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Целью работы служило изучение электрофоретической подвижности эритроцитов при действии 
экзогенных активных форм кислорода и оксида азота на образцы крови и организм здоровых крыс. 
Первый этап эксперимента (in vitro) выполнен на образцах крови 15 здоровых доноров. Каждый 
образец был разделен на 5 равных порций по 5 мл, первая из которых являлась контрольной (в ней 
не проводили никаких манипуляций), остальные барботировали различными газовыми смесями 
(озоно-кислородной смесью с концентрацией озона 60 мг/л; синглетно-кислородной воздушной 
смесью; NO-содержащей газовой смесью с концентрацией оксида азота 20 и 100 ppm). Второй этап 
эксперимента (in vivo) выполнен на 40 половозрелых крысах-самцах популяции линий Wistar, раз-
деленных на 7 групп. Первая группа животных (n=10) являлась контрольной. Животные второй 
группы (n=5) на протяжении 10 дней получали ежедневные ингаляции озоно-кислородной смеси. 
Крысам третьей и четвертой групп (n=5 в каждой) в течение 10 дней осуществляли ежедневные ин-
галяции синглетно-кислородной газовой смеси (50 и 100% мощности генератора), а пятой-седьмой 
групп (n=5 в каждой) — NO (концентрация соединения — 20, 50 и 100 ppm соответственно). На 
основании проведенных исследований обнаружен единый характер реагирования биосистем на не-
посредственное (при обработке крови) и опосредованное (в форме ингаляций) воздействие данных 
соединений в изучаемых условиях. Так, озоно-кислородная смесь и высокие концентрации оксида 
азота (100 ppm) обеспечивают снижение электрофоретической подвижности эритроцитов. Напро-
тив, более низкие дозы NO (20 ppm) и синглетный кислород оказывают стабилизирующее влия-
ние на состояние мембран красных клеток крови, повышая антиоксидантный потенциал биосреды. 
Подобный эффект указанных факторов способствует стимуляции электрокинетических свойств 
эритроцитов в эксперименте in vivo (при курсовых ингаляциях).
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This study was aimed at estimating the erythrocyte electrophoretic mobility by investigating the effect of 
exogenous reactive oxygen species and nitric oxide on the blood specimens and organism of healthy rats. 
In the first (in vitro) experimental stage, blood specimens taken from 15 healthy people were analyzed. 
Each specimen was divided into 5 portions (5 ml.). One portion was used a as control (without any manip-
ulations), with the rest being treated with different gas mixtures, including an ozone-oxygen mixture with 
the ozone dose of 60 mg/l; singlet oxygen and an NO-containing gas mixture with 20 and 100 ppm of NO. 
The second (in vivo) experimental stage was performed on 40 male Wistar rats divided into 7 groups. The 
first group (n=10) was considered to be a control group. Animals in the second group (n=5) were given 
daily inhalations with the ozone-oxygen mixture. Rats in the third and fourth groups (n=5 in each) received 
inhalations with singlet oxygen (under the power of the generator of 50 and 100%, respectively). Animals 
in the fifth, sixth and eleventh groups (n=5 in each) were given daily inhalations with nitric oxide (under the 
NO concentration of 20, 50 and 100 ppm, respectively). Our study has demonstrated the biosystems under 
study to exhibit identical response patterns both to direct (blood treatment) and indirect (inhalations) action 
of the investigated substances. Thus, the ozone-oxygen mixture and high doses of nitric oxide (100 ppm) 
are shown to result in a decrease in the electrophoretic mobility of erythrocytes. Alternatively, both low NO 
doses (20 ppm) and singlet oxygen stabilize erythrocyte membranes by elevating the antioxidant potential 
of the biofluid. These effects contribute to the activation of erythrocyte electrokinetic properties in vivo 
experiments (after a course of inhalations).
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Введение
Биорадикалы, преимущественно пред-

ставленные в живых системах активными 
формами кислорода (АФК) и оксидом азота 
[3, 8, 13], в настоящее время рассматрива-
ются в качестве универсальных низкомо-
лекулярных биорегуляторов, оказывающих 
влияние на широкий спектр физиологиче-
ских и патологических процессов [4, 8, 24]. 
Их регуляторное значение прослеживается 
в отношении большинства метаболических 
путей, реализующихся на клеточно-ткане-
вом уровне [1, 3, 8, 13, 15]. Учитывая не-
линейность биологического ответа живых 
систем на действие экзогенных и эндоген-
ных биорадикалов, доза последних может 
рассматриваться в качестве фактора, лими-
тирующего их эффект [10, 17, 23].

С другой стороны, исследования в области 
свободнорадикальной медицины преимуще-
ственно ориентированы на изучение особен-
ностей модулирующего действия эндоген-
ных биорадикалов на различные параметры 
биосистем [4, 8], тогда как характер влияния 
экзогенных соединений с радикальными 
свойствами до сих пор не раскрыт достаточ-
но полноценно [12, 24]. В частности, на фоне 
наличия данных об особенностях протека-
ния окислительных процессов в мембранах 
эритроцитов под влиянием АФК и моноок-
сида азота не уточнен характер воздействия 
биорадикалов на электрокинетические свой-
ства эритроцитов, зависящие от состояния 
мембран последних [17, 23]. Ранее публи-
кациями нашего коллектива и работами др. 
авторов было показано, что электрофорети-
ческая подвижность эритроцитов (ЭФПЭ), 
являющаяся их количественным критерием, 
может рассматриваться как неспецифиче-
ский индикатор состояния эритрона и его 
реакции на изменения гомеостаза и внеш-
ние воздействия на организм [5, 20]. В то 
же время подобные сведения имеются лишь 
в отношении озона, причем они приводят-
ся только в единичных источниках [17]. На 
основании этого целью работы служило 

изучение электрофоретической подвижно-
сти эритроцитов при действии экзогенных 
активных форм кислорода и оксида азота на 
образцы крови и организм здоровых крыс.

Материалы и методы 
Проведенное исследование имело двух-

этапный дизайн, причем на первом этапе 
изучали непосредственное влияние актив-
ных форм кислорода и оксида азота на кровь, 
а на втором — характер опосредованного 
эффекта указанных факторов на организм 
животного при ингаляционном применении.

Первый этап эксперимента (in vitro) вы-
полнен на образцах крови 15 здоровых до-
норов. Каждый образец был разделен на 
5 равных порций по 5 мл, первая из кото-
рых являлась контрольной (в ней не про-
водили никаких манипуляций), остальные 
барботировали различными газовыми сме-
сями (единые параметры обработки для 
всех воздействий: объем газовой смеси — 
100 мл, продолжительность барботирова-
ния — 3 мин [13]). Вторую порцию крови 
обрабатывали озоно-кислородной смесью 
(концентрация озона — 60 мг/л), тре-
тью — синглетно-кислородной воздушной 
смесью (примененная мощность генера-
тора — 100%), а четвертую и пятую — 
NO-содержащей газовой смесью (кон-
центрация оксида азота — 20 и 100 ppm 
соответственно). Барботаж производили 
путем медленного пропускания указан-
ных газов через весь объем биологической 
жидкости, находящейся в стандартной 
стеклянной пробирке (выходное отвер-
стие — выпускник газа — находилось на 
дне пробирки). Продолжительность экспо-
зиции после обработки — 5 мин.

Второй этап эксперимента (in vivo) вы-
полнен на 40 половозрелых крысах-самцах 
популяции линий Wistar, разделенных на 
7 групп. Первая группа животных (n=10) 
являлась контрольной, с ними не проводили 
никаких манипуляций, кроме однократного 
получения крови. Животные второй группы 
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(n=5) на протяжении 10 дней получали еже-
дневные ингаляции озоно-кислородной сме-
си. Крысам третьей и четвертой групп (n=5 
в каждой) в течение 10 дней осуществляли 
ежедневные ингаляции синглетно-кисло-
родной газовой смеси (50 и 100% мощно-
сти генератора), а пятой–седьмой групп 
(n=5 в каждой) — оксида азота (концентра-
ция соединения в газовом потоке — 20, 50 
и 100 ppm для указанных групп соответ-
ственно). Продолжительность воздействия 
составляла 10 мин, скорость потока газовой 
смеси — 2 л/мин. Синтез NO-содержащей 
воздушной смеси осуществляли с помощью 
экспериментального генератора, разрабо-
танного в РФЯЦ-ВНИИЭФ (г. Саров, Рос-
сия) [7]. Воздушный поток, содержащий 
синглетный кислород, получали с примене-
нием аппарата Airnergy (Германия). Для 
проведения ингаляций крыс (по одной) по-
мещали в эксикатор, через который осуще-
ствляли продувание газового потока.

По завершении полного курса воздей-
ствий у животных всех основных групп 
получали образцы крови. Из них выделя-
ли эритроциты трехкратным отмыванием 
0,85% р-ром хлористого натрия с после-
дующим центрифугированием в течение 
10 мин при 1500 об./мин. Измерение ЭФПЭ 
проводили методом микроэлектрофореза 
в собственной модификации [5, 9, 17]. 
Суспензию эритроцитов (0,1%) помещали 
в 10 мМ трис-НСl буфер (рН 7,4) и фик-
сировали перемещение клеток при силе 
тока 8 мА. Величину ЭФПЭ определяли по 
формуле: U= S/TH, где S — расстояние, на 
которое перемещались клетки, Т — время 
перемещения клеток на расстояние S, Н — 
градиент потенциала.

Это исследование проводилось в соот-
ветствии с принципами Базельской декла-
рации и рекомендациями локального этиче-
ского комитета Университетской клиники 
ФГБОУ ВО «ПИМУ» Минздрава России.

Полученные данные были обработа-
ны статистически в программном пакете 

Statistica 6.0. Нормальность распределения 
значений параметров оценивали с использо-
ванием критерия Шапиро — Уилка. С уче-
том характера распределения признака для 
оценки статистической значимости различий 
применяли Н-критерий Краскела — Уоллеса.

Результаты исследования
В рамках первого этапа эксперимента, 

выполненного на образцах крови челове-
ка, установлено, что изучаемые экзоген-
ные биорадикалы оказывают неодинаковое 
влияние на ЭФПЭ крови человека. Так, обе 
изучаемые АФК (озон и синглетный кисло-
род) изменяют данный показатель, однако 
эти сдвиги разнонаправленны (рис. 1).

В частности, барботирование крови озо-
но-кислородной смесью с концентрацией 
озона 500 мкг/л, что соответствует низ-
ким терапевтическим дозам [14], иници-
ирует существенное снижение значения 
параметра (на 22%; p<0,05 по сравнению 
с контрольным образцом), тогда как обра-
ботка биологической жидкости синглет-
но-кислородной газовой смесью вызывает 
умеренное повышение уровня ЭФПЭ (на 
13% относительно контроля; p<0,05). Это 
обусловлено тем обстоятельством, что даже 
небольшие количества озона, введенные 
в биосреду, обеспечивают стимуляцию про-
цессов липопероксидации [12, 14], приводя 
к структурным перестройкам мембраны 
эритроцитов и, следовательно, изменению 
их электрокинетических характеристик.

Напротив, показанное нами ранее в экс-
периментах in vitro [13] и in vivo [10] ан-
тиоксидантное действие синглетного 
кислорода способствует стабилизации 
эритроцитарных мембран и повышению их 
устойчивости, что, в свою очередь, способ-
ствует увеличению подвижности клеток 
крови в электрическом поле.

Оценка влияния различных концентра-
ций оксида азота на электрокинетические 
свойства эритроцитов позволила устано-
вить, что данное воздействие вызывает 
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дозозависимое снижение уровня ЭФПЭ 
(рис. 2). При этом, если при обработке кро-
ви относительно небольшим количеством 
NO (концентрация в газовой смеси — 
20 ppm) эти сдвиги обнаруживаются лишь 
на уровне тенденции (p<0,1 по сравнению 
с контрольным образцом), то при барбота-
же биологической жидкости более высокой 
концентрацией оксида азота (100 ppm) вы-

явлено снижение изучаемого параметра на 
23% по отношению к контролю (p<0,05). 
По нашему мнению, подобный характер 
ответа биосистемы на введение NO связан 
с тем, что небольшие количества послед-
него, утилизируясь в процессе реализации 
его биорегуляторной активности [2, 19, 
24] и частично трансформируясь в депо-
нирующие соединения (S-нитрозотиоды, 
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Рис. 1. Электрофоретическая подвижность эритроцитов (мкм×см×В-1×с-1) при действии активных форм кис-
лорода (* — статистическая значимость различий по сравнению с контролем p<0,05).
Fig. 1. Electrophoretic mobility of erythrocytes (μm×cm×B-1×s-1) under the action of reactive oxygen species (* is the 
statistical significance of differences compared to the control p<0.05).

Рис. 2. Электрофоретическая подвижность эритроцитов (мкм×см×В-1×с-1) при действии оксида азота в раз-
личной концентрации (* — статистическая значимость различий по сравнению с контролем p<0,05).
Fig. 2. Electrophoretic mobility of erythrocytes (μm×cm×B-1×s-1) under the action of nitric oxide in various concentra-
tions (* is the statistical significance of differences compared to the control p<0.05).
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динитрозильные комплексы железа с высо-
ко- и низкомолекулярными лигандами [21, 
22, 24]), не включаются в свободноради-
кальные процессы, протекающие в плазме 
и клетках крови.

С другой стороны, обработка биожид-
кости более высокой концентрацией NO 
обеспечивает условия для формирования 
его неутилизированного избытка, кото-
рый способен трансформироваться в вы-
сокореактивные химические соединения, 
в частности пероксинитрит [23]. Обладая 
крайне высоким окислительным потенциа-
лом, он может атаковать мембраны клеток 
крови, в том числе эритроцитов, потенци-
руя интенсивность свободнорадикальных 
процессов в них. Это, в свою очередь, при-
водит к изменению структуры эритроци-
тарных мембран и, как следствие, к сдви-
гам ЭФПЭ.

На втором этапе исследования изучали 
особенности модификации электрокине-
тических свойств мембран эритроцитов 
крыс при системном воздействии активных 
форм кислорода и оксида азота. Было уста-
новлено, что, как и в отношении непосред-
ственной обработки крови источниками 

радикалов, характер формируемых сдвигов 
ЭФПЭ определяется количеством и хими-
ческим составом воздействующих соедине-
ний. Так, при проведении ингаляций АФК 
выявлено, что озоно-кислородная смесь 
и синглетный кислород разнонаправлен-
но трансформируют изучаемый параметр 
(рис. 3). При этом проведение курса инга-
ляций озона способствует значительному 
снижению ЭФПЭ (на 30% относительно 
контрольной группы; p<0,01), что согла-
суется с результатами эксперимента in vitro. 
Напротив, проведение ингаляций синглет-
ного кислорода обеспечивает стимуляцию 
подвижности эритроцитов, причем исполь-
зование полной мощности (100%) генера-
тора данной активной формы кислорода 
приводило к достаточно существенному 
смещению уровня параметра (+13%; p<0,05 
по сравнению с интактными животными), 
тогда как при использовании 50% режима 
наблюдали сохранение физиологического 
уровня электрокинетической подвижности 
эритроцитов.

Также интересная динамика ответа 
была зафиксирована в отношении курсо-
вых ингаляций различных концентраций 

Рис. 3. Электрокинетические свойства эритроцитов крыс (мкм×см×В-1×с-1) при проведении ингаляций актив-
ных форм кислорода (СК — ингаляции синглетно-кислородной смеси; «*» — статистическая значимость раз-
личий по сравнению с контролем p<0,05).
Fig. 3. Electrokinetic properties of rat erythrocytes (μm×cm×B-1×s-1) during a course of inhalations with reactive oxygen 
species (СК — singlet oxygen inhalations; * is the statistical significance of differences compared to the control p<0.05 ).
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NO (рис. 4). В частности, минимальная из 
примененных концентраций (20 ppm) обес-
печивает нарастание значения показателя 
устойчивости мембран эритроцитов и их 
электрокинетической мобильности. В то же 
время применение газовой смеси с более 
высокими концентрациями (50 и 100 ppm) 
дозозависимо снижало ЭФПЭ (на 15 и 31% 
относительно интактных животных соот-
ветственно; p<0,05 для обоих случаев). Это 
свидетельствует о двухфазности реакции 
мембран изучаемых клеток крови на кур-
совое ингаляционное применение данного 
оксида азота.

Обсуждение результатов
В настоящее время убедительно пока-

зана биорегуляторная роль малых моле-
кул-радикалов [4, 8, 18], к числу которых 
относятся активные формы кислорода и 
монооксид азота [3, 6, 10, 15, 16]. С дру-
гой стороны, этот постулат касается пре-
имущественно эндогенно генерируемых 
соединений [4, 15, 19], тогда как в отно-
шении экзогенного их введения подоб-
ные сведения немногочисленны [1, 2, 21, 
24]. В наших предшествующих работах 
было экспериментально показано, что эк-

зогенные источники кислород- и нитросо-
держащих радикалов способны изменять 
ряд метаболических параметров крови, 
включая индикаторы состояния окисли-
тельного и энергетического обмена, эрит-
роцитарных ферментных систем детокси-
кации, как в условиях in vitro (на образцах 
крови) [5, 13], так и in vivo (у здоровых 
крыс популяции линий Wistar при ингаля-
ционном и внутрибрюшинном введении) 
[11]. При этом продемонстрирован диф-
ференцированный и дозозависимый ха-
рактер ответа на воздействие данных фи-
зико-химических факторов. В частности,  
в этих исследованиях установлено модули-
рующее действие АФК и оксида азота на 
состояние мембран эритроцитов. Данный 
эффект был проиллюстрирован на примере 
динамики перекисной резистентности, ха-
рактеризующей интенсивность процессов 
липопероксидации в эритроцитарных мем-
бранах [11, 13].

Учитывая то обстоятельство, что ЭФПЭ 
в последние десятилетия рассматривается 
как интегральный параметр, позволяющий 
оценивать целостность и функциональные 
свойства мембран изучаемых клеток крови 
[10, 17, 23], представляло интерес уточнить 

Рис. 4. Электрокинетические свойства эритроцитов крыс (мкм×см×В-1×с-1) при проведении ингаляций оксида 
азота (* — статистическая значимость различий по сравнению с контролем p<0,05).
Fig. 4. Electrokinetic properties of rat erythrocytes (μm×cm×B-1×s-1) during a course of inhalations with nitric oxide  
(* is the statistical significance of differences compared to the control p<0.05).



БИОМЕДИЦИНА | BIOMEDICINE | 2019 | Toм 15 | № 1 | 102–112 109

А. К. Мартусевич, А. А. Мартусевич, А. В. Дерюгина, С. П. Перетягин
«Электрофоретическая оценка состояния мембран эритроцитов  

при действии активных форм кислорода и оксида азота»

особенности сдвигов данного показателя  
в условиях влияния эндогенных источни-
ков радикалов и сопоставить его реализа-
цию при непосредственной обработке кро-
ви и при системном применении фактора  
(в форме курса ингаляций).

Установлено, что среди изученных аген-
тов наиболее неблагоприятным воздействи-
ем обладают ингаляции сухой озоно-кис-
лородной смеси и высокие концентрации 
оксида азота (100 ppm), которые существен-
но понижают электрокинетические свойства 
эритроцитов, что может быть обусловлено 
стимуляцией процессов липопероксидации 
в мембранах эритроцитов под влиянием 
данных источников радикалов. Напротив, 
синглетный кислород, для которого ранее 
нами показано выраженное антиоксидант-
ное действие на биосистемы [10, 13, 22], 
способствует упрочнению липидного кар-
каса мембран, ингибируя процессы пере-
кисного окисления липидов в последних. 
Аналогичный эффект прослеживается 
и в отношении низкой концентрации окси-
да азота (20 ppm), повышая мобильность 
рассматриваемых клеток крови в электриче-
ском поле. Эти сдвиги ЭФПЭ, характерные 
для курсовых ингаляций синглетного кисло-
рода и NO в концентрации 20 ppm, тракту-
ются нами как благоприятные, проадаптив-
ные. Приведенные результаты полностью 
подтверждают ранее продемонстрированное 
положительное действие указанных факто-
ров на метаболические параметры крови, 
в частности, на состояние окислительного 

и энергетического обмена, ферментных си-
стем детоксикации и др. [10–13]. Это позво-
ляет предположить, что одной из основных 
«точек приложения» экзогенных источников 
радикалов выступают свободнорадикальные 
процессы в мембранах эритроцитов, опо-
средующие биологические эффекты изуча-
емых соединений.

Заключение
На основании проведенных исследова-

ний обнаружен единый характер реаги-
рования биосистем на непосредственное 
(при обработке крови) и опосредованное 
(в форме ингаляций) воздействие данных 
соединений в изучаемых условиях. Так, 
озоно-кислородная смесь и высокие кон-
центрации оксида азота (100 ppm) обес-
печивают снижение электрофоретической 
подвижности эритроцитов. Напротив, бо-
лее низкие дозы NO (20 ppm) и синглетный 
кислород оказывают стабилизирующее 
влияние на состояние мембран красных 
клеток крови, повышая антиоксидантный 
потенциал биосреды. Подобный эффект 
указанных факторов способствует стимуля-
ции электрокинетических свойств эритро-
цитов в эксперименте in vivo (при курсовых 
ингаляциях). Таким образом показано, что 
экзогенные биорадикалы (активные фор-
мы кислорода и оксид азота) специфично 
и дозозависимо влияют на электрокинети-
ческие свойства эритроцитов в условиях 
in vitro и in vivo.
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