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РАЗНОНАПРАВЛЕННОЕ ИЗМЕНЕНИЕ
КОБАЛЬТСВЯЗЫВАЮЩЕЙ СПОСОБНОСТИ

СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА
ПОД ДЕЙСТВИЕМ РАЗЛИЧНЫХ ОКИСЛИТЕЛЕЙ

В.Г. Зайцев, Е.А. Литус, А.В. Жданова

Было изучено влияние окислительной модификации бычьего сывороточного альбумина
(БСА) in vitro на его способность связывать ионы кобальта. Обнаружено, что различные окисли-
тели вызывают разнонаправленное изменение кобальтсвязывающей способности (КСС) БСА. Ре-
активы Фентона, продуцирующие гидроксильные радикалы, в зависимости от состава снижали
или не изменяли КСС БСА. Наоборот, обработка БСА физиологическим окислителем HOCl повы-
шает КСС этого белка. Обсуждаются возможные причины таких отличий в действии различных
окислителей.
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Различные окислители, в частности, ак-
тивные формы кислорода (АФК), играют важ-
ную роль в нормальном функционировании и
развитии патологических изменений в живых
организмах. Избыток АФК может вызывать
повреждение самых разнообразных биологи-
чески активных молекул. Одними из важней-
ших мишеней воздействия АФК являются
белки. В связи с разнообразным химическим
строением, особенностями структурной орга-
низации белков процесс их окислительной мо-
дификации носит сложный и специфический
характер [1]. Очевидно, что структурные из-
менения белковой молекулы приводят – в той
или иной степени – к изменению ее функцио-
нальной активности. Однако взаимосвязь меж-
ду количеством модифицированных участков
молекулы белка и степенью потери функцио-
нальной активности не является прямо про-
порциональной. Кроме того, следует учиты-
вать, что различные виды химической моди-
фикации аминокислотных остатков в полипеп-

тидах могут оказывать неодинаковое воздей-
ствие на нативную конформацию и функцио-
нальную активность белков.

Целью нашей работы было изучить,
как изменяется способность транспортного
белка БСА связывать ионы кобальта после
окислительной модификации in vitro.

Методы исследования. Функциональ-
ную активность БСА как транспортного бел-
ка определяли по его способности связывать
ионы кобальта (Co2+). Для определения КСС
использовали колориметрический метод,
предложенный D. Barr-Or с соавторами, для
определения ишемически-модифицированно-
го альбумина [4; 9] с некоторыми нашими мо-
дификациями [2]. Метод основан на том, что
БСА при инкубации in vitro связывает опре-
деленное количество ионов кобальта. Концен-
трацию оставшихся несвязанными ионов Со2+

затем устанавливали по образованию окра-
шенного комплекса с дитиотрейтолом (ДТТ)
[8]. Для определения КСС 60 мкл 2,5 мМ
СоSO4 смешивали с 600 мкл 0,85–0,90 % NaCl,
затем добавляли 200 мкл исследуемого ра-
створа БСА. После пятиминутной инкубации
при комнатной температуре добавляли 250 мкл
реактива, содержащего 7 мМ ДТТ, 25 мМ
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HEPES/KOH, рН 7,4, и 0,85 % NaCl. Строго
через 2 мин измеряли оптическую плотность
на длине волны 495 нм против холостой про-
бы, содержащей дистиллированную воду вме-
сто раствора белка и раствора соли кобальта.
В качестве калибратора использовали раство-
ры СоSO4 с различной концентрацией. КСС
выражали в ммоль связанного Со2+/г белка.
Аналитическая вариабельность, рассчитанная
как коэффициент вариации, не превышала 3 %.
Протокол может быть также использован для
анализа биологических жидкостей, в этом слу-
чае вместо раствора БСА добавляют сыво-
ротку или гепаринизированную плазму крови
человека или животных.

Окислительную модификацию альбумина
гипохлорной кислотой HOCl (в форме гипохло-
рита натрия), определение содержания в натив-
ном и модифицированном БСА содержания кар-
бонильных групп с 2,4-динитрофенилгидразином
и хлораминовых групп с 5-тио-2-нитробензойной
кислотой проводили так, как описано в статье
C.L. Hawkins, M.J. Davies [6]. Содержание SH-
групп определяли модифицированным методом
Элмана [3]. Окисление сывороточного альбу-
мина гидроксильным радикалом проводили с по-
мощью системы Фентона, содержащей соль пе-
реходного металла (Fe2+ или Cu2+), Na4-соль эти-
лендиаминотетрауксусной кислоты (ЭДТА) и пе-
роксид водорода (H2O2). В качестве источни-
ков ионов железа использовали сульфат
железа (II) или соль Мора, ионов меди – суль-
фат или ацетат меди (II). Все результаты после
статистической обработки представлены в виде
медианы с указанием ее 95%-го доверительно-
го интервала (95 % ДИ).

Результаты и обсуждение. Поскольку
известно, что различные окислители могут мо-
дифицировать разные аминокислотные остатки
в белках, мы изучили влияние двух видов физи-
ологических окислителей. Одним из них был
HOCl, образующийся в организме при актива-
ции фагоцитирующих клеток, и гидроксильный
радикал, синтезирующийся, в частности, в ре-
акции Фентона. Реагент Фентона, использован-
ный нами, содержал соли двухвалентной меди
или железа и H2O2, а также ЭДТА, способную
усиливать продукцию гидроксильного радика-
ла. Наши результаты показали, что природа окис-
лителя существенным образом влияет на функ-
циональную активность БСА (рис. 1).

Рис. 1. КСС БСА после обработки гипохлоритом
(HOCl, 3,62 мМ) и реагентом Фентона

на основе солей меди (CuSO4) и на основе солей
Fe2+ [(NH4)2Fe(SO4)2]. Результаты представлены

в процентах по отношению к КСС
нативного БСА, принятой за 100 %. Результаты

на данном и последующих рисунках представлены
в виде медианы с указанием 95 % ДИ

Обработка БСА реагентом Фентона на
основе сульфата меди статистически значимо
(p < 0,05, критерий Манна – Уитни) снижала его
КСС, что согласуется с опубликованными ра-
нее данными [10]. Сюрпризом оказалось то, что
замена соли меди на соль железа (II) приводи-
ла к исчезновению достоверных эффектов на
КСС БСА. Особенно интересно, что при этом
реактив Фентона на основе солей железа не-
сколько стимулировал накопление продуктов
перекисного окисления белков – карбонильных
групп – в БСА, в то время как реактив Фентона
на основе солей меди таких свойств не прояв-
лял (см. рис. 2, а). Все варианты реактива Фен-
тона вызывали некоторое снижение содержания
SH-групп в молекуле БСА (см. рис. 3, а), по-
видимому, за счет их окисления.

В отличие от реактива Фентона, HOCl
вызывал в молекуле альбумина выраженное на-
копление карбонильных групп (см. рис. 2, б) и
почти полное исчезновение SH-групп (см.
рис. 3, б). Следовательно, под действием HOCl
наблюдается более сильная окислительная мо-
дификация молекулы БСА. Однако это приво-
дит не к снижению, а, наоборот, к повышению
КСС БСА (см. рис. 1). Факт повышения КСС
БСА после окисления HOCl не описан ранее в
литературе и на первый взгляд может показать-
ся мало объяснимым. Однако известно, что ос-
новной мишенью HOCl в белках является
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-NH2-группа лизина [7]. При этом происходит
образование хлораминовых групп [8] и исчез-
новение положительного заряда у остатка ли-
зина. В свое время было установлено, что об-
работка сывороточного альбумина рядом син-
тетических соединений, специфически взаимо-
действующих с -NH2-группой лизина, приво-
дит к повышению КСС [5]. В нашем исследо-
вании мы показали, что обработка БСА HOCl
вызывает концентрационно-зависимое накопле-
ние хлораминовых групп (рис. 4). Это позволя-
ет полагать, что блокирование -NH2-групп ли-
зина под действием HOCl и изменение общего
заряда белка в ходе окисления вызывает та-
кие конформационные изменения в молекуле
БСА, которые усиливают его способность свя-
зывать ионы кобальта.

Рис. 4. Содержание хлораминовых групп в БСА
после обработки гипохлорной кислотой

в различных концентрациях.
В нативном БСА хлораминовые группы

отсутствовали

а) б)
Рис. 2. Содержание карбонильных групп в БСА до и после обработки реактивами Фентона

на основе различных солей меди и железа (а) и различными концентрациями гипохлорита (б)

а) б)
Рис. 3. Содержание SH-групп в БСА до и после обработки реактивами Фентона

на основе различных солей меди и железа (а) и различными концентрациями гипохлорита (б)
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Таким образом, мы показали, что эффек-
ты различных окислителей могут быть раз-
нонаправлены. Их влияние на КСС БСА раз-
лично, что, вероятно, связано с отличающи-
мися механизмами действия конкретных
окислителей и с различиями в их основных
мишенях.
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DIFFERENT CHANGES
OF THE SERUM ALBUMIN COBALT-BINDING CAPACITY

INDUCED BY VARIOUS OXIDANTS

V.G. Zaitsev, E.A. Litus, A.V. Zhdanova

Impact of in vitro oxidative modification of the bovine serum albumin (BSA) on its cobalt-
binding capacity (CoBC) was studied. We found various oxidants differently changed CoBC of BSA.
The Fenton’s reagents producing hydroxyl radical decreased or not alter CoBC of BSA depending on
composition of ones. In contrast, treatment of BSA by hypochlorous acid, a physiological oxidant,
elevated CoBC of this protein. Probable causes of different effects produced by various oxidants is
discussed.

Key words: serum albumin, proteins, oxidative modification, Fenton’s reagent, hydroxyl radical,
hypochlorous acid, cobalt.


