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Г идроксиламин (ГА) и его соли

(сульфат, фосфат, гидрохлорид)

находят широкое применение в син�

тезе ряда фармпрепаратов, пестици�

дов и  красителей, капролактама и

др. органических соединений;  как

восстановители в фотографии и ан�

тиоксиданты в производстве мыла и

жирных кислот. Имеют место случаи

производственных и бытовых отрав�

лений ГА и его солями, в частности

сульфатом ГА [1,2]. Непосредствен�

ную угрозу жизни при острой инток�

сикации ГА представляют метгемог�

лобинемия и cнижение сосудистого

тонуса. Их развитие связывают с об�

разованием в организме из ГА  окси�

да азота (NO) [3]. На это указывает

сходство клинических симптомов,

возникающих при остром отравле�

нии ГА и  NO или его донорами —

нитропруссидом натрия,  нитрита�

ми, неорганическими и органичес�

кими нитратами и др., а также то,

что ГА, проникая в эритроциты, об�

разует с гемоглобином парамагнит�

ный комплекс (Hb2+�NO), который

на спектре ЭПР дает  характерный

сигнал (g1 = 2,060 g2 = 1,986) [4,5].

Показано, что в организме ГА явля�

ется интермедиатом обмена NO и

синтезируется не только при реак�

циях S�нитрозотиолов с тиолами [6],

на пути окисления аммония в нитрат

[7] и, возможно, в процессе NO�син�

тазных реакций [8�10], но и спосо�

бен расщепляться с высвобождени�

ем NO при участии каталазной реак�

ции [11�13]. В опытах in vivo показа�

но, что  введение посредством мик�

родиализа в кортикальную ткань ГА

приводит к дозозависимому увели�

чению концентрации NO [14]. Во

многих исследованиях ГА использу�

ется в качестве  донора NO, кото�

рый,  подвергаясь ферментативному

расщеплению внутриклеточно, мо�

жет воспроизводить эффекты

действия последнего [15�18].

Вместе с тем показано, что в ор�

ганизме крыс только небольшая

часть (4,7%) введенного с питьевой

водой ГА выводится с мочой в виде

нитрата и, следовательно, высво�

бождает NO [19]. Симптоматике от�

равлений ГА свойственны стойкие

гематологические расстройства, ко�

торые не характерны для вызывае�

мых NO и его донорами интоксика�

ций. При них образование MetHb и

Hb2+�NO не приводит к значитель�

ным повреждениям и  утилизации

эритроцитов в организме тогда, как

для гематотоксического действия ГА

характерно развитие сульфогемог�

лобинемии, нарушение структуры

Hb и образование телец Гейнца в

эритроцитах, их разрушение и раз�

витие гемолитической анемии,

спленомегалии, эритробластоза и

ретикулоцитоза [2, 3, 20]. Эту сторо�

ну действия ГА связывают с особе�

ностями его взаимодействия с ге�

моглобином (Hb), в результате кото�

рого развивается состояние оксида�

тивного стресса в эритроцитах. Ис�

пользуя методы ЭПР�спектроско�

пии показано, что в результате реак�

ции ГА с оксиHb, помимо образова�

ния метгемоглобина (MetHb), кото�

рый  предположительно существует

в виде низкоспинового комплекса с

ГА и упомянутого выше комплекса

Hb2+�NO, также образуется гидро�

нитроксильный радикал (NH2Oo)  и

парамагнитный комплекс Fe(NO2)X2,

где X — анионы ОН� или РО4
3�.  По�

явление NH2Oo связано с образова�

нием Н2О2, поскольку воспроизво�

дится в среде, где она присутствует

вместе с ГА и Fe2+, а синтез

Fe(NO2)X2 в эритроцитах, вызван�

ный ГА, происходит только при на�

личии ионов свободного железа [4].

При взаимодействии ГА с оксиHb в

эритроцитах отмечается усиление

низкоуровневой хемилюминисцен�

ции, что связанно с появлением

прооксидантного феррильного гема

[Hb(ІV)=O], и коррелирует с нарос�

танием MetHbемии, высвобождени�

ем Fe3+ из Hb,  образованием Н2О2 и

супероксида [5,21, 22]. Синтезируе�

мая  при взаимодействии ГА с ок�

сиHb Н2О2 , возможно, участвует в

комплексообразовании HbFe2+�NO

подобно тому, как показано для ми�

оглобина [23]. Развитие состояния

оксидативного стресса в эритроци�

тах, вызванное ГА, сопровождается

окислением ненасыщенных жир�

ных кислот и SH групп, входящих в

состав глутатиона, ферментов, Hb,

мембранных и других белков. Под

влиянием соединений ГА также су�

щественно ингибируются такие

ферменты антиоксидантной защи�

ты, как глутатионпероксидаза и глу�

татионтрансферазы [24]. Все это

приводит к образованию межбелко�

вых и внутрибелковых дисульфид�

ных мостиков, связыванию глутати�

она с белками и изменению их кон�

формации [1,20,24]. Именно с про�

оксидантным действием, а не NO�

донорными свойствами, связывают

способность ГА вызывать релакса�

цию предварительно сокращенной

артериальной полоски крысы путем

увеличения АТР�чувствительного

мембранного потенциала [25]. Од�

нако, возможно, что прооксидант�

ное действие ГА,  как и его

MetHbобразующая способность, са�

ми по себе не являются основной

причиной усиления повреждения и

утилизации эритроцитов в организ�

ме. Например, при отравлении дру�

гими MetHbобразователями, в част�

ности нитритом натрия, отсутству�

ют глубокие нарушения эритроци�

тов, свойственные токсическому

действию ГА, хотя также наблюдает�

ся состояние оксидативного стресса

[26, 27].  При сравнительной оценке

действия ГА, его производных и

других ксенобиотиков, обладающих

прооксидантным и MetHbобразую�

щим действием, зачастую отмечает�

ся низкая корреляция между выра�

женностью оксидативного стресса в

эритроцитах и проявлениями гема�

тотоксичности [1, 21]. В настоящей

работе нами обосновывается воз�

можность наличия альтернативного

указанным механизмам гематоток�

сического действия соединений ГА.
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сой тела  200�250 г. Животных умер�

щвляли путем декапитации  под

эфирным наркозом.

Крыс разделили на 7 групп по 6

животных в каждой. Крысам  4�х

групп вводили гидроксиламин суль�

фат ("Sigma")(ГАс) перорально  в до�

зе 400 мг/кг в 1 мл суспензии. Крыс

декапитировали через 0,5; 1; 3 и 24 ч

после введення ГАс. 5�я группа крыс

в течение 12 дней получала питье�

вую воду, содержащую ГАс в количе�

стве 4 мг/мл. Его присутствие почти

вдвое снижало суточное потребле�

ние воды животными: с 10�12 мл до

4�5 мл; суммарная доза ГАс при этом

составляла около 1/40�1/50 LD50.

Еще две группы крыс служили соот�

ветствующими этим постановкам

опытов контролями. Тотчас после

декапитации у крыс  отбирали об�

разцы крови и ткани печени. 

В экспериментах по изучению

эфективности метиленового синего

при интоксикациях, вызванных ГАс

и нитритом натрия, использовали 5

групп крыс (по 6 животных в каж�

дой): контрольная (1) и опытные,

получавшие в виде п/к инъекций

нитрит натрия в дозе 60 мг/кг (2),

нитрит натрия (60 мг/кг) и через 50

мин 1% раствор метиленового сине�

го в дозе 20 мг/кг (3), ГАс в дозе 80

мг/кг (4), а также ГАс (80 мг/кг) и

через 50 мин 1% раствор метилено�

вого синего в дозе 20 мг/кг (5).

Крыс декапитировали через 2 ч пос�

ле введения нитрита или ГА.

В опытах in vitro использовали

кровь, эритроциты и тимоциты.

Чтобы предотвратить свертывае�

мость крови, применяли цитрат

натрия. Эритроциты выделяли об�

щепринятым методом и промывали

3 раза в среде Хэнкса, содержащей

10 мМ трис�НСI (рН 7,3). Тимоциты

выделяли и ресуспендировали с ис�

пользованием указанной среды,

разливали по 1 мл в 24�луночные

пластиковые планшеты, добавляли

по 0,05 мл 5%�ной термоинактиви�

рованной (56оС) сыворотки крови

теленка и исследуемые вещества.

Затем планшеты инкубировали при

37оС в СО2�инкубаторе в течение 7

часов. Каждый час подсчитывали

количество мертвых и живых клеток

с помощью окрашивания их трипа�

новым синим [28].  

Изучение участия NO в механиз�

ме действия гидроксиламина прово�

дили с помощью ловушки NO,

представляющей собой комплекс

диэтилдитиокарбамата и двухвале�

нтного железа (ДЭТК� Fe2+), кото�

рую включали в структуру тимоци�

тов [29]. В интактные и содержащие

ловушку NO тимоциты вносили

нитропруссид натрия (НП) и ГАс. 

Определение дифференциаль�

ных оптических спектров проводи�

ли на лизатах эритроцитов и раство�

ре metHb (лиофильно высушенный

гемоглобин, Sigma) в 0.1М фосфат�

ном буфере (рН=7.4) с концентра�

цией гемоглобина, при которой экс�

тинция основной полосы (414 нм)

лежала в диапазоне от 1 до 1.2 еди�

ницы, с использованием спектро�

метра "Specord M40". Конечная кон�

центрация вносимых в эритроци�

тарный лизата ГАс и нитрита натрия

составляет 50 мМ, а ацетоциангид�

рина — 0,1%. Спектры регистриро�

вали через каждые 30 мин в течение

первых 4�х часов и через 20 часов.

Лигандный спектр гемоглобина оп�

ределяли по экстинции a� и  b�по�

лос Сорэ гемоглобина.

Для изучения концентрационно�

временной зависимости действия

ГАс на ЭПР�показатели крови в

опытах in vitro к 6 мл каждого образ�

ца крови контрольных крыс  добав�

ляли  50 мкл раствора ГАс, создавая

его конечные концентрации 0.1; 0.5;

1; 3 мМ. Через 0.5; 1.25; 2 и 20 ч из

каждой пробы отбирали по 3 образ�

ца (0.5 мл) для последующего ЭПР�

исследования. Спектры ЭПР образ�

цов крови, эритроцитов и ткани пе�

чени регистрировали на радиоспект�

рометре "Varian E�109" при темпера�

туре жидкого азота [30]. Расчет абсо�

лютных единиц проводили методом

двойного интегрирования сигнала

ЭПР. Концентрацию ионов нитрита

и нитрата в крови определяли с по�

мощью реактива Грисса в нашей мо�

дификации [31, 32].

Интенсивность перекисного

окисления липидов (ПОЛ)  в печени

и уровень SH�групп в крови и пече�

ни определяли по накоплению соот�

ветственно малонового диальдегида

(МДА) и продукта  реакции Элмана

[33]. Осмотическую резистентность

эритроцитов определяли  по методу

Дейчи [34]  

Метгемоглобин и общий гемог�

лобин крови определяли с помощью

стандартного набора для лаборатор�

ных анализов крови (ТУ У 20632665

001�94).

Статистическую обработку ре�

зультатов проводили с использова�

нием компьютерных программ

Statistica и Excel.

Результаты и их обсуждение
Согласно данным ЭПР�спект�

роскопии (табл.1), у крыс через 30

мин после одноразового перораль�

ного введения ГАс в дозе 400 мг/кг

массы тела (1/2 LD50) содержание

MetHb достигает 56 г/л, (около 50%

от общего количества Hb крови).

В последующем уровень MetHb

резко снижается. Через 0, 5 ч после

введения ГАс  в крови крыс обнару�

живается  высокий анизотропичес�

кий синглетный сигнал ЭПР с дву�

мя группами триплетного тонкого

расщепления (g=2.03). По своим па�

раметрам и форме он полностью

совпадает с сигналом  нитрозильно�

го комплекса гемоглобина, образу�

ющегося при взаимодействии  ге�

моглобина с оксидом азота (Hb�NO)

(рис.1). У интактных крыс этот сиг�

нал ЭПР отсутствует. Уровень ука�

занного комплекса  к 1 ч снизился в

4,5 раза больше, чем MetHb. Но ес�

ли количество MetHb через 24 ч

снизилось относительно макси�

мальной величины в 30 раз и нахо�

дилось в пределах физиологической

нормы, то  количество комплекса

Hb�NO за такое же время уменьши�

лось   только  в 10 раз и оставалось

еще достаточно высоким (табл.1),

для воздействия на кислородтранс�

портную функцию крови. Гемовое

железо в комплексе Hb�NO нахо�

дится в восстановленном состоя�

нии, однако из�за ковалентной свя�

зи с аддуктом, как и в случае с

MetHb, оно утрачивает свою кисло�

родсвязывающую способность. Ее

нарушение, очевидно, является оп�

ределяющим в картине острого от�

равления ГАс. Так, у опытных крыс в

течение 1�го часа, когда уровень

Рисунок 1. Сигнал ЭПР 
нитрозильного комплекса Hb�NO при

добавлении к гемоглобину NO (A),
гидроксиламина (В) 
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MetHb и Hb�NO в крови  был наи�

высшим, отмечались максимально

выраженные цианоз, учащение ды�

хания и пульса, гиподинамия и на�

рушение двигательной координа�

ции. Остаточные проявления этой

симптоматики  сохранялись у крыс

и через 24 ч после введения ГАс, что

можно связать с присутствием  в

крови значительного количества

Hb�NO, поскольку уровень MetHb к

тому времени практически норма�

лизовался.   Под влиянием ГАс через

3 и 24 ч в крови крыс определяются

существенные концентрации сво�

бодного трехвалентного железа. 

В крови крыс, которые потреб�

ляли с питьевой водой ГАс, выявле�

на лишь тенденция к увеличению

содержания MetHb, но при этом

наблюдался высокий  ЭПР сигнал

комплекса Hb�NO, отсутствующий

у контрольных животных. Появи�

лось лабильное окисленное железо в

таком же количестве, как и через 1

сут после одноразового введения

ГАс (табл.2). На 33% снизилось со�

держание гемоглобина в крови

(табл.2) и заметно уменьшилась ре�

зистентность эритроцитов к гипото�

нической среде (табл.3), что указы�

вает на  возможность развития гемо�

литической анемии

Лигандный спектр гемоглобина

у крыс, потреблявших воду с ГАс,

также претерпевает существенные

изменения (процент оxyHb снизил�

ся на 16%, а deoxyHb возрос в 16,4

раз), указывающие на ограничение

его способности транспортировать

кислород, причем преимуществен�

но за счет образования deoxyHb

(табл.2). 

Вызванное ГАс появление в кро�

ви крыс сильного сигнала ЭПР, ха�

рактерного для  комплекса Hb�NO,

на первый взгляд можно объяснить

тем, что ГАс в клетках организма

подвергается биотрансформации с

высвобождением NO. Именно к та�

кому выводу приходят различные

исследователи, изучавшие токси�

ческое действие ГА и его производ�

ных [15�18, 35, 36]. Но динамика из�

менений концентрации MetHb и

комплекса Hb�NO в крови, вызван�

ная введением ГАс, не типична для

той, что наблюдается обычно при

действии NO и его доноров. В пос�

леднем случае, распад нитрозильно�

го комплекса в геме является основ�

ной причиной образования MetHb и

предшествует ему. Для выяснения

возможности высвобождения в

клетках NO из ГАс и участия NO в

цитотоксическом действии ГАс  на�

ми проведено соответствующее ис�

следование in vitro на тимоцитах.

Из данных, представленных на

рис.2, видно, что ГАс оказывает на

тимоциты токсическое действие,

которое оценивается по количеству

погибших в среде инкубации  кле�

ток и демонстрирует монотонную

Таблица 1

ЭПР�спектроскопическое исследование крови и печени у крыс после однократного 
перорального введения гидроксиламин сульфата в дозе   400 мг/кг ( M±m; n=6)

Таблица 2 

Характеристика гемоглобина и фонд свободного железа в крови крыс,
принимавших в течение 12 суток  с питьевой водой ГАс

Показатели
Контрольные

животные
Время после введения ГАс, ч

0,5 1 3 4

Кровь

MetHв 1,2±0,1 56±8* 17±3* 3,3±0,5* 1,9±0,2*

Hb�NO, г/л н.о. 23±6* 5,1±1,3* 3,8±1,0* 2,3±0,5*

Fe3+
трансфер, мг/л 0,48±0,11 0,52±0,13 0,50±0,10 0,47±0,10 0,51±0,14

Fe3+
лабильн мг/л н.о. н.о. н.о. 0,10±0,08* 0,85±0,39*

Печень

Цитохр Р�450,отн.ед. 1,00±0,21 0,89±0,18 1,15±0,21 0,97±0,18 0,88±0,19

Mn2+�центри, отн.ед. 1,00±0,10 1,00±0,17 0,97±0,07 1,00±0,10 0,77±0,13*

Cu2+� центри, отн.ед. 1,00±0,04 1,04±0,12 1,00±0,08 1,08±0,16 0,68±0,08*

NO�комплекс, отн.ед. 1,00±0,26 1,61±1,03 2,03±0,87* 1,68±0,26* 0,87±0,61

Mo7+� центри, отн.ед. 1,00±0,20 2,40±0,80* 2,80±0,40* 2,80±0,86* 2,20±0,60*

FeS� центри, отн.ед. 1,00±0,12 1,04±0,15 1,08±0,10 0,94±0,08 0,96±0,06

Q�віл.радикал, отн.ед. 1,00±0,10 1,10±0,12 1,14±0,15 1,10±0,09 1,20±0,09*

Примечание: "н.о." — не обнаружено; * — Р<0,05 по отношению к контролю.

Показатели Контроль Опыт

Hb, г/л 114+16 76+7,0*

MetHb, г/л 0,9+0,1 1,2+0,4

Hb�NO, г/л 0 1,7+0,5*

OxyHb,% 88+1,0 74+3,0*

DeoxyHb,% 0,5+0,1 8,2+1,5*

Fe3+�лабильное 0 0,8+0,2*

Примечание: *�  р < 0,05 относительно контрольных величин.
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дозо�временную зависимость. Кри�

вые имеют характерную точку пере�

гиба в узком диапазоне концентра�

ций ГАс (0,2�0,4 мМ). При этом

прирост погибших тимоцитов с уве�

личением  ГАс в пределах меньших

концентраций значительно выше,

чем при больших концентрациях, и

характер этих изменений сохраняет�

ся независимо от   времени инкуба�

ции клеток в присутствии ГАс.  Та�

кая особенность  концентрацион�

ной зависимости может указывать

на наличие двух различных меха�

низмов токсического действия  ГАс

на тимоциты, один из которых пре�

обладает при низких концентрациях

ГАс, а другой — при высоких. Это

также возможно и при наличии раз�

личных субпопуляций тимоцитов с

разной чувствительностью к ГАс. 

Чтобы выяснить вклад NO в ци�

тотоксическое действие ГАс, в тимо�

цитах с помощью разработаного на�

ми метода формировалась ловушка

NO, которая представляет собой же�

лезосерный комплекс, состоящий

из диэтилдитиокарбамата Na и же�

леза (ДЕТК�Fe2+). Причастность

NO  к цитотоксичности исследуемо�

го соединения  можно оценивать

путем сравнения количества погиб�

ших клеток среди интактных и со�

держащих ловушку тимоцитов. Из

данных табл.4 видно, что   создание

ловушки NО в тимоцитах делает их

более устойчивыми к воздействию

ГАс. Особенно это заметно при бо�

лее низкой концентрации ГАс —

0,2мМ, при которой тимоциты с ло�

вушкой NO гибнут  почти на 70%

меньше, чем интактные. В опытах с

более высокими концентрациями

ГАс (0,4 мМ и 1,0 мМ) присутствие

ловушки NO в тимоцитах  увеличи�

вает их выживаемость в значительно

меньшей мере (на 34% и 31%). Ци�

тотоксическое действие нитропрус�

сида натрия, который, будучи клас�

сическим донором NO,  использо�

ван нами в качестве положительного

контроля,  в присутствии ловушки

NО устраняется почти полностью.

Полученные результаты указывают

на то, что цитотоксичность ГАс оп�

ределяется как минимум двумя ме�

ханизмами, один из которых опос�

редуется высвобождением свобод�

ного NO из ГАс  и особенно выражен

при низких его концентрациях, а

другой с этим процессом не связан.

Эти данные  подтверждают выска�

занное выше на основании анализа

кривых индуцированой ГАс  гибели

тимоцитов (рис.2) предположение о

существовании по крайней мере

двух различных механизмов цито�

токсического действия  ГАс.

Выявленная в опытах in vitro на

тимоцитах возможность внутрикле�

точного образования   NO из ГАс при

его поступлении в организм, по�ви�

димому, не реализуется. Так, в пече�

ни крыс после  однократного введе�

ния ГАс отмечается  небольшое воз�

растание сигнала ЭПР, свойственно�

го динитрозильному комплексу

двухвалентного негемового железа с

парными SH�группами белков и

низкомолекулярных лигандов

(DNIC), который является основ�

ным биомаркером присутствия сво�

бодного NO в тканях организма

(рис.3, табл.1). Такой комплекс

обеспечивает хранение и транспор�

тировку NO. Наличие небольших

количеств динитрозильного комп�

лекса в печени контрольных крыс

связано прежде всего с эндогенным

синтезом NO и поступающими с пи�

щей и питьем нитритами и нитрата�

ми.  При введении крысам ГАс с

питьевой водой количество этого

комплекса в печени  вообще не уве�

личивается.  Однако, при остром от�

равлении таким известным донором

NO, как нитрит натрия, в ткани пе�

чени наблюдается на много больший

сигнал ЭПР, характерный для   ди�

нитрозильного комплекса негемово�

го железа, чем при разовом введении

ГАс (рис.3).  Кроме того, после вве�

дения нитрита натрия происходит

Таблица 3 

Резистентность эритроцитов у крыс, принимавших 
в течение 7 суток  с питьевой водой ГАс

NaCI в среде

инкубации

эритроцитов, %

Количество гемолизированных 

эритроцитов, %

Контроль Опыт

0,900 0 0

0,600 0 0

0,550 0 0

0,525 0 1,3+0,1*

0,500 4,2+0,6 7,7+0,9*

0,475 11+2 13+2

0,450 33+4 39+4

0,400 79+9 75+2

0,300 100 100

Примечание: * —  р < 0,05 относительно контрольных величин.

Рисунок 2. Концентрационная (А) и временная зависимость (Б)
цитотоксического действия ГАс  на  тимоциты.
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существенное снижение величины

сигналов ЭПР (рис. 3), характерных

для цитохромов Р�450, а также

Mn2+, Cu2+ и  восстановленных же�

лезо�серных (митохондриальных)

центров, которые служат непосред�

ственными мишенями воздействия

свободного NO. Значительно сни�

жается также сигнал ЭПР Q�убихи�

ноновых свободных радикалов.

Иная динамика и направленность

изменений этих показателей наблю�

дается в печени крыс, получавших

ГАс (табл.1). В частности, происхо�

дит быстрое увеличение ЭПР�сигна�

ла  Mо7+ центра, характерного для

ксантиноксидазы, которое остается

повышенным  в течение суток.  В

процессе активации ксантинокси�

дазной реакции  увеличивается об�

разование Н2О2 и супероксида.

Спустя 24 ч  также возростает коли�

чество Q�убихиноновых свободных

радикалов и снижается на 23% и 32%

высота ЭПР сигналов соответствен�

но Mn2+ и Cu2+ центров. Послед�

ние изменения могут указывать на

ослабление антиоксидантной защи�

ты за счет уменьшения количества

супероксиддисмутазы и церрулоп�

лазмина, в стуктуру активного цент�

ра которых входят эти микроэлемен�

ты. Перечисленные проявления ок�

сидативного стресса, очевидно, слу�

жат причиной индуцируемого ГАс

увеличения спонтанного (около

40%) и аскорбатзависимого (36�40%)

уровня малонового диальдегида в

печени (табл.5), что указывает на

интенсификацию перекисного

окисления липидов (ПОЛ).  В дан�

ном случае, однако,  процессы окси�

дации сопровождаются увеличением

уровня свободных SH�групп, основ�

ным носителем которых является

GSH (табл.5).  

Возрастание содержания клеточ�

ного GSH может происходить в усло�

виях  редуктивного стресса, характе�

ризующегося увеличением отноше�

ния NADH/NAD+ или

NADРH/NADР+ и, следовательно,

глутатионредуктазной активности

[37]. Подобное сочетание оксидатив�

ного и редуктивного стресса в тканях

является характерным для метаболи�

ческой гипоксии, вызванной различ�

ными ксенобиотиками, например,

нитритами [27], а не только ГАс. В ус�

ловиях метаболической гипоксии

недостаток О2 приводит, с одной

стороны, к гиперпродукции супе�

роксида митохондриальными комп�

лексами І и ІІІ в результате актива�

ции ксантиноксидазной реакции и

инфильтрации тканей лейкоцитами

крови, а с другой, — к накоплению

восстановленных эквивалентов [38�

40]. С последним может быть связана

активация  NO�синтаз и то  неболь�

шое увеличение уровня NO, что наб�

людается в печени (табл.1). При ги�

перпродукции NO в тканях, обуслов�

ленной экзогенными его источника�

ми и значительным возрастанием ак�

тивности индуцибельной  NO�син�

тазы, в отличие от интоксикации

ГАс, происходит снижение уровня

GSH, в частности, за счет образова�

ния  S�нитрозоглутатиона [41, 42].

Учитывая изложенное, вряд ли

можно рассматривать экзогенный

ГАс  в качестве непосредственного

источника NO в ткани печени, а,

следовательно, и других  тканях и

клетках организма. Так как в плазме

крови крыс, получавших ГАс, обна�

руживается увеличение суммарного

уровня нитритов и нитратов только

в 2,3 раза (табл. 6), что намного

меньше, чем при введении сходных

количеств доноров NO, то образова�

ние последнего из ГАс в кровяном

русле  также представляется пробле�

матичным.

В ответ на введение ГАс в крови

крыс происходит снижение содержа�

ния GSH (табл. 6). Подавляющее его

количество находится в эритроцитах,

где он участвует в  поддержании Hb в

Fe(ІІ) состоянии и антиоксидантной

защите с помощью ферментов глута�

тионпероксидазы, глутатионредук�

тазы и глутатион�S�трансферазы.

Снижение уровня GSH в эритроци�

тах при действии ГАс и его производ�

ных в опытах in vitro показано также

другими исследователями [1, 20].

Они связывают его  с окислением

GSH, которое приводит к образова�

нию дисульфидных мостиков между

глутатионом и белками и индуциру�

ется свободными радикалами, обра�

зующимися в процессе циклической

окислительно�восстановительной

реакции между  ГАс и дезоксигемог�

лобином. 

Принимая во внимание полу�

ченные доказательства того, что

способность клеток и тканей к обра�

Таблица 4 

Количество  погибших клеток в суспензии интактных и содержащих ловушку NO   
тимоцитов под влиянием ГАс и нитропруссида натрия

Еффекторы (мМ) Интактные тимоциты Тимоциты с ловушкой NO

Отсутствуют 7,0 + 1,2 8,7 + 0,9

Нитропруссид Na (0,1) 43,8 + 3,6* 11,1 + 1,9**

ГАс (1,0) 67,5 + 5,1* 50,5 + 3,5*,**

ГАс (0,4) 52,1 + 4,3* 38,2 + 3,1*,**

ГАс (0,2) 33,6 + 2,8* 17,4 + 2,6*,**

Примечание:  в % к общему количеству клеток в среде инкубации (M+m; n=3). Р < 0.05 относительно

соответствующих величин, полученных в отсутствии эффектора (*) и на интактных тимоцитах (**).

 

Рисунок 3. Сигнал ЕПР ткани печени
крыс при введении нитрита натрия
(А) и гидроксиламина (В). Сигнал
g=2,03 �нитрозильный комплекс 

с белками печени. 
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зованию NO из  ГАс при его поступ�

лении в организм не реализуется, а

определяющим в токсическом

действии ГАс является   нарушение

кислородтранспортной функции и

жизнеспособности эритроцитов,

нами проведено изучение реакции

ГАс с гемоглобином. 

Из данных, полученных в опы�

тах in vitro (табл.7), видно, что через

0,5 часа после добавления  ГАс в об�

разцах крови отмечается зависимое

от концентрации увеличение высо�

ты   сигнала ЭПР, свойственного

MetHb. Появляется также ЭПР�сиг�

нал комплекса Hb�NO, величина

которого возрастает с увеличением

концентрации ГАс   (табл.7).

В процессе последующей инку�

бации образцов крови также, как и в

опытах in vivo, величины MetHb и

комплекса  Hb�NO разнонаправле�

но изменяются, что указывает на

наличие между этими показателями

взаимосвязи, которая, очевидно,

обусловлена окислительно�восста�

новительным характером реакции

ГАс с железом Hb. В MetHb гемовое

железо находится в окисленном

состоянии (Fe3+), а в нитрозильном

комплексе гемоглобина — в  восста�

новленном (Fe2+). Первоначально

ГАс как сильный окислитель образу�

ет MetHb. Например, в присутствии

3 мМ ГАс за 75 мин образуется око�

ло 50% MetHb. За последующие 45

мин его уровень снижается в 2 раза и

через 20 ч не отличается от   уровня

MetHb в суспензии эритроцитов без

ГАс (контроль).  При меньших кон�

центрациях ГАс (0,1�1мМ)  количе�

ство MetHb через 20 ч снижается

ниже контрольных величин — на

35�58%. Одновременно достигает

максимальных величин концентра�

ция комплекса Hb�NO (табл.7).

Сходная направленность изме�

нений в содержании metHb и Hb�

NO, вызванных ГАс,  получена также

на лизате эритроцитов методом диф�

ференциальной спектроскопии

(рис. 4). В течение 1 ч в оптическом

спектре формируются два выражен�

ных пика поглощения комплекса

metHb (400�405 нм) и Hb�NO (380�

390 нм),  первый из которых в даль�

нейшем за 20 ч  снижается вплоть до

исчезновения, а второй, наоборот,

усиливается, что характеризует вос�

становительные свойства ГА 

(Fe+3
гем Fe+2

гем).  Это свойство ГА

проявляется и при его добавлении к

раствору metHb (рис.4, Д)  уменьше�

нием на протяжении всего времени

эксперимента интенсивности поло�

сы поглощения metHb (405 нм) од�

новременно с нарастанием величи�

ны поглощения в области 420 нм, ха�

рактерной для восстановленного ге�

ма. Однако при этом не регистриру�

ется полоса поглощения комплекса

Hb�NO. При действии на эритроци�

тарный лизат нитрита натрия отме�

чаемые первоначально (в течение 1

ч) одинаковые изменения в спектрах

поглощения Hb трансформируются

в противоположные — к 20�ти часам

полоса поглощения комплекса  Hb�

NO исчезает, а метгемоглобина уси�

ливается. Это характеризует окисли�

тельные свойства нитрита натрия

(Fe+2
гем Fe+3

гем). Учитывая изложен�

ное, можно предположить, что нит�

розильный комплекс Hb�NO обра�

зуется только в результате действия

ГА на восстановленный гем (oxyHb,

deoxyHb). В этой связи, очевидно,  в

крови крыс, потреблявших с питьем

ГАс,  отмечается  аномально высо�

кий уровень  deoxyHb (8,2 %), опре�

деляемый методом оптической

спектроскопии (табл.2). С состояни�

ем гипоксии и оксидативного стрес�

са, вызванного  действием различ�

ных факторов, в том числе и поступ�

лением в организм крысы с питье�

вой водой ГАс, связано значительное

повышение уровня metHb. Его отсу�

тствие (табл.2), возможно, объясня�

ется тем, что накапливающийся в

крови metHb взаимодействует с из�

лишками свободного ГА. В результа�

те  образуется непарамагнитный

комплекс Hb с ГА, в котором гемо�

Таблица 5

Интенсивность ПОЛ и содержание SH�групп в печени после однократного введения гидроксиламин
сульфата ( M+m; n=6)

Группа животных
Количество МДА, нмоль/г ткани SH�группы,

мкмоль/г тканиФоновое Спонтанное Аскорбатзависимое

Контроль 5,7+1,1 23+2 351+19 24 ± 2

Опыт; время после

введения ГАс, ч

0,5 6,2+1,3 34+2* 499+23* 31 ± 3*

1 6,6+1,1 33+2* 478+18* 28 ± 4

3 5,7+0,9 33+2* 481+13* 34 ± 3*

24 6,4+1,1 33+2* 421+26 39 ± 6*

Примечание: * p<0,05 относительно контроля. 

Таблица 6

Содержание SH�групп в крови и суммарных нитритов 
и нитратов в  плазме после однократного введения 

гидроксиламин сульфата ( M±m; n=6)

Группа животных
SH�группы,

мкмоль/мл 

NO2 + NO3,

мкг/мл

Контроль 4,6 ± 0,6 12 ± 1

Опыт; время после

введения ГАс, ч

0,5 3,4 ± 0,3 28 ± 2*

1 3,1 ± 0,3* 24 ± 2*

3 2,9 ± 0,4* 26 ± 2*

24 5,7 ± 0,3 21 ± 2*

Примечание: * р< 0,05 относительно контроля 
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вое железо восстанавливается. Отсу�

тствие в образованном комплексе

координационно связанного О2 и

ковалентной связи Fe+2
гем�NO при�

водит к тому, что он оптической

спектроскопией определяется как

deoxyHb, однако, в отличие от реаль�

ного deoxyHb, этот комплекс не спо�

собен переносить О2 и накапливает�

ся в крови.

Согласно полученным нами дан�

ным, ГА при взаимодействии с  oxy�

или deoxyHb  окисляет гемовое же�

лезо,  формируя с ним ковалентно

связанный аддукт (Fe+3
гем�NH2OH),

который со временем преобразует�

ся, железо восстанавливается и  по�

является ковалентная связь Fe+2
гем�

NO. Наличие в среде инкубации

эритроцитов вместе с ГАс в качестве

источника циан�иона ацетоциан�

гидрина не препятствовало образо�

ванию MetHb�ГА  аддукта. При этом

в спектре поглощения отсутствова�

ли полосы, характерные для циан�

метгемоглобина. С другой стороны,

ГАс не препятствовал образованию

цианметгемоглобина при воздей�

ствиии ацетоциангидрина на  раст�

вор MetHb. Эти данные указывают,

что образованный в результате взаи�

модействия ГАс с гемоглобином в

окси� или дезокси� форме MetHb�

ГА аддукт нельзя  отнести к типич�

ному MetHb, в  котором Fe3+ легко

доступен для воздействия цианидов

и восстанавливающих агентов.   

Принято считать, что ГА как

метгемоглобинобразователь может

использоваться  в качестве антидота

при отравлении цианидами [43,44].

Но полученные нами данные указы�

вают на бесполезность такого  его

применения. Отчасти это подтверж�

дается и данными литературы, пос�

вященными сравнительному изуче�

нию эффективности антидотного

действия различных  метгемоглоби�

нобразователей. Оказалось, что ГА

облегчает состояние отравленных

цианидами гораздо менее эффек�

тивно, чем нитрит натрия [43,45].

В MetHb�ГА аддукте  окисленное

гемовое железо (Fe3+) является стой�

ким к действию классических вос�

становителей. Так, метгемоглобине�

мия, развившаяся у крыс в течение 2

ч после подкожной инъекции ГАс (80

мг/кг), не устраняется при внутриб�

рюшинном введении метиленового

синего в дозе 20 мг/кг за 1 ч до взятия

для анализа  образцов крови. Но его

введение крысам с нитритной ин�

токсикацией (через 2 ч после под�

кожной инъекции нитрита натрия 60

мг/кг), приводит к значительному

(на 74%) восстановлению MetHb. В

обоих случаях инъекции крысам ме�

тиленового синего не влияли на уро�

вень комплекса Hb�NO (табл. 8).

Полученые данные указывают

на то, что в образовавшемся MetHb�

ГА аддукте  железо  самопроизволь�

но восстанавливается в результате

присоединения к нему валентного

електрона от NO�группы ГА. При

этом разрушения аддукта не проис�

ходит.   По ЭПР�спектральным ха�

рактеристикам новообразованный

комплекс восстановленного железа

с гидроксиламиновым аддуктом,

как упоминалось выше, полностью

идентичен нитрозильному, который

образуется при взаимодействии  ге�

моглобина с NO и его донорами, но

отличается очень высокой стабиль�

ностью. Так, согласно нашим дан�

ным, нитрозильный комплекс гемо�

вого железа с ГА сохраняется неиз�

менным в течение недель при хране�

нии образцов крови в нормоксичес�

ких условиях и комнатной темпера�

Таблица 7  

Влияние ГАс на содержание MеtHb (г/л) и Hb�NO (г/л)  в образцах крови крыс (М±m, n=3). 

Концентрация ГАс в пробе, мМ
Время инкубации, ч

0,5 1,25 2 20

0
MetHb 0,9 ± 0,2 1,1 ± 0,2 1,2 ± 0,3 1,9 ± 0,3

Hb�NO 0 0 0 0

0,1
MetHb 1,9 ± 0,4* 1,3 ± 0,2 1,3 ± 0,2 1,4 ± 0,3*

Hb�NO 0,08 ± 0,02 0,12 ± 0,02 0,12 ± 0,03 1,91 ± 0,12

0,5
MetHb 7,5 ± 0,9* 4,7 ± 0,7* 2,1 ± 0,4* 1,3 ± 0,3*

Hb�NO 1,2 ± 0,1 0,92 ± 0,06 1,1 ± 0,1 6,3 ± 0,5

1
MetHb 15 ± 2* 11 ± 1* 7,5 ± 0,8* 1,2 ± 0,4*

Hb�NO 3,2 ± 0,3 3,4 ± 0,3 1,1 ± 0,2 20 ± 2

3
MetHb 39 ± 4* 52 ± 4* 24 ± 2* 1,6 ± 0,4

Hb�NO 22 ± 1 26 ± 2 13 ± 2 101 ± 13

Примечание: *� p<0.05 относительно соответствующих величин, полученных в образцах крови без ГАс.

Рисунок 4. Дифференциальные
оптические спектры.

А: лизат эритроцитов (ЛЭ) — ЛЭ+ГАс
(1 ч), Б: ЛЭ — ЛЭ+ГАс (20 ч),  С: ЛЭ —
ЛЭ+NaNO2 (1 ч), Д: metHb —
metHb+ГАс (1 ч)
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туре,  в процессе солюбилизации Hb

из эритроцитов  в  гипотоническую

среду с  рН 2�10 и  в присутствии 10

М мочевины в гемолизате эритро�

цитов. При всех этих условиях обра�

зование MetHb не наблюдается. С

другой стороны, комплекс Hb�NO,

образованный в результате пропус�

кания газообразного NO через  сус�

пензию эритроцитов, является неус�

тойчивым и в нормоксических усло�

виях при комнатной температуре

распадается за минуты с образова�

нием MetHb. При закислении среды

инкубации эритроцитов этот про�

цесс значительно ускоряется. 

Анализ полученных в опытах in

vivo и in vitro результатов, отражаю�

щих динамику изменений концент�

раций MetHb и Hb�NO (табл.1 и 7),

ставит под сомнение предположе�

ние [ 4,5] о том, что процесс взаимо�

действия ГА и дезоксигемоглобина

является  непрерывной цикличес�

кой окислительно�восстановитель�

ной реакцией, которая служит ис�

точником образования свободных

радикалов, приводящего к  возник�

новению  оксидативного стресса в

эритроцитах и их разрушению. Бо�

лее вероятным представляется, что

процесс взаимодействия ГА и дезок�

сигемоглобина в организме являет�

ся однонаправленным и через  про�

межуточный аддукт с окисленным

гемглобиновым  железом (Fe3+)  за�

канчивается образованием стойкого

комплекса  гемового железа (Fe2+) с

ГА. При этом переброска электрона

между железом и молекулой ГА про�

исходит в гемоглобине без разруше�

ния аддукта и, очевидно, не сопро�

вождается высвобождением свобод�

ных радикалов в том масштабе, ко�

торый мог бы быть в случае функци�

онирования окислительно�восста�

новительного цикла. Поэтому

именно накопление нитрозильного

комплекса гемового железа с ГА в

эритроцитах  каким�то образом вле�

чет за собой стойкие метаболичес�

кие и структурные изменения, в ре�

зультате которых клетки распозна�

ются организмом как дефектные,

выводятся из кровяного русла и раз�

рушаются обычным путем,  преиму�

щественно в селезенке. Отсюда ос�

новными синдромами отравления

ГА являются активация процессов

утилизации эритроцитов и компен�

саторного синтеза ретикулоцитов, а

также спленомегалия [3]. Нами по�

казано, что уже через 20 ч после вве�

дения крысам ГАс весовой коэффи�

циент селезенки возрастает относи�

тельно контрольных животных бо�

лее, чем в 1,5 раза: с (0,47+0,07)% до

(0,74+0,22)% (n=6). Возможно, что

при утилизации поврежденных

эритроцитов, в частности, путем

фагоцитирования, происходит выс�

вобождение ГА и обратное поступ�

ление его в кровяное русло. Это мо�

жет быть причиной рецидива кли�

нической картины гидроксилами�

новой интоксикации спустя 1�2 не�

дели после острого отравления [46].

При остром отравлении ГАс в крови

крыс содержание  комплекса Hb�

NО снижается, хотя и в меньшей

степени, чем уровень MetHb, а в

опытах in vitro под влиянием ГА в

образцах крови на фоне снижения

уровня MetHb ниже контрольных

величин происходит максимальное

увеличение количества комплекса

Hb�NО (табл.1 и 7).  Эти данные

свидетельствуют в пользу того, что в

организме при интоксикации ГАс

эритроциты в результате  накопле�

ния определеного количества гид�

роксиламинового аддукта становят�

ся нежизнеспособными и разруша�

ются, что сопровождается исчезно�

вением самого комплекса.  Обнару�

жение с помощью ЭПР  в опытах in

vivo  в крови крыс негемового окис�

леного железа (Fe3+негем; g=4,3),

или иначе свободного железа, не

сопровождается изменениями кон�

центрации Fe3+трансферрина (табл. 1

и 2)  и поэтому вряд ли связано с на�

рушением обмена железа в организ�

ме,  которое могло бы возникнуть

при образовании из ГАс NO. Появ�

ление свободного негемового желе�

за обусловлено скорее его образова�

нием и высвобождением в процессе

утилизации дефектных, не способ�

ных осуществлять кислородтранс�

портную функцию эритроцитов,

сопровождаемым распадом   гид�

роксиламинового Hb�NО аддукта.  

В опытах in vitro, проведенных на

отмытых цельных эритроцитах,   так�

же отмечается вызванное ГАс образо�

вание свободного окисленного желе�

за. Через 20 ч после добавления в сре�

ду инкубации эритроцитов ГАс  в за�

висимости от его концентрации опре�

деляются следующие уровни свобод�

ного железа: 0,1 мМ ГА —

(0,32±0,14)мг/л; 0,5 мМ ГА — (0,61±

0,20)мг/л; 1 мМ ГА — (1,0±0,3)мг/л; 3

мМ ГА — (1,8±0,7)мг/л; в контроль�

ных образцах свободное железо не об�

наружено. В отмытых эритроцитах от�

сутствует трансферрин и поэтому ис�

точником свободного негемового же�

леза (Fe3+),сигнал которого фиксиру�

ется с помощью ЭПР,  может быть

только разрушение гемоглобина.  Воз�

можно, что именно появление сво�

бодного окисленного железа в силу

его способности катализировать реак�

цию Хабера�Вейсса [47] служит ос�

новной причиной ускорения развития

оксидативного стресса и процессов

Таблица 8

Влияние  метиленового синего на концентрацию MetHb и комплекса
Hb�NO в крови крыс с острой интоксикацией, вызванной нитритом

натрия и гидроксиламин сульфатом

Группа животных MetHb, г/л Hb�NO, г/л

Контроль 1,1 ± 0,2 0

Нитрит натрия 28 ± 4 2,8 ± 0,6

Нитрит натрия +

метиленовый синий
7,3 ±2,4 * 2,9 ±  0,9

ГАс 22 ± 5 4,8 ±  1,1

ГАс + метиленовый

синий
20 ± 6 4,5 ± 0,9

Примечание: * p<0.0001 относительно группы крыс с нитритной

интоксикацией. 
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Г.М.Проданчук, С.Г.Шандренко, Т.О.Кішко, М.П.Дмитренко  

НОВІ АСПЕКТИ МЕХАНІЗМУ ТОКСИЧНОЇ ДІЇ
ГІДРОКСИЛАМІНУ

В дослідах на щурах in vivo та in vitro із зразками крові, ерит�

роцитів і тимоцитів за допомогою методів ЕПР та фотометрич�

ної спектроскопії показано, що при гострому отруєнні гідрокси�

ламін сульфатом  (ГАс) потенційна здатність клітин та тканин

організму до утворення NO не реалізується, і він мало причас�

ний до патогенезу отруєння. ГАс утворює міцно зв'язаний аддукт

з гемовим залізом, яке спочатку знаходиться в окисленому виг�

ляді (MetHb�ГА), не підлягає дії ціанідів і відновлюючих агентів,

зокрема, метиленового синього. MetHb�ГА з часом самостійно

відновлюється без руйнування аддукту.   За ЕПР�спектральними

характеристиками новоутворений комплекс відновленого заліза

(Fe2+) з ГА аддуктом повністю ідентичний нітрозильному, який

утворюється при взаємодії гемоглобіну з NO  і його донорами

але різниться дуже високою стабільністю при зберіганні, рН 2�

10, в розчині  10М сечовини та ін. умовах. Наявність міцного ад�

дукту ГА з залізом ( у вигляді Fe3+ і Fe2+ ) в еритроцитах позбав�

ляє їх кисневотранспортної функції і призводить до стійких ме�

таболічних та структурних змін, в результаті яких клітини

розпізнаються організмом як дефектні, виводяться з кров'яного

русла та утилізуються.   Отримані результати слід враховувати

при розробці методів профілактики лікування отруєнь ГА. 

G.M.Prodanchuk, S.G.Shandrenko, T.O.Kishko, N.P.Dmitrenko

NEW ASPECTS OF HYDROXYLAMINE TOXIC ACTION
MECHANISM

In in vivo and in vitro experiments with rats, blood samples, ery�

throcytes, thymocytes,  using EPR and optical spectroscopic methods

it has been revealed, that cells and tissues potential ability to form nitric

oxide under hydroxylamine (HA) intoxication  is not realized and NO

is not implicated in a pathogenesis of the intoxication. HA forms a fast

combined adduct with a heme iron, which at the first stage exists in a

ferric state (metHb�HA) and unavailable for actions of cyanide, reduc�

ing agents, such as methylene blue. Then the heme iron is reduced

without adduct destruction. The new formed complex (Hb+2�HA) has

an identical EPR�signal with nitrosyl complex Hb�NO but differs from

Hb�NO with high stability under longtime storage, pH 2�10, 10M

urea. HA adduct presence hinders from Hb oxytransport function and

lead to steady methabolical and structural changes which result in an

identification of the erythrocytes as imperfect ones. Then the erythro�

cytes are removed from a blood course and utilized. It is necessary to

take into account the obtained results for development of HA intoxica�

tion prophylaxis and treatment methods




