мВт, объектив 50х. Регистратор дан-
ных – CCD детектор (1024 × 256 пикселей 
с пельтье-охлаждением до – 70 °С) с решет-
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кой 1 800 штр/ мм. Оцифрованные спект-
ры обрабатывались в программе WIRE 3.3. 

Производилась коррекция базовой линии, 
сглаживание спектров (рис. 1).

Р и с. 1 . Спектр гемопорферина гемоглобина

В работе для анализа конформации и 
О2-связывающих свойств Гб использовались 
определенные характерные полосы спектра 
КР, которые позволяли исследовать кон-
формацию ГП в дезоксигемоглобине (д-Гб) 
и способность д-Гб связывать лиганд, а 
также конформацию ГП в оксигемоглобине 
(о-Гб) и способность о-Гб сбрасывать кис-
лород: 1 355, 1 375, 1 548–1 552, 1 580–
1 588  см– 1. Полосы 1 355 и 1 375 см–1 свя-
заны с симметричными колебаниями пир-
рольных колец (связи СаСb, СaN и СaNСa) 
в молекулах дезоксигемоглобина и гемогло-
бина, связанного с лигандами, соответствен-
но [3]. Данное соотношение интенсивностей 
I1375/(I1355 + I1375) является характеристикой 
относительного количества о-Гб в суспен-
зии эритроцитов. Полосы 1 548–1 552 см–1 
и 1 580–1 588 см–1 связаны с колебанием ме-
тиновых мостиков между пирролами (связи 
CaCm, CaCmH) в молекулах Гб, в одних из 

которых гемопорфирин растянут и дефор-
мирован (1 548–1 552 см–1) а в других име-
ет более компактную недеформированную 
конформацию (1 580–1 588 см–1) [1]. Если 
сравниваемые пробы отличаются по содер-
жанию относительному о-Гб, то необходимо 
учитывать зависимость интенсивностей по-
лос 1 548–1 552 см–1 и 1 580–1 588 см–1 от 
количеств д-Гб и о-Гб. При такой нормиров-
ке отношение интенсивностей I1355/I1550 отра-
жает относительную способность всего Гб в 
пробе связывать лиганды (в том числе О2), 
а соотношение I1375/I1580 – относительную 
способность Гб выделять лиганды [2]. 

Относительное количество о-Гб в су-
спензии эритроцитов снижалось при сла-
бых и средних интенсивностях физиче-
ских нагрузок (4 и 10 ч) на 3 и 12 % 
по отношению к контролю, которое вос-
станавливался при более длительном воз-
действии (24 ч) (рис. 2).
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Способность Гб связывать лиганды 
(в том числе О2) значительно снижа-
лось при слабых (4 ч) и высоких ин-
тенсивностях (24) на 42 % по сравнению 

Р и с .  2 . Диаграмма относительного количества о-Гб                       
в суспензии эритроцитов

с контролем. При воздействии средней 
интенсивности (10 ч) также происходи-
ло снижение связывающей способности 
на 27 % (рис. 3).

Р и с .  3 . Диаграмма относительной способности Гб                         
в пробе связывать лиганды
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Способность Гб выделять лиганды 
практически не изменялась при слабой 
интенсивности (3 %), но при более 

длительном воздействии  способность 
выделять О2   увеличивалась на 11 и 
18 % (рис. 4).

Р и с .  4 . Диаграмма относительной способности Гб в пробе выделять 
лиганды

На основе полученных эксперименталь-
ных данных было установлено, что при 
физических нагрузках относительное со-
держание о-Гб и способность Гб связывать 
лиганды (в том числе О2) в суспензии эри-
троцитов ниже по сравнению с контролем,           

но способность Гб выделять лиганды уве-
личивается. Показано, что функциональное 
состояние крыс при слабой и высокой ин-
тенсивности физических нагрузок отража-
ется в способности связывать и сбрасывать 
кислород.
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