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Соль Анджели представляет собой донор нитроксила, благодаря чему может предотвращать нега-
тивные эффекты гемолиза, такие как сосудосуживающее действие свободного гемоглобина в плаз-
ме крови. Однако молекулярные механизмы взаимодействия нитроксила с различными гемопроте-
идами недостаточно выяснены. Известно, что возникающие при окислительном стрессе оксофер-
рильные формы гемопротеидов являются сильными прооксидантами. В данной работе было
исследовано восстановительное нитрозилирование нитроксилом мет- и оксоферрильной форм ге-
моглобина и миоглобина. Эксперименты проводили in vitro, регистрируя нитрозильные формы ге-
мопротеидов с помощью спектроскопии электронного парамагнитного резонанса. Полученные ре-
зультаты указывают на антиоксидантный эффект соли Анджели в системах, моделирующих окис-
ление гемоглобина или миоглобина пероксидом водорода. Кроме того, добавление пероксида
водорода к метформам гемоглобина и миоглобина приводило к появлению ЭПР-сигнала свобод-
ных радикалов с g = 2.005, ассоциированного с белковой частью этих гемопротеидов. Таким обра-
зом, нитроксил действует одновременно как восстановительный и нитрозилирующий агент, тем са-
мым предотвращая образование оксоферрильных форм гемопротеидов. Терапевтические свойства
соли Анджели могут во многом быть связаны с антиоксидантным эффектом, оказываемым на ком-
поненты крови.

Ключевые слова: восстановительное нитрозилирование, гемоглобин, миоглобин, соль Анджели, спектро-
скопия ЭПР.
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Нитроксил (HNO) является продуктом одно-
электронного восстановления и протонирования
такого важного биологически активного соеди-
нения как оксид азота (NO) [1–4]. Считается, что
доноры нитроксила и его анионной формы (NO−)
могут быть перспективными фармакологически-
ми препаратами с достаточно широким спектром
применения [1–3]. В частности, существуют дан-
ные о том, что при диабете в ткани миокарда воз-
никает резистентность к NO, которую можно из-
бежать в случае применения доноров HNO [2].
Уникальные химические свойства нитроксила

позволяют ему функционировать как в качестве
классического антиоксиданта, так и ингибитора
неферментативного гликирования биомолекул
[1, 3].

Известно также, что нитроксил осуществляет
восстановительное нитрозилирование метформ
гемовых групп (порфирин–Fe(III)) в следующей
реакции [4]:

Порфирин-Fe(III) + HNO →

→ порфирин-Fe(II)NO + H+. (1)

Константа скорости реакции (1), рассчитан-
ная для различных гемопротеидов, колеблется в
пределах от 3·105 M–1c–1 до 2·106 M–1c–1 [4]. 

В ходе взаимодействия гемоглобина и миогло-
бина с различными гидропероксидами образуют-
ся оксоферрильные формы этих белков, которые

Сокращения: ЭПР – электронный парамагнитный ре-
зонанс; Hb-Fe(IV)=O и Mb-Fe(IV)=O – оксофер-
рильные формы гемоглобина и миоглобина, соответ-
ственно; Hb-Fe(II)NO и Mb-Fe(II)NO – нитрозили-
рованные по железу гема формы гемоглобина и
миоглобина.
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являются сильными прооксидантами и участвуют
в развитии патологий, связанных с окислитель-
ным стрессом [5–8]. В частности, оксоферрилге-
моглобин (Hb-Fe(IV)=O) играет важную роль в
патогенезе атеросклероза [9]. Вместе с тем име-
ются данные о формировании пероксида водоро-
да (H2O2) и далее Hb-Fe(IV)=O в реакциях нит-

роксила с оксигемоглобином (Hb-Fe(II)=O) [10].
Антиоксидантные свойства доноров оксида азота
обусловлены взаимодействием NO с оксофер-
рильными комплексами железа и свободными
радикалами липидов [11–13]. Так, NO восстанав-
ливает оксоферрильную форму гема (порфирин-
Fe(IV)=O) до метформы (реакция (2)): 

Порфирин-Fe(IV)=O + NO → порфирин-Fe(III) + NO2
−, (2)

причем сам оксид азота окисляется до нитрита.
В этом случае константа скорости реакции

восстановления оксоферрильных форм миогло-
бина и гемоглобина составляла (18–24)·106 M–1c–1

[14, 15]. В свою очередь, нитрит окисляется оксо-
феррильными гемами до диоксида азота (•NO2),
хотя и с низкой скоростью. Константа скорости
данной реакции находится в диапазоне (1.6–
7.5)·102 M–1c–1 [15].

Однако остается практически неизученным
взаимодействие HNO с гемопротеидами в оксо-
феррильной форме и роль этих процессов при
окислительном стрессе. Мы полагаем, что HNO
восстанавливает порфирин-Fe(IV)=O с образо-
ванием нитрозильного комплекса гемового же-
леза (порфирин-Fe(II)NO) в ходе следующей ре-
акции:

Порфирин-Fe(IV)=O + 2HNO → порфирин-Fe(II)NO + NO + H2O. (3)

В связи с этим в настоящей работе мы исследо-
вали вызванное HNO/NO− восстановительное
нитрозилирование оксоферрильных форм гемо-
глобина и миоглобина, а также провели сравне-
ние качественных особенностей и кинетики
реакций оксоферрил- и метмиоглобина с нитро-
ксилом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы. В работе использовали метгемогло-

бин быка и метмиоглобин из сердца лошади, ка-
талазу из бычьей печени, пероксид водорода,
КН2РО4 и Na2НРО4, полученные от фирмы Sig-
ma-Aldrich (США), а также соль Анджели (окси-
гипонитрит натрия) от фирмы Cayman Europa
(Эстония).

Подготовка модельных реакционных систем.
C помощью спектроскопии электронного пара-
магнитного резонанса (ЭПР) было изучено вос-
становительное нитрозилирование оксоферриль-
ных или метформ гемоглобина и миоглобина в
модельных реакционных системах – растворах в
K,Na-фосфатном буфере (100 мМ, рН 7.4). Ко-
нечная концентрация гемоглобина и миоглобина
составляла 0.4 мМ и 1.6 мМ соответственно. В ка-
честве донора нитроксила (HNO/NO-) была ис-
пользована соль Анджели (Na2(ONNO2)) в диа-
пазоне концентраций от 2 до 15 мМ. Для получе-
ния оксоферрильных форм исследуемых
гемопротеидов пероксид водорода (H2O2) добав-
ляли к метгемоглобину или метмиоглобину в

концентрации 18 мМ. Через 2 мин инкубации
смеси непрореагировавший H2O2 удаляли ката-
лазой (600 ед./мл).

Регистрация спектров ЭПР. Для обеспечения
постоянства газового состава реакционную смесь
вводили в газопроницаемую PTFE Sub-Lite-Wall
капиллярную трубку (внутренний диаметр
0.635 мм, толщина стенки 0.051 мм) фирмы Zeus
Industrial Products Inc. (США). Заполненную ка-
пиллярную трубку складывали дважды и помеща-
ли в кварцевую трубку (диаметром ~4 мм), откры-
тую с обоих концов. Это обеспечивало поток газа
варьируемого состава вокруг образца в резонато-
ре спектрометра ЭПР во время регистрации спек-
тров.

Спектры ЭПР записывали при комнатной
температуре (25°C) на малогабаритном автомати-
зированном спектрометре ESR 70-03 XD/2 (УП
«КБСТ» БГУ, Беларусь). Условия записи спек-
тров ЭПР: частота 9.35 ГГц, ослабление СВЧ 5 дБ.
Амплитуда модуляции внешнего магнитного по-
ля составляла 0.4 мТл, развертка – 40 мТл.

Статистический анализ. Обработка и анализ
экспериментальных результатов, в том числе ста-
тистические расчеты, были проведены в програм-
ме Origin Pro 8 (OriginLab Corp., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Показано, что после добавления соли Андже-

ли в реакционной системе, содержащей оксофер-
рилгемоглобин, регистрируется сигнал ЭПР
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(рис. 1, спектр 1), характерный для нитрозильно-
го комплекса дезоксигемоглобина (Hb-Fe(II)NO).
Этот факт свидетельствует о протекании реакции
восстановительного нитрозилирования оксофер-
рильной гемовой группы (реакция (3)). С другой
стороны, в этой реакционной системе наблюдал-
ся свободнорадикальный сигнал с g-фактором,
равным 2.005. Сигнал аналогичного свободного
радикала возникал также при добавлении
пероксида водорода к метгемоглобину (рис. 1,
спектр 3). Подобные сигналы ЭПР, описанные в
работе [16], представляют собой стабильные бел-
ковые радикалы. В качестве контрольного пред-
ставлен спектр ЭПР Hb-Fe(II)NO, полученный
нитрозилированием метгемоглобина в присут-
ствии соли Анджели (рис. 1, спектр 2). 

Сигнал c g-фактором, равным 2.005, наблю-
дался также при добавлении H2O2 к метмиогло-

бину (рис. 2, спектр 1). По всей видимости, этот
сигнал, как и в аналогичных экспериментах с ге-
моглобином, связан c образованием свободных
радикалов в белковой цепи гемопротеида, что со-
гласуется с литературными данными [6, 7, 17].
Вместе с тем после удаления непрореагировавше-
го H2O2 каталазой и введения в реакционную
смесь донора нитроксила происходило нитрози-
лирование образовавшегося окоферрилмиогло-
бина (Mb-Fe(IV)=O) (рис. 2, спектр 2). Однако
сигнал свободного радикала, ассоциированного с
белком, в таком случае не регистрировался. 

Считается, что при взаимодействии метформ
гемопротеидов с H2O2 образуется в начале пер-

феррильная (+•порфирин-Fe(IV)=O), а затем ок-
соферрильная (порфирин-Fe(IV)=O) форма гема
в следующих реакциях:

Порфирин-Fe(III) + H2O2 → +•порфирин-Fe(IV)=O + Н2О, (4)
+•Порфирин-Fe(IV)=O + e− →  порфирин-Fe(IV)=O. (5)

Донором электрона при восстановлении кати-
он-радикала перферрильного гема в реакции (5)
могут быть аминокислотные остатки белковой це-
пи гемопротеида. Следует отметить, что в резуль-
тате такого автоокисления гемопротеидов образу-

ются в основном свободные радикалы тирозина и
триптофана [5–7].

В случае добавления соли Анджели к метгемо-
глобину до пероксида водорода и каталазы
(рис. 3, спектр 2) не регистрировались сигналы

Рис. 1. Спектр 1 − ЭПР-спектр нитрозильного ком-
плекса гемоглобина (Hb-Fe(II)NO), зарегистриро-
ванный при последовательном добавлении перокси-
да водорода, каталазы и далее соли Анджели к раство-
ру метгемоглобина в фосфатном буфере (100 мМ,
pH 7.4); спектр 2 − спектр Hb-Fe(II)NO, полученный
взаимодействием нитроксила с метгемоглобином без
добавления H2O2; спектр 3 − ЭПР-спектр свободно-
радикального сигнала с g-фактором 2.005 в растворе
метгемоглобина с H2O2.

Рис. 2. Спектр 1 − ЭПР-спектр свободнорадикально-
го сигнала с g-фактором 2.005, образующегося при
добавлении H2O2 к раствору метмиоглобина (окисле-
ние до ·Mb-Fe(IV)=O); спектр 2 − ЭПР-спектр нитро-
зильного комплекса миоглобина (Mb-Fe(II)NO), по-
лученного в результате восстановительного нитрози-
лирования нитроксилом его оксоферрильной формы.
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ЭПР как Hb-Fe(II)NO, так и белкового радикала,
что может быть следствием взаимодействия меж-
ду нитрозилированной и оксоферрильной фор-

мами гемовых групп. Подобные реакции с уча-
стием нитрозильного комплекса миоглобина
(Mb-Fe(II)NO) были описаны в работе [18]:

Mb-Fe(IV)=O + Mb-Fe(II)NO → 2Mb-Fe(III) + NO2
−, (6)

Mb-Fe(IV)=O + Mb-Fe(II)NO → 2Mb-Fe(III) + NO2
•. (7)

Таким образом, нейтрализация перферриль-
ной и оксоферрильной форм гемопротеидов в
реакциях (2), (3), (6) и (7) может лежать в основе
антиоксидантного действия нитроксила. Также
нитроксил, по-видимому, способен восстанавли-
вать ассоциированные с белковой цепью миогло-
бина свободные радикалы (рис. 2). Однако в слу-
чае гемоглобина эта реакция не происходит. Этот
факт может быть связан с большей доступностью
свободных радикалов аминокислот для
HNO/NO− в молекуле миоглобина по сравнению
с гемоглобином. Важно отметить, что именно
свободные радикалы белковых цепей гемоглоби-
на ответственны за образование ковалентных
сшивок между его субъединицами [9, 19].

По амплитуде сигналов ЭПР Mb-Fe(II)NO
оценивали кинетику восстановительного нитро-
зилирования нитроксилом оксоферрильной и
метформ миоглобина (рис. 4). Как видно из пред-
ставленных на этом рисунке данных, самый вы-
сокий уровень и скорость образования Mb-
Fe(II)NO наблюдаются при нитрозилировании
Mb-Fe(IV)=O (рис. 4, кривая 3).

Кроме того, были получены концентрацион-
ные зависимости нитрозилирования оксофер-
рильной и метформ Mb под действием соли Ан-

джели (рис. 5). Нитрозилирование метMb проис-
ходило при меньших концентрациях донора
нитроксила (рис. 5, кривая 1). Вместе с тем, в слу-
чае Mb̶-Fe (IV)=O эффективность нитрозилиро-
вания гема возрастала при высоких концентраци-
ях донора HNO/NO− (рис. 5, кривая 2). Эти фак-
ты согласуются с тем, что в реакции (3) для
получения нитрозильного комплекса гемового
железа требуются две молекулы нитроксила. 

Необходимо отметить, что в используемых на-
ми экспериментальных модельных системах на-
ряду с реакциями (1) и (3) происходит взаимодей-
ствие нитроксильного аниона с молекулярным
кислородом и образование такого сильного окис-
лителя как пероксинитрит (ONOO−) [4]: 

NO− +  O2  →  ONOO−. (8)

Можно предположить, что эта реакция снижа-
ет эффективность нитрозилирования гемовой
группы, причем в большей степени в случае оксо-
феррильной формы Mb (реакция (3)). К тому же
образующийся в реакции (8) пероксинитрит реа-
гирует с оксоферрильной и метформами гемо-
протеидов с формированием различных интерме-
диатов и продуктов [19–21], которые также могут
влиять на кинетику образования Mb-Fe(II)NO. 

Рис. 3. Спектр 1 − ЭПР-спектр нитрозильного комплекса гемоглобина при последовательном добавлении пероксида
водорода, каталазы и соли Анджели к раствору метгемоглобина в фосфатном буфере (восстановительное
нитрозилирование Hb-Fe(IV)=O); спектр 2 − ЭПР-спектр реакционной смеси при добавлении Н2О2 после введения
соли Анджели.
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На основании полученных нами данных мы
полагаем, что нитроксил действует как антиокси-
дант в системах, моделирующих перекисное
окисление гемопротеидов. Ранее было показано,
что антиоксидантными свойствами обладают та-
кие физиологические производные NO, как ди-
нитрозильные комплексы железа [11, 12]. В част-
ности, данные комплексы, связанные с гемогло-

бином, предотвращают его окислительную
модификацию под действием пероксида водоро-
да и пероксинитрита [22, 23], а также органиче-
ских радикалов [24]. Можно предположить, что
HNO, восстанавливая оксоферрилгемоглобин,
предотвращает его атерогенное и провоспали-
тельное действие [9]. C другой стороны известно,
что соль Анджели или другие доноры нитроксила
могут снижать негативные последствия гемолиза,
возникающие при переливании консервирован-
ной крови, гемолитических анемиях, и других за-
болеваниях, которые связаны в первую очередь с
выходом гемоглобина в кровеносное русло [10].

ВЫВОДЫ
Анализ полученных результатов позволяет за-

ключить, что антиоксидантное действие соли Ан-
джели в значительной степени связано с нейтра-
лизацией оксоферрильных форм гемопротеидов,
способных вызывать окисление различных важ-
ных биомолекул [5, 8, 9, 22]. Нами установлено,
что основным механизмом такой нейтрализации
является восстановительное нитрозилирование
оксоферрильных гемовых групп.

Таким образом, соль Анджели может прояв-
лять широкий спектр физиологических эффек-
тов, которые могут иметь потенциальное тера-
певтическое значение. Вместе с тем в ходе клини-
ческих испытаний этой терапии или ее
применения в исследовательских целях необхо-
дим тщательный мониторинг гемодинамических
эффектов и токсичности из-за ряда особенностей
соли Анджели [10].
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Angeli’s salt is regarded as a nitroxyl donor, so it can counteract hemolysis-driven adverse effects such as the
vasoconstrictive effects of free hemoglobin in blood plasma. However, the molecular mechanisms of interac-
tion of nitroxyl with various heme proteins are not fully understood. Oxoferryl forms of hemoproteins
emerged under oxidative stress are known to be strong pro-oxidants. This study has been carried out to inves-
tigate reductive nitrosylation of  met- and oxoferryl forms of hemoglobin and myoglobin upon interaction
with nitroxyl. Experiments were performed in vitro using electron paramagnetic resonance spectroscopy for
detection of nitrosyl forms. The results obtained indicate the antioxidant effect of Angeli’s salt in model sys-
tems of  hemoglobin or myoglobin oxidation with hydrogen peroxide. Moreover, the addition of hydrogen
peroxide to methemoglobin and metmyoglobin led to the appearance of an EPR signal of free radicals with
g = 2.005, associated with the protein part of hemoproteins. Thus, nitroxyl acts both as a reducing agent and
a nitrosylating agent, thereby preventing the formation of oxoferryl forms of hemoproteides. The therapeutic
properties of Angeli’s salt may be largely related to the antioxidant effect it has on blood components.

Keywords: reductive nitrosylation, hemoglobin, myoglobin, Angeli's salt, EPR spectroscopy




