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3. Показатель качества жизни может 
способствовать ранней диагностике реци-
дивоопасных клинических состояний ре-
миссионного периода в наркологии с це-
лью оказания экстренной, адресной (в за-
висимости от структуры показателя каче-
ства жизни), комплексной, противореци-
дивной терапии и быть средством контроля 
эффективности превентивных, краткосроч-
ных терапевтических интервенций. 

Заключение 
В результате исследования установле-

но, что возникающие на фоне ремиссии 
рецидивоопасные клинические ситуации 
ухудшают качество жизни пациентов с ал-
когольной зависимостью. Тест «Показа-
тель качества жизни» позволяет своевре-
менно обнаруживать изменения качества 
жизни пациентов, дифференцированно вы-
брать лечение и служит методом контроля 
эффективности профилактических тера-
певтических интервенций. 
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ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ ВЗРЫВ В ЭРИТРОЦИТАХ 
ПОД ДЕЙСТВИЕМ СИСТЕМЫ «NANO2+H2O2» 

М.Н. Стародубцева, С.Н. Черенкевич 

Гомельский государственный медицинский университет 
Белорусский государственный университет 

В работе хемилюминесцентными методами изучены условия стремительного развития 
окислительного стресса в эритроцитах (окислительного взрыва), вызванного их взаимодейст-
вием с реагентами системы «NaNO2+H2O2» при участии гемоглобина. Выявлено, что при 
концентрациях реагентов выше 500 мкМ наблюдается лавинообразное накопление активных 
продуктов взаимодействия гемоглобина и реагентов системы «NaNO2+H2O2», предположи-
тельно, феррилгемоглобина, диоксида азота и пероксинитрита, что и инициирует окислитель-
ный взрыв в эритроцитах. Сопровождающее окислительный стресс закисление цитозоля до 
pH 6,5 активирует производство этих активных агентов в реакциях с внутриклеточным гемо-
глобином. Выдвинута гипотеза о наличии положительной обратной связи в механизме разви-
тия окислительного стресса в клетках с участием гемсодержащих белков. 

Ключевые слова: окислительный взрыв, активные формы азота, гемоглобин, эритроциты. 
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OXIDATIVE BURST IN RED BLOOD CELLS 
UNDER THE ACTION OF «NANO2+H2O2» SYSTEM 

М.N. Starodubtseva, S.N. Сherenkevich 

Gomel State Medical University 
Belarus State University 

The conditions of development of impetuous oxidative stress in red blood cells (oxidative out-
burst) caused by red blood cell interaction with reagents of system «NaNO2+H2O2» with hemoglobin 
participation were studied. The avalanche accumulation of reactive species such as ferryhemoglobin, 
nitrogen dioxide, and peroxynitrite in the reaction of hemoglobin with reagent of the system 
«NaNO2+H2O2» was revealed at reagent concentration higher than 500 М. The intracellular acido-
sis down to pH 6,5 which accompanies the cellular oxidation stress activates the reactive species 
production in the hemoglobin reactions. Hypothesis of positive feedback presence in the mechanism 
of oxidative stress development with hemeprotein participation in cells was advanced. 

Key words: oxidative stress, reactive nitrogen species, hemoglobin, red blood cell. 
 
 
Введение 
Гемсодержащие белки широко распро-

странены и выполняют важные функции в 
живых организмах. Сочетание комплексов 
протопорфирина с ионами железа и сложно-
го аминокислотного состава белковых ком-
понентов определяет разнообразие реакций, 
в которые эти белки вступают. Гемсодер-
жащие белки могут участвовать в контроле 
динамического равновесия окислительно-вос-
становительных реакций в клетке. При опре-
деленных условиях гемсодержащие белки 
удерживают это равновесие на уровне ре-
докс-регулирования клеточных процессов, а 
при других — смещают его в сторону окис-
лительного стресса [4]. Окислительный стресс 
клеток и тканей сопровождает многие болез-
ни человека, называемые редокс-ассоцииро-
ванными заболеваниями, включающими в 
себя диабет, атеросклероз, гипертензию, ней-
ро-дегенеративные заболевания. 

В работе обсуждаются условия, вызы-
вающие стремительное развитие окисли-
тельного стресса в эритроцитах (окисли-
тельного взрыва), при участии гемоглоби-
на и активных форм азота и кислорода. 

Материалы и методы 
В работе использовали NaNO2, NaH2PO4, 

Na2HPO4, («Реахим», Россия, ч.д.а.), люминол 
(«Sigma», США). Остальные реактивы бы-
ли производства России и Беларуси. Рас-
творы NaNO2 и H2O2 готовили непосредст-
венно перед опытом. Эритроцитарную 
массу получали из крови здоровых добро-
вольцев. Эритроциты трижды отмывали и 
ресуспендировали в фосфатном буфере. 

Хемилюминесценцию изучали на биохе-
милюминометре БХЛ-1 (БГУ, Минск, Бе-
ларусь) при комнатной температуре. Ини-
циирование реакций, сопровождающихся 
свечением, осуществляли введением H2O2  
в темноте в кювету, содержащую 2 мл под-
готовленной суспензии эритроцитов  или 
раствора гемоглобина (фосфатный буфер 
или буфер Эрла, рН 6,3 или 7,4). При ана-
лизе кинетики хемилюминесценции ис-
пользовали следующие характеристики: I1 
и I2 — максимальные интенсивности пер-
вой и второй стадий развития свечения со-
ответственно, tlag — значение лаг-периода 
и tmax — время достижения второго макси-
мума интенсивности свечения (рис. 1, кри-
вая 1). При изучении люминол-зависимой 
хемилюминесценции суспензий эритроци-
тов или водных растворов гемоглобина в 
среду, содержащую эритроциты (32 000 кле-
ток в кювете, буфер Эрла, рН 6,3) или ге-
моглобин (фосфатный буфер), непосредст-
венно перед измерением интенсивности 
хемилюминесценции вводили люминол и в 
темноте практически одновременно — 
NaNO2 и H2O2. При изучении люминол-
зависимой Н2О2-индуцированной хемилю-
минесценции суспензий эритроцитов кон-
центрированные суспензии эритроцитов 
(гематокрит — 20–40%) подвергали дейст-
вию системы «NaNО2+H2O2» в течение 5 мин 
(фосфатный буфер, рН 6,3), после чего 
суспензии трехкратно отмывали буферным 
раствором (рН 7,4) и измеряли интенсивность 
их люминол-зависимой Н2О2-индуцированной 
хемилюминесценции (буфер Эрла, рН 7.4). 
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Концентрацию форм гемоглобина в гемо-
лизатах определяли спектрофотометрически с 
помощью спектрофотометра СФ-18 (Россия). 

Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили по стандартным мето-
дикам программы Excel (n=38, =0.05).  
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Рис. 1. Кинетические кривые интенсивности (I) люминол-зависимой хемилюминес-

ценции суспензии эритроцитов (1) и водного раствора гемоглобина (2 и 3) при действии 
системы «NaNO2+H2O2». Суспензии эритроцитов содержали: 2,5 мM NaNO2, 2,5мМ H2O2 
и 25 мкМ люминола, буфер Эрла, рН 6,3. Водные растворы гемоглобина содержали: 36 мкМ 
гемоглобина, 5мМ NaNO2, 5мМ H2O2 и 12,5 мкМ люминола, фосфатный буфер, рН 6,3 (2), 
рН 6,7 (3). Параметры хемилюминесценции описаны в разделе «Материалы и методы». 

 

 
Результаты и их обсуждение 
Реакции гемсодержащих белков с нит-

ритом и активными формами азота и ки-
слорода. Нитротирозин, нитротриптофан и 
окисленные тиольные группы белков явля-
ются хорошо известными маркерами окисли-
тельного стресса клеток и тканей организма 
человека и выявляются в повышенных коли-
чествах при редокс-ассоциированных заболе-
ваниях [8, 12]. Гемсодержащие белки, такие 
как миоглобин, гемоглобин и некоторые пе-
роксидазы могут катализировать образование 
нитротирозина и нитротриптофана также хо-
рошо, как и окислять тиольные группы бел-
ков в реакции с пероксинитритом или при 
превращении нитрита в нитрат с участием 
пероксида водорода [5, 10, 13]. Пероксинит-
рит является продуктом реакции монооксида 
азота с супероксиданион-радикалом, выраба-
тываемых при различных патологических 
процессах многими клетками одновременно 
[7], или реакции пероксида водорода с нитри-
том. В организме человека уровни пероксида 
водорода и нитритов повышаются при раз-
личных патологиях, в особенности, при со-
путствующем курении, терапии азотсодер-
жащими лекарствами, неблагоприятной эко-
логической обстановке. Мы изучили условия 
генерирования активных агентов, способных 
модифицировать структуру других молекул, 
в реакции гемоглобина с нитритом и перок-
сидом водорода с помощью хемилюминес-

центных методов. В качестве молекулы-
мишени действия активных агентов реакции 
был использован люминол. В реакциях лю-
минола с такими активными агентами, как 
пероксинитрит, супероксиданион-радикал, 
пероксид водорода, гидроксильный радикал, 
феррилгемоглобин и образуются возбужден-
ные интермедиаты, переход которых в ос-
новное состояние сопровождается высокоин-
тенсивным свечением [11]. 

Кривая хемилюминесценции раствора, 
содержащего гемоглобин, NaNO2, H2O2 и лю-
минол, характеризуется наличием лаг-периода 
и длительным высокоинтенсивным свечением 
(рис. 1, кривые 2 и 3). В основном свечение 
возникает благодаря производству перокси-
нитрита, диоксида азота и феррилгемоглобина 
в этой реакции [10]. Интенсивность и дли-
тельность свечения максимальны при значе-
ниях рН среды, ниже физиологических (pH 6,5– 
7,0) (рис. 2а и 2б). Полученные данные сходны 
с результатами работы Kilinc K. с соавторами 
[6], в которой анализировалось производство 
нитротирозина и потребление нитрита в реак-
ции миоглобина с системой «NaNО2+H2O2». 
Очевидно, что производство активных про-
дуктов в реакциях гемоглобина с системой 
«NaNО2+H2O2» уменьшается при увеличении 
значений рН среды вплоть до физиологиче-
ских значений: увеличивается лаг-период и 
уменьшаются интенсивность и длительность 
свечения (рис. 2а и 2б). 
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Рис. 2. a) рН-зависимость максимальной интенсивности (I2) второй стадии развития 

люминол-зависимой хемилюминесценции раствора гемоглобина при действии системы 
«NaNO2+H2O2»; б) рН-зависимость длительности лаг-периода (tlag, кривая 1) и времени 
достижения второго максимума интенсивности (tmax, кривая 2) люминол-зависимой хеми-
люминесценции раствора гемоглобина при действии системы «NaNO2+H2O2». 

Фосфатный буфер. 36 М HbO2, 5 мМ NaNO2, 5 мМ H2O2, 12.5М люминола. 
 
 
Взаимодействие эритроцитов с сис-

темой «NaNО2+H2O2». Производство ак-
тивных агентов эритроцитами при дейст-
вии на них системы «NaNО2+H2O2», оце-
ниваемое нами по параметрам люминол-
зависимой хемилюминесценции суспензий 
эритроцитов, зависит от начальной концен-
трации реагентов (рис. 3а и 3б). Анализ зави-
симостей параметров люминол-зависимой хе-
милюминесценции суспензии эритроцитов от 
начальной концентрации реагентов позво-
лил выявить три важных диапазона концен-
траций: до 250–500 мкМ, 500 мкМ-1 мМ, 
свыше 1 мМ (рис. 2а и 2б). Первый диапа-

зон концентраций реагентов характеризу-
ется низкоинтенсивной хемилюминесцен-
цией с заметно выраженным лаг-периодом. 
Во втором диапазоне длительность лаг-
периода уменьшается, а интенсивность све-
чения возрастает. Высокоинтенсивное свече-
ние характерно для третьего диапазона кон-
центраций. Параметры кинетической кривой 
люминол-зависимой хемилюминесценции сус-
пензии эритроцитов в этом диапазоне кон-
центраций близки к параметрам кинетиче-
ской кривой люминол-зависимой хемилюми-
несценции раствора гемоглобина при избыт-
ке NaNO2 и H2O2 (рис. 3, кривые 1–3). 

 
 

 
Рис. 3. а) Зависимость параметров люминол-зависимой хемилюминесценции суспен-

зии эритроцитов (I1 и I2) от концентрации реагентов системы «NaNO2+H2O2». Кривая 3 пред-
ставляет зависимость параметра I2 от концентрации Н2О2 при отсутствии в растворе NaNO2; 

б) Зависимость длительности лаг-периода (tlag), времени достижения второго макси-
мума (t2) интенсивности люминол-зависимой хемилюминесценции суспензии эритроцитов 
и параметра t=t2-tlag

 от концентрации реагентов системы «NaNO2+H2O2». 
Буфер Эрла содержал 25 мкМ люминола, рН 6,3. 
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Мы изучили также люминол-зависимую 
Н2О2-индуцированную хемилюминесцен-
цию эритроцитов, обработанных системой 
«NaNО2+H2O2». Люминол-зависимая Н2О2-
индуцированную хемилюминесценция кле-
ток отражает, в основном, редокс-статус 
клетки: уровень развития процессов пере-
кисного окисления липидов, активности 
антиокислительных ферментов (глутатион-
пероксидазы, каталазы и др.) и концентра-
ции низкомолекулярных антиоксидантов 
[1, 2]. Зависимость интенсивности хеми-

люминесценции от начальной концентра-
ции реагентов системы «NaNO2 и H2O2», 
действующих на эритроциты, характеризу-
ется наличием двух стадий: реагенты в 
концентрации до 500 мкМ — 1 мМ вызы-
вают низкоинтенсивное свечение, а в кон-
центрациях свыше 1 мМ — высокоинтен-
сивное свечение (рис. 4, кривые 1 и 2). По-
добного типа концентрационные зависимо-
сти характерны для окисления оксигемогло-
бина, глутатиона и изменения уровня АТФ в 
клетке при действии пероксинитрита [3, 9]. 
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Рис. 4. Зависимость максимальной интенсивности люминол-зависимой Н2О2-индуци-
рованной хемилюминесценции суспензии эритроцитов (I1) от концентрации реагентов сис-
темы «NaNO2+H2O2». Суспензии эритроцитов содержали: 12.5 M люминола и 25M 
H2O2 (1); 5 M люминола и 0,25 mM H2O2 (2). Буфер Эрла, pH 7,4. 

 
 
При низких концентрациях активные 

реагенты изучаемой системы взаимодейст-
вуют исключительно с ферментами и низ-
комолекулярными антиоксидантами сис-
темы антиокислительной защиты клетки: 
каталаза расщепляет Н2О2, глутатион реа-
гирует с Н2О2 и формами пероксинитрита, 
глюкоза реагирует с пероксинитритом [4], 
что и обусловливает наличие лаг-периода 
и низкоинтенсивное свечение в диапазоне 
концентраций реагентов до 500 мкМ. Реа-
генты в концентрациях свыше 500 мкМ 
вызывают широкомасштабное вступление 
в реакции с активными реагентами систе-
мы «NaNО2+H2O2» гемоглобина — основ-
ного белка эритроцитов. Это способствует 
лавинообразному увеличению количества 
активных продуктов взаимодействия эрит-
роцитов с системой «NaNО2+H2O2»: допол-
нительно образуются феррилгемоглобин, 
диоксид азота и пероксинитрит [10]. Это вы-
зывает не просто окислительный стресс, а 
окислительный взрыв в эритроцитах. 

Заключение 
Окислительный стресс клетки и гем-

содержащие белки. Как известно, окислитель-
ный стресс клеток сопровождается их ацидо-
зом. Уменьшение внутриклеточного рН до 6,5, 
экспериментально определяемое при окисли-
тельном стрессе для различных клеток, приво-
дит к включению сложного механизма поло-
жительной обратной связи. С одной стороны, 
уменьшение рН ниже 6,8 смещает равновесие 
форм пероксинитрита в сторону высокореак-
ционноспособной формы пероксинитрита — 
пероксиазотистой кислоты. В закислении цито-
золя могут играть важную роль и гемсодержа-
щие белки. Например, окисление гемоглобина 
способствует уменьшению значения внутри-
клеточного рН (эффект Бора). С другой сторо-
ны, согласно нашим данным и данным литера-
туры, уменьшение внутриклеточного рН акти-
вирует реакцию катализа гемсодержащим 
белком превращений кислородсодержащих 
соединений азота, продуктами которой явля-
ются высокоактивные агенты, главными из 
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которых являются феррил-форма гемсодер-
жащего белка и диоксид азота. В обоих случа-
ях создаются условия для дальнейшего лави-
нообразного развития окислительного стресса, 
что приводит к быстрой ликвидации клетки 
через некроз или иные механизмы удаления 
клеток с дефектами структур в организме. 
Действительно, в эритроцитах окислительный 
взрыв вызывает широкомасштабное перекис-
ное окисление липидов, образование сшивок 
липидных макромолекул, нарушение струк-
туры цитоскелета и увеличение жесткости 
мембраны клетки, что способствует быст-
рому разрушению эритроцитов в селезенке. 
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ВЗГЛЯД НА ОСОБЕННОСТИ МЕДИЦИНСКОГО ОБРАЗОВАНИЯ 

В СОВРЕМЕННЫХ УСЛОВИЯХ 
А.П. Шмаков, А.Э. Питкевич, А.А. Янушкевич, Н.Н. Зуев 
Витебский государственный медицинский университет 

В статье обсуждаются проблемы высшего медицинского образования в современных 
условиях. Дается оценка качеству подготовки выпускников и пути ее улучшения в кон-
тексте реформирования образовательной системы. 
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THE VISION OF FEATURES OF THE MEDICAL EDUCATION 
IN MODERN CONDITIONS 
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Vitebsk State Medical University  

Problems of higher medical education in modern condition are discussed in our article. We 
give thoughts about its improvement. 
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