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ОБцАЛ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. Dопросы эволюции относятся к чис­

лу общебиологических проблем, изучение которых проводится и на 

молекулярном уровне. С ТОЧКИ зрения систематики И ЭВОЛЮЦИИ 

большой интерес представляет не только изучение }иэиолого-био- 

химичес.ких особенностей организмов, но и детальное изучение и 

сопоставление физико-химических, структурных и функциональных 

особенностей физиологически активных молекул, а такя.е молеку­

лярных систем, выполняющих в организме важные биологические 

функции.

Наука, занимающаяся этими зопросами - сравнительная био­

химия, относится х числу быстро развивающихся, особенно б пос­

ледние два десятилетия.

Цри решении проблем сравнительной биохимии всё большее 

внимание исследователей привлекают гомологичные белки, выпол­

няющие одну и ту ке функцию в различных организмах / Крепе, 

1976,1963; Kiinrra , IS6I; Winiwarter, 1937 /.

Гемоглобин, наряду с другими биополимерами, явля-ггся о д ­

ним из объектов филогенетического анализа / Zukerxandl, 

1965,1975,1976; Ingraa , 1963; Dayhoff , 1969,1975,19?6, 

1976; K і aura , 1961,1965; Лукьяненко, др., 1991 /.

Важнейшая функция гемоглобина (присоединение и транспорт 

кислорода) и широкое распространение явились причиной огромно­

го внимания, которое проявлялось и проявляется многими иссле­

дователями к данно><у белку крови.

Ццнако, несмотря на всю широту проводимых исследований 

работы по изучению структурных и функцкональжх свойств гемо- 

глобкнов в сравнительном аспекте не дают возможности дать пол­

ную сценку изменений различных параметров внутримолекулярной
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структуры гемоглобина л его функциональной активности в процес­
се филогенеза. 3 связи с этим, дальнейшее накопление материала 

по сравнительному анализу гемоглобиноз у животных разного уров­

ня организации представляется весьма важным и актуальным.

Целью данной работы являлось дать филогенетическую оценку 

различий в некоторых структурных и функциональных свойствах 

гемоглобинов на уровне классов позвоночных.

В соответствии с этим, задачами работы было:

1. Дать оценку электрофоретической гетерогенности гемоглобинов 

йтдельных представителей шести классов позвоночных.

2. Охарактеризовать сродство к кислороду глазных электрофоре­

тических фракций гемоглобинов. Дать филогенетическую оцен­

ку различий гемоглобинов по сродству к кислороду.

3. Изучить степени гидрофобности и минрсвязкости (плотности 

упаковки) цент: альных и периферийных областей молекул 

гемоглобинов.

4. Охарактеризовать общий объём гидрофобных полостей и содер­

жание поверхностных тирозилов в составе молекул гемоглоби­

нов.

5. Определить связь структурных свойств гемоглобинов с их 

функциональной активностью.

Научная новизна. Зпервые по данным флуоресцентной 

спектроскопии показано, что периферийные области молекул гемо­

глобинов характеризуются большей вариабельностью размеров и 

уровня гидрофобности и меньшей вариабельностью плотности упа­

ковки, тогда как центральные области молекул гемоглобинов от­

личаются меньшей вариабельностью размеров и степени гидрофоб­

ности, но большей вариабельностью плотности упаковки.

Установлены филогенетические различия гемоглобинов в уров­

не микровязкости центральных областей белковых молекул и обще-

- з -
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го объёма гидрофобных полостей.

Показано, что микровязкость центральных областей молекул 

гемоглсбинов снижается, тогда как общий объём их гидрофобных 

полостей увеличивается в направлении от класса круглоротых к 

млекопитающим.

Показано, что в характере изменений сродства глаЕкых 

фракций гемоглобинов к кислороду прослеживается определённая 

закономерность: снижение сродства гемоглобинов к кислороду при 

переходе от более низких филогенетических групп позвоночных к 

высшим.

і 1олученный экспериментальный материал даёт основание счи­

тать, что в филогенезе позвоночных происходили закономерные из­

менения внутримолекулярной структуры гемоглобина и его сродства 

к кислороду, способствующие более эффективной отдаче кислорода 

тканям.

Практическое и теоретическое значение работы

іюлученные экспериментальные данные позволяют определить 

некоторые общие особенности и закономерности в развитии струк­

турно-функциональных свойств гемоглобина в процессе филогенеза 

позвоночных.

Показано, что в процессе филогенеза снижается "жёсткость" 

структуры молекул гемоглобина и, вместе с тем, снижается их 

сродство к кислороду, что может способствовать более эффектив­

ной отдаче кислорода тканям.

Результаты исследований имеют определённое практическое 

значения для уточнения и понимания филогенетических связей меж­

ду отдельными группами и видами позвоночных, для биохимической 

систематики, а также используют при чтении лекций по общему 

курсу "Биологическая химия и молекулярная биология" и по спе­

циальным курсам "Структурно-функциональные свойства белков",



"Биохимия крови".

Основные положения диссертации, выносимые на защиту

1. В характере изменений сродства к кислороду главных электро­

форетических фракций гемоглобинов у представителей различных 

классов позвоночных прослеживается определённая закономер­

ность: снижение сродства к кислороду при переходе от низших 

филогенетических групп позвоночных к высшим.

2. Периферийные области молекул гемоглобинов характеризуются 

большей вариабельностью уровня гидрофобности и значительно 

меньшей вариабельностью плотности упаковки. Центральные об­

ласти молекул характеризуются меньшей вариабельностью степе­

ни гидрофобности, но большей вариабельностью плотности упа­

ковки.

3. 6 процессе филогенеза позвоночных уменьшалась "жёсткость" 

структуры молекул гемоглобина, о чём свидетельствуют сниже­

ние плотности упаковки центральных областей молекул гемогло­

бина и увеличение общего объёма гидрофобных полостей.

Апробация работы 

Материалы диссертации докладывались: на научных конферен­

циях профессорско-преподавательского состава Симферопольского 

госуниверситета (1994,1995 г.г.) и на расширенном заседании 

кафедры биохимии Симферопольского университета.

Структура и объём работы. Диссертация состоит из введения, 

обзора литературы (2 главы), описания материалов и методов, ре­

зультатов собственных исследований с их обсуждением (3 главы),

9 ь ы в о д о е  и списка литературы (386 источников: из них 306 ино­

странных авторов). Диссертационная работа изложена ка 145 стра­

ницах машинописного текста, включая 44 страницы списка литера­

туры. Текст диссертации проиллюстрирован 5 таблицами и 18 ри-

- 5 -
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДІ ИССЛЕДОВАНИЙ

Объектом исследований были половозрелые особи представи­

телей шести классов позвоночных.

Класс млекопитающие: человек Homo sapiens , бык Bos taurus, 

свинья Sun scrofa, гренландский тюлень Padophilus groenlandicu3"

Класе птицы: голубь Columba livia, домашние куры породы 

корниш Callus domesticus.

Класс пресмыкающиеся: уж водяной Hatrix tessellata.

Класс земноводные: лягушка травяная Нала tenporaria, 

серая жаба Bufo bufo.

Класс костные рыбы: кефаль-скнгиль Mugil auratus , карп 

Cyprinos oarpio , толстолоб Hypophthalmichtys molitrix.

Представитель класса круглоротые - минога речная Lampetra 

fluviatilis.

3 каждой видовой группе класса было не менее 11-ти особей.

Материалом исследования был гемоглобин. Гемоглобин выделя­

ли из эритроцитов по методу Драбкина / Drabkin , 1949 /, но 

без толуола во избежание образования метгемоглобина. Концентра­

цию гемоглобина в гемолизатах определяли унифицированным геш- 

глобинцианидным методом. Электрофоретическую гетерогенность ге- 

моглобиков определяли методом диск-электрофореза в 7%-ном по­

лиакриламидном геле / Davis, 19б4 /• Электрофоретические фрак­

ции гемоглобинов выделяли при помощи препаративного электрофо­

реза в блоках 7%~ного ПААГ / Ажицкий,Багдасарьян,19?5 /.Ана­

лиз чистоты и гомогенности препаративно выделенных фракций про­

водили методом аналитического электрофореза в ПААГ. Количест­

венное содержание метгемоглобина опр-здэляли цианметгемоглобино- 

вым методом / Кушаковский,1970 /.

Количество поверхностных тирозилов в составе молекул гемо-
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глобинов определяли спектрофотометрическим методом титрования 

/Donovan J.»19?3S Hilaon,Llnkskagt 1967 /. Гидрофобную струк­

туру гемоглобиноз исследовали методом солюбилизации углеводоро­

да (бензола) с помощью рефрактометра ИРї-23 при длине волны 

569 нм / ИзмаПлоза,Ребиндер, 1974 /.

Внутримолекулярную структуру гемо глобинов изучали метода­

ми флуоресцентного анализа. В качестве флуоресцентных зондов 

использовали І-анилинонафталин-8-сульфонат (АНС) и I? -фенил- 

нафталин ($НА). Интенсивность 'флуоресценции зондов в растворах 

исследуемых белксз измеряли ка спектрофотометрической установ­

ке ТУроверова / Гусев,Туроверов,Розанов и др.,1974 /. Интен­

сивность свечения регистрировали в максимуме полосы флуоресцен­

ции, длина волны возбуждения для двух зондов составляла 360 нм. 

Микровязкость различай* участков белковой молекулы исследовали 

методом поляризации флуоресценции / Владимиров,Добрецов, 1980 /.

Сродство главных фракций гемоглобинов к кислороду изучали 

спектрофотометрическим методом построения кривых кислородной 

диссоциации / Шорохов,1974 /, используя 0,5̂ -ные растворы 

гемоглобинов в 0,01 U трис-HCI буфере pH 7,0. Содержание 

метгемоглсбина в исследуемых растворах не превышало 3$.

цифровые данные, полученные в результате исследований, 

статистически обрабатывали по методу малых выборок / Бэйли,

1964 /. 0б'*ём совокупности составлял в среднем от 5 до 12. <

Сравнение двух переменных величин осуществляли на основании 

t -критерия Стыодента. 3 диссертационной работе говорится об 

изменениях только в тех случаях, когда Р<0,05.

, РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОЕСУВДЕНИЕ

I. Гетерогенность и сродство к кислороду гемоглобинов от­
дельных представителей позвоночных
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1.1. Характеристика фракционного состава и электро­

форетической подвижности гемоглобинэв отдельных 

представителей позвоночных 

Полученные Hat™ данные свидетельствуют о том, что подав­

ляющее большинство исследуемых гемоглобинов у представителей 

различных классов позвоночных являются гетерогенными. Большая 

часть гемоглобинов характеризуется содержанием двух или трёх 

электрофоретических фракций. Исключение составляют геиоглобины 

голубя одна фракция) и гренландского галеня (пять фракций).

3 каждой гетерогенной системе гемоглобина можно выделить одну 

или две фракции с наиболее высоким содержанием белка и минор­

ные (рис. І, табл. I).

Рис. I. Диск-электрофсрегрзмхьг геыоглобинов:

I - человека; Л - быка; 3 -свиньи ;
4 - тюлеая; 5 - голубя; 6 - кур;
7 - ужа; 6 - травяной лягушки; 9 - серой 
жабы; 10 - кефали-сингиль; II - карпа;
Li - толстолоба; 13 - речной миноги,

•

Ори анализе данных электрофореза в ШАГ наблюдается тен­

денция снижения относительной электрофоретической ПОДВИЖНОСТИ 

(К . ) изученных гемоглобинов в направлении от круглоротых и



• Объекты ' исследования

Показатели !" Человек : Бык : Свинья : Тюлень

і Нв-1 : нв-2*: * • Нв-3 І Нв-1 1 Нв-2К: Нв-І І Нв-2* І Нв-3 : Нв-1 1 Нв-2 1 Нв-3

Содержание, 
отн. %

2,0*
0,015

25*
0,85

3,0*
0,017

5,0* 95* 16,7* 46.8- 36,5* 
0,04 0,92 0,І4 0,60 0,48

11.35* 13.3* 11,6* 
0,092 0,095 0,098

э̂ф 0,21*
0,006

0,25*
0,006

0,33*
0,007

0,25* 0,35* 0,19* 0,24* 0,38* 
0,007 0,007 0,004 0,006 0,008

0,28* 0,33* 0,42* 
0,006 0,007 0,009

Объекты исследования
Тюлень : Голубь. Куры . Уж лягушка травяная

Нв-4* і Нв-5 : Жаия! Нв-іК; Нв-2 1 Нв-3 ; Ho-Iif; Нв-2 Нв-І* І Нв-2

Содержание, 36,5*
0,50

27,4- , 
0,£б

100,0 47.0* 35,0* 18,0* 60,0* 40,0* 
0,о2 0,43 0.І5 0,72 0,55

58,0* 42.0* 
0,70 0,59

Кэф 0,52*
и.ооу

0,56*
0,01

0,43*
0,008

0,29* 0,43* 0,46* 0,38* 0,45* 
0,005 0,008 0,00Ь 0,008 0,009

0,47* 0,59* 
0,008 0,009

Таблица I

Показатели относительного процентного содержания и относительной 
электрофоретической подвижности (Кдф) электрофоретических фракций 

гемоглобинов отдельных представителей ПОЗВОНОЧНЫХ 

( п- II—12)

о



Показатели
Объектыисрледования

Жаба серая Кефаль-сингиль Карп Толстолоб І Минога

Нв-1х: Нв-2 і нв-і}4 І Нв-2 1 Нв-з I • • Ив-1 І Нв-2* Нв-І | Нв-2* : Нв-і*

Содержание, 62,0- 
отн. * O.fe

38,0=
0,50

47,0- 
0,о1

41,0- 
0,!э7

12,0=
0,09

33.Or 67,0= 
0,38 0,83

32.0І 68.0 t 
0,30 0,62

64.5
0,49

К эф 0.4ІІ
0,008

0,59-
0,009

0,54±
0,009

0,63=
0.0І1

0,75=
0,01

0,60= 0.80Ї 
0,01 0,011

0,55= 0,77- 
0,009 0,013

0,52-
0 009

Продолжение таблицы I

; Объект исследования
Показатели ------------- -------

; Минога

І Нв^2 І Нв-3

Содержание, 22,3- І3.2І
отн. % 0,16 0,10

Кэф 0,63= 0.78І
0^009 0,012

н - фракции с наиболее высоким содержанием белка

і
■*4,
о
I
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риб к млекопитающим. Так, если величина главных и минор­

ных фракций гемоглобинов у представителей круглоротых и рыб 

варьирует в пределах 0,52-0,80, то для гемоглобинов предста­

вителей других классов позвоночных значения КЭф заметно сни­

жаются: у земноводных - 0,41-0,59; у пресмыкающихся - 0,38-0,45; 

у птиц - 0,29-0,46; у наземных млекопитающих - 0,19-0,Зо; К5  ̂

фракций гемоглобина гренландского тюленя находятся в пределах

0,20-0,56.

і.2. Характеристика сродства к кислороду главных 
электрофоретических фракций гемоглобинов

Важным показателем функциональной активности гемоглобина 

является его сродство к кислороду. В наших исследованиях были 

изучены кривые кислородной диссоциации главных фракций гемогло­

бинов, отличающихся'от других электрофоретических фракций наи- 

■ более высоким содержанием белка (табл. 2).
Таблица 2

Показатели полунасьпцения кислородом (P q̂ .mm рт.ст.) 
главных электрофоретических фракций гемоглобинов 
отдельных представителей позвоночных (М-а ;п* 7-8)

Класс Объект Р50
Млекопитающие Человек 26- 0,9

Бык 26 ± 1,1
Свинья 25 ± 0,8
Тюлень 22 - 1,1

Птицы Голубь 30 ± 1,1

КУРЫ 29 -.0,7
Пресмыкающиеся Уж водяной 27 ± 0,9
Земноводные Лягушка травяная 22 ± 0,9

Серая жаба 25 - 0,9
Рыбы Кефаль-сингиль 20 ± 0,8

Карп 17 - 0,8
Толстолоб 18 і 0.7

Круглоротые Минога речная 17 ± 0,9



Полученные результаты свидетельствуют о том, что в ряду 

изученных гемоглобинов наиболее высоким сродством к кислороду 

характеризуются гемоглобины речной миноги и представителей 

класса рыб (кефали-еингиль, карпа и толстолоба). Величины полу- 

насшцения кислородим их главных фракций (Р )̂ находятся в пре­

делах от 17 до 20 мм рт.ст.

Сродство к кислороду гемоглобинов других позвоночных так­

же имеет определённые филогенетические особенности.

У представителей земноводный (лягушка и жаба) и пресмыкаю­

щихся (уж) наблюдается меньшее сродство к кислороду главных 

фракций гемоглобиноз (Рцф находится в пределах от 22 до 27 мм 

рт.ст.). В большей степени снижение сродства гемоглобинов к 

кислороду наблюдается у представителей класса птиц (голубь, до­

машние куры). Величина Р  ̂данных гемоглобинов составляет 30 

и 29 мм рт.ст., соответственно. У представителей класса млеко­

питающих отмечена некоторая стабилизация функционального пока­

зателя гемоглобинов.
<

Таким образом, в ряду изученных гемоглобинов прослеживает­

ся снижение сродства к кислорода' их главных фракций пру перехо­

де от более низких филогенетических групп позвоночных к высшим. 

Наиболее значительные различия гемоглобинов в величине Р̂> от- 

мечета при переходе от представителей класса рыб к земноводным 

и от земноводных и пресмыкаюсртхся к представителям класса птиц.

2. Филогенетические особенности структурных 

свойств гемоглобинов позвоночных

2.І. Анализ знутримолекулфной организации центральных 
*и периферийных областей гемоглобинов позвоночных

Применение флуоресцентного анализа позволило установить 

филогенетические особенности внутримолекулярной организации ге­

моглобинов. В наших исследованиях проводилось определение интен­

сивности флуоресценции зондов АНС и ФНА в растворах гемоглоби-

- 12 -
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h o s , что давало возможность оценить степень гидрофобности об­

ластей, занимаемых зондами в белковой молекуле. АНС занимает 

менее гидрофобные (периферийные) области белковой молекулы, 

тогда как 5НА - наиболее гидрофобные (прежде всего, гидрофобное 

ядро глобулы). Чем Еыше интенсивность флуоресценции зонда, тем 

больше размеры и гидрофобность соответствующих областей глобулы 

/ Остоловский.др.,1988 /.

Как следует из данных табл. 3 главные фракции исследуемых 

гемоглобиксв характеризуются достоверными видовыми различиями 

по интенсивности флуоресценции в них зонда АНС (Р<0,05). Мак­

симальный диапазон различий гемоглобилов по интенсивности флуо­

ресценции АНС составляет 39 ед. Вместе с тем, прослеживается 

относительная стабильность данного показателя на уровне классов 

позвоночных. Исклс зние составляют гемо глобины млекопитающих 

(человек, бык, св/чья, тюлень), для которых показана более низ­

кая интенсивность флуоресценции АНС по сравнению с гемоглоби­

нами представителей других классов позвоночных.

Интенсивность флуоресценции в гемсглобинах более гидрофоб­

ного зонда 4НА также характеризуется видовыми различиями. Наи­

более высокий уровень флуоресценции ФНА установлен для гемогло­

бинов кур, толстолоба и речной миноги (34,33 й 35 ед., соответ­

ственно), а наиболее низкий - для гемоглобина гренландского тю­

леня (13,9 ед.). Максимальный диапазон различий гемоглобинов по 

интенсивности флуоресценции в них \ЗНА составляет 21 ед., что 

почти в 2 рзза меньше различий, установленных для АНС. Лак и в 

случае АНС прослеживается стабильность соответствующего показа­

теля для 5НА на уровне классов позвоночных, которая, однако,по 

сравнению с АНС носит более выраженный характер и сохраняется 

во всём ряду позвоночных: от представителя класса круглоротых 

до представителей класса млекопитающих.

Дальнейшее изучение внутримолекулярной структурной органи-



Класс Объект
........  V  .............. ................

. отн.ед А , пуаз
позвоноч­
ных АНС І 4НА АНС ■ т АНС ЯНА

Млекопи- 
тающие

Человек

Бык

Ib.l2tU.35

22,0-0,44

28,5-0,45

23,0*0,42

0,123*0,004

0,123*0,004

0,156*0,003

0,153*0,004

0,049*0,001

0,049*0,002

0,060*0,001

0,058*0,002

• * Свинья 30,8*0,48 17,0*0,40 0,122*0,005 0,153*0,003 0,049*0,001 0,058*0,001

Тюлень 34,8-0,46 13,9*0,38 0,127*0,006 0,156*0,002 0,051*0,002 0,060*0,002

Птицы Голубь 26,0-0,35 19,0*0,35 0,128*0,008 0,153*0,004 0,051-0,001 0,058*0,002

Пресмы­
кающиеся

Земновод­
ные

Куры
Уж водя­
ной

Лягушка
травяная

Серая жаба

47,2-0,50
40,0-0,46

41,0*0,46

57,0*0,53

34,0-0,44
22.5-0,42

18.5-0,40 

18,5*0,42

0,115*0,008
0,110*0,006

0,115*0,004

0,126*0,003

0,115*0,003
0,158*0,002

0,168*0,003

0,166*0,002

0,046*0,001
0,044*0,002

0,046*0,001

0,050*0,003

0,050*0,003
0,062*0,001

0,064*0,002

0,063*0,001

Рыбы Кефаль-
сингиль 39,2*0,45 29,0-0,40 0,126*0,006 0,172*0,002 0,050*0,002 0,068*0,001

Карп
Толстолоб

42,8-0,47
37,2-0,44

' 18,0-0,39 
33,0*0,45

0,127*0,006
0 ,124*0,004

0,176*0,003
0,176*0,005

0,051*0,002
0,050*0,001 О 

о

V
s

о 
о

 
1+ 

1+
 

о 
о

8 
8
 

со 
го

Круглоро­
тые

Минога
речная

42,5*0,48 35,0*0,47 0,145*0,006 0,190*0,004 0 ,060*0,001 0,060*0,002

Таблица З

Интенсивность флуоресценции ( F ) зондов АНС и ФНА, анизотропия ( А ) и показатель 

микровязкости ( jr ) для главных фракций гемоглобинов отдельных представителей

позвоночных (М*га ; п =5)

H i

і
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зации гемоглобинов было связано с определением показателя мик­

ровязкости различных участков белковой молекулы. Для этого ис­

пользовали метод поляризации флуоресценции зондов (табл. 3). 

Уровень поляризации и анизотропии флуоресценции зондов в раст­

ворах белка характеризует степень микровязкости различных 

участков белковой глобулы, тем самым свидетельствуя о плотнос­

ти или "жёсткости" упаковки глобулы в её отдельных частях:чем 

выше микровязкость, тем более плотной является упаковка соот­

ветствующих участков глобулы / Остоловский.др.,1950 /.

Как следует из данных табл. 3, микровязкость зон сорбции 

АНС в гемоглобинах (периферийные участки глобулы) находится в 

пределах 0,044-0,.060 пуаз. Наиболее низким уровнем михровяз- 

кости зон сорбции АНС характеризуется гемоглобин ужа, наиболее 

высоким - гемоглобин речной миноги. Показаны достоверные видо­

вые различия гемоглобинов в значениях показателя микровязкости 

у представителей класса птиц (голубь, домашние куры), земновод­

ных (травяная лягушка, серая жаба), круглоротых (речная минога). 

Прослеживается незначительная вариабельность данного структур­

ного параметра гемоглобинов при переходе от класса рыб к клас­

су млекопитающих. Исключение составлтет гемоглобин речной ми­

ноги, для которого установлено достоверно более высокое значе­

ние микровязкости окружения зонда АНС по сравнению с геиоглобн- 

нами представителей других классов позвоночных.

Микровязкость зон сорбции ФНА в исследуемых гемоглобиках, 

в среднем, в 1,5 раза превосходит микровязкость областей, за­

нятых АНС, что свидетельствует с большей плотности упаковки 

центральных областей молекул гемоглобинов. Максимальный диапа­

зон различий гемоглобинов по микровязкости окружения зонда ФНА 

составляет 0,03 пуаз, что в 2 раза превышает диапазон разли­

чий, установленных для АНС.



3 отличие от показателя микровязкости зон сорбции АНС в 

изменениях показателя микровзякости зон сорбции &НА прослежи­

вается определённая закономерность: снижение микровязкости об­

ластей, занятых іНА при переходе от низших филогенетических 

групп позвоночных к высшим. Наиболее выраженные- изменения пока­

зателя микровязкости наблюдаются при переходе ст класса кругло­

ротых к классу рыб, от класса рыб к классу земноводных и от 

пресмыкающихся к классам птиц и млекопитающих (рис. 2). Сопо­

ставление данных по микрэвяэкости зон сорбции і НА и сродства 

гемоглобинов к кислороду свидетельствует о взаимосвязи структур 

ного и функционального показателей: при переходе от низших фило 

генетических групп позвоночных к высшим прослеживается снижение 

как сродства главных фракций гемоглобинов к кислороду, так и 

плотности упаковки центральных областей их молекул.

На основании результатов флуоресцентного анализа мокко 

сделать предположение о том, что на изменения внутримолекуляр­

ной структуры гемоглобина, которые осуществлялись в процессе 

филогенеза, накладывались опредзлённые ограничения. Центральные 

области молекулы гемоглобина претерпевали более жёсткие ограни­

чения в размераїх и степени гидрофобности, что должно быть прин­

ципиально важным для поддержания пространственной структуры мо­

лекулы и её оптимального функционирования. Периферийные области 

молекулы гемоглобина претерпевали более жёсткие ограничения в 

плотности упаковки, что также могло иметь большое значение для 

сохранения общей структурной организации каждой из субъединиц.

2.2 . Характеристика общего объёма гидрофобных 
полостей и содержания поверхностных тиро- 
зилов в гемоглобинах позвоночных

Применив метод солюбилизации углеводорода {бензола) глав­
ными фракциями гемоглобиноз мы определили общие объёмы гидро­

фобных полостей, рассчитав величину связывания бензола этими



«

Рис. 2. Взаимосвязь показателей микровязкости зон сорбции ФНА ( j ? ) и 
сродства к кислороду' CP^q) для главных фракций гемоглобинов 

отдельных представителей различных классов позвоночных



белками (таЬлица 4).

Таблица 4
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Солюбилизация бензола главными фракциями 
гемоглобинов и количество поверхностных 
тирозилов в составе их молекул ( л = 5)

Класс
позвоночных

: Объект -:Степень 
:связывания 
:бензола 
:белком (И ; 
:моль/моль)

:Общий объём 
: гидрофобных 
:полостей

;( у; А3)

% поверх­
ностных 
тирозилов

Млекопитающие 'Чёловек 169 - 3 24690^421 37,5±1,8
Ык 165 ± г 241С6±342 40,Oil,2
Свинья 167 і 3 24398-267 40,Oil,7
Ъалень 143 -  г 23434±413 40,Oil,4

Птицы Голубь 156 - 2 22776І296 25,Oil,2
Куры 160 - 5 23354І700 26,7±I,9

Пресмыкающиеся Уж водяной 134 і 6 1952Ь±760 30,Oil,6

Земноводные Лягушка
травяная 125 - 5 І&2І4-543 ЗІ,6ІІ,7

Серая жаба 131 - 3 19090*421 28,6ІІ,5

Рыбы Кефаль-
сингиль
Карп

112 ± 3 
105 ± 3

16374*382
15330±422

26,7*1,0 
23,5ІІ,І .

Толстолоб 107 І 2 15622*430 25,Oil,2

Круглоротые Минога
речная

35 ± I 5110^215 25,Oil,4

Оказалось, что величина связывания бензола гемоглобинами раз­

лична и составляет от 35 колей (гемоглобин миноги) до 169 ко­

лея (гемоглобин человека) углеводорода на одну молекулу белка.

За исключением гемоглобина миноги, в ряду изученных тетра- 

мерных гемоглобинов наименьшим общим объёмом гндрофобкых полос­

тей, доступных для бензола, характеризуются гемоглобины рыб 

(15330 А3-* 16374 А3), а наибольшим гемоглобины млекопитающих 

(23434 А3 - 24690 А3).

3 ряду взятых представителей позвоночных прослеживается 

незначительное, но достоверное увеличение общего объёма гидро­

фобных полостей гемоглобинов'з направлении от класса круглоро
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тых и класса рыб к классу млекопитающих. Наиболее выраженные 

изменения данного структурного параметра в ряду тетрамерных ге­

моглобинов наблюдаются при переходе от класса рыб к классу зем­

новодных и от пресмыкающихся к классу птиц и к млекопитающим, 

что соответствует характеру изменений в гемоглобинах плотности 

упаковки центральных областей их молекул (рис. 3).

Основываясь на представлениях о взаимосвязи общего объёма 

гидрофобных полостей белковых молекул с "жёсткостью" их струк­

туры / Измайлова, др., 1974; Остоловский.др. ,1990 /, а также 

на данных флуоресцентного анализа, можно предположить, что в фи­

логенезе позвоночных уменьшалась "жёсткость" структуры гемогло­

бина, что должно было отразиться на его функциональной активнос­

ти, в частности, на сродстве к кислороду.

Так как изменения в структурных параметрах белков могут 

быть обусловлены количеством и распределением в белковых глобу­

лах остатков тирозина, нами было проведено определение количест­

ва тирозилов, локализованных на поверхности молекул гемоглобинов 

(табл. 4). Содержание поверхностных тирозилов в главных фракциях 

гемоглобинов находится в пределах от 23,5% до 40,С% от обще­

го содержания остатков тирозина в исследуемых белках. За исклю­

чением гемоглобинов млекопитающих гемоглобины остальных предста­

вителей позвоночных характеризуются сравнительно меньшим процен­

тным содержанием поверхностных тирозилов (от 23,5% до 31,6*).

У представителей класса млекопитающих содержание поверхностных 

тирозилов в гемоглобинах составляет от 37,5% (гемоглобин чело­

века) до 40,0% (гемоглобины быка, свиньи и тюленя).

Наблюдается взаимосвязь в данных по количеству поверхност­

ных тирозилов и уровня флуоресценции зонда АНС в главных фрак­

циях гемоглобинов млекопитающих: меньшая гидрофобность периферий­

ных участков мо ’текул гемоглобинов сочетается с большей локализа­

цией тирозилов на их поверхности. ,



Рис. 3. Взаимосвязь микровязкости зон сорбции ФНА (>) и общего объёма 

гидрофобных полостей ( V ) для Главных фракций гемоглобинов 
отдельных представителей различных классов позвоночных

О
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Таким образом, на основании результатов исследований мож­

но сделать предположение о том, что в процессе филогенеза поз­

воночных осуществлялось неравномерное, но закономерное разви­

тие внутримолекулярной структуры и функциональной активности 

гемоглобина. Очевидно, выход позвоночных на сушу, преодоление 

сил гравитации, появление легких, эволюционно сформированная 

способность подчеркивать постоянную температуру тела у птиц и 

млекогштахяцнх и, в связи с этим, интенсификация метаболизма,

- всё это могло Сыть движущей силой изменений структурных и 

кислородо-транспортных свойств гемоглобина в направлении повы­

шения его эффективности на этапе разгрузки в тканях.

Развитие эволюционных представлений о формировании струк­

тури и функции гемоглобина даёт возможность лучше понять моле­

кулярные основы биол тической эволюции и установить закономер­

ности, лежащие в осні «г структурно-функциональных взаимосвя­

зей как в гемоглобине, так и в других белках.

вывода
1. Впервые по данным флуоресцентной спектроскопии показа­

но, что гэмоглобины позвоночных характеризуются видовой специ­

фичность» уровня гидрофобности и микровязкости (плотности упа­

ковки) в центральных и периферийных областях белковой молекулы

2. Периферийные (менее гидрофобные) области молекул гемо- 

глобинов характеризуются большей вариабельностью уровня гидро­

фобности и значительно меньшей вариабельностью плотности упа­

ковки.

Центральне (более гидрофобные) области молекул гемогло­

бинов отличаются меньшей вариабельностью уровня гидрофобности, 

но большей вариабельностью плотности упаковки.

3. Показано закономерное снижение плотности упаковки в



- 22 -

более гидрофобных участках молекул гемоглобина при переходе от 

низших филогенетических групп позвоночных X высшим.

4. Установлено, что общий объём гидрофобных полостей глав­

ных фракций гемоглобинов увеличивается в направлении от класса 

круглоротих к млекопигащим.

3 ряду тетраыерных гемоглобинов наиболее значительные 

изменения структурного параметра отмечены у представителей класс 

земноводных и у гфедставителей птиц и млекопитагщих.

5. Показано закономерное снижение сродства гемоглобинов к 

кислороду при переходе от низших филогенетических групп позво­

ночных к высшим.

Наиболее выраженные изменения в сродстве гемоглобинов 

к кислороду отмечены при переходе от представителей класса рыб 

к представителям класса земноводных, а также к представителям 

класса птиц.

6. Установлено, что различия гемоглобинов в сродстве к кис­

лороду имеет видовую специфичность и могут быть обусловлены при­

способлением организмов к определенным условиям существования.

7. Степень электрофоретической гетерогенности гемоглобинов 

не зависит от видовой специфичности.
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Abdel Rahman Eltahir. Comparative characteristic of some

structural properties and affinity to oxygen 

of haemoglobin of representatives of dif­

ferent classes of vertebrates.

By methods of fluorescense analysis a jhylogenetic peculi­

arities of hydrophobicity and microviscousity of different parts 

of haemoglobin molecules of representatives of different classes 

of vertebrates has been studied. The lowering of total structure 

rigidly, compact of central parts of haemoglobin molecules and 

the affinity to oxygen have been observed in the course of the 

transition from the lowest phylogenetic groups of vertebrates 

to the highest ones.
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