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Как известно, ряд веществ различной структуры, в том числе и ме-

таллы, могут вызывать генерацию активных форм кислорода (АФК) в 

клетках, в том числе и в эритроцитах. При этом в организме человека по-

стоянно функционирует система антиоксидантной защиты, которая ком-

пенсирует активность процессов радикалообразования и поддерживает 

изначально низкий уровень АФК. При патологических состояниях или 

действии на клетки различных агентов (металлы, избыток кислорода и 

др.) возникает дисбаланс между активностью ферментов 

антиоксидантной защиты и генерацией АФК, что может привести к 

развитию окислительного стресса. На эритроцитах крыс было показано, 

что in vitro воздействие Aβ-амилоида приводит к снижению активности 

ферментов антиоксидантной системы [1]. С другой стороны, известно, 

что ионы свинца могут индуцировать образование АФК в эритроцитах 

путем взаимодействия с оксигемоглобином и последующим перекисным 

окислением мембран; свинец способен изменять активность ферментов 

антиоксидантной защиты, а также концентрацию в клетках низкомоле-

кулярных антиоксидантов [2]. 

С целью выявления эффектов сочетанного воздействия амилоидных 

структур и ионов токсичных металлов на эритроциты в данной работе 

изучено образование АФК в суспензии эритроцитов человека при воз-

действии на них зрелых фибрилл лизоцима в сочетании с ацетатом свин-

ца в концентрации 7,5 мкМ. Для моделирования развития окислительно-

го стресса в эритроцитах была использована третбутилгидроперекись 

(TBH). 
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Материалы и методы. В работе использована кровь здоровых доно-

ров в гепарине, полученная из ГУ «Республиканский научно-

практический центр трансфузиологии и медицинских биотехнологий».  

Амилоидные структуры были получены по методу [3] из растворен-

ного в 10 мМ НCl (рН 2,0) лизоцима куриного яйца (Fluka) и выдержан-

ного при 65 ºС в течение 7 суток при постоянном перемешивании. Для 

определения уровня внутриклеточного образования АФК нами был ис-

пользован флуоресцентный зонд 5-(6)-хлорметил-2‘,7‘-

дихлордигидрофлуоресцеин диацетат (CM-H2DCFDA) [4]. Флуоресцент-

ные измерения проведены на спектрофлуоримтре СМ2203 («СОЛАР») 
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Рисунок 1 – Кинетика интенсивности флуоресценции CM-H2DCFDA в 

эритроцитах в зависимости от воздействия на клетки различных  

факторов: А: 1 – эритроциты в PBS-буфере (контроль) и при добавлении 

в среду инкубации: 2 – амилоидных фибрилл на основе лизоцима; 

3 – 7,5 мкМ Pb(CH3COO)2; 4 – амилоидных фибриллы на основе лизоци-

ма + 7,5 мкМ Pb(CH3COO)2; Б: 1 – эритроциты в PBS-буфере (контроль) 

и при добавлении в среду инкубации: 2 – амилоидных фибрилл на основе 

лизоцима + 1 мМ ТВН; 3 – 7,5 мкМ Pb(CH3COO)2 + 1 мМ; 4 – амилоид-

ных фибрилл на основе лизоцима + 7,5 мкМ Pb(CH3COO)2 + 1 мМ ТВН. 

 

Результаты. Известно, что CM-H2DCFDA не флуоресцирует в неиз-

менном виде. Этот зонд свободно проникает через клеточную мембрану 
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и остается во внутриклеточном пространстве, где окисляется эстеразами 

до флуоресцентной формы (DCF).  

Нами установлено, что воздействие амилоидных структур из лизо-

цима на эритроциты in vitro, а также их сочетание с ионами свинца не 

оказывает существенного влияния на параметры флуоресценции DCF в 

эритроцитах человека по сравнению с контрольными клетками (рисунок 

1 А, кривые 2 и 4). При выдерживании эритроцитов в среде, содержащей 

только ионы свинца (7,5 мкМ), в течение 20 мин наблюдали значитель-

ное увеличение интенсивности флуоресценции используемого зонда по 

сравнению с контрольными клетками, а также с клетками, подвержен-

ными воздействию амилоидов и сочетанному воздействию амилоидов и 

ионов свинца.  

Из рисунка 1 Б видно, что добавление 1 мМ TBH приводит к возрас-

танию интенсивности флуоресценции DCF в контрольных клетках, что 

демонстрирует нарастание окислительных процессов в эритроцитах 

(кривая 1). После стимуляции клеток 1 мМ TBH показано сокращение 

времени выхода на максимум кинетических кривых интенсивности флу-

оресценции DCF при воздействии на клетки амилоидных фибрилл и аце-

тата свинца. Особенно ярко это было выражено на суспензии эритроци-

тов, подвергшихся воздействию 7,5 мкМ ацетата свинца (рисунок 1 Б, 

кривая 4). 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что в эритроцитах 

человека, подвергшихся воздействию амилоидных фибрилл из лизоцима, 

а также сочетанному воздействию ионов свинца и амилоидов, значи-

тельных изменений уровня свободнорадикальных соединений по сравне-

нию с контролем не происходит. Обнаружено, что воздействие на эрит-

роциты человека in vitro 7,5 мкМ ацетата свинца стимулирует образова-

ние АФК. При этом совместное воздействие ионов свинца и амилоидных 

структур на эритроциты, подвергшиеся окислительному стрессу (инку-

бация с трет-бутилгидроперекисью), повышает уровень свободноради-

кальных процессов в клетках. 
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Ранее нами было показано, что катионный трансферрин экзокрин-

ных секретов и гранул нейтрофилов, лактоферрин (ЛФ), формирует спе-

цифический комплекс с медь-содержащим белком плазмы крови, це-

рулоплазмином (ЦП), in vivo и in vitro [1]. Для многих белков молока, 

например альфа-лактальбумина, показано формирование комплексов с 

олеиновой кислотой (HAMLET) с выраженной активностью против ра-

ковых клеток [2]. Недавно цитотоксический комплекс с олеиновой кис-

лотой был описан и для ЛФ из молока коров [3]. Целью нашей работы 

было сравнение возможности и специфичности образования in vitro и in 

vivo многокомпонентных комплексов, включающих ЛФ (человека и ко-

ровы), ЦП и олеиновую кислоту, а также функциональные последствия 

такого взаимодействия. 

В течение 1-5 часов после внутрибрюшинной инъекции крысам ЛФ 

человека либо ЛФ коровы (100 мг/кг) мы обнаружили увеличение кон-

центрации неэстерифицированных жирных кислот в 1,5-4,2 раза, а также 

образование гетерологичных комплексов ЦП крыс с ЛФ по данным Ве-

стерн-блоттинга и специфической окраски активности ЦП  

о-дианизидином. В комплексе ЦП-ЛФ, выделенном из сыворотки крыс, 

была обнаружена олеиновая кислота, что подтверждает наше предполо-

жение о возможности образования комплекса между ними in vivo. 
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