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СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОЕ  ИЗУЧЕНИЕ  РАЗЛИЧНЫХ ФОРМ ГЕМОГЛОБИНА 

В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТЕПЕНИ ОКИСЛЕНИЯ КАТИОНА ЖЕЛЕЗА 

 

В гемоглобине, кроме собственного белкового поглощения в области 280 нм, имеются 
характерные полосы поглощения, обусловленные гемовой группой Нв и отличающие спектры 
гемоглобина от спектров поглощения других белков. Общим свойством всех спектров погло-
щения гемоглобина является наличие интенсивной полосы Соре в области 400–420 нм с коэф-
фициентом экстинкции от 120000 до 140000 М –1*см –1. 

Кроме полосы во всех спектрах ферропроизводных в красной области от полосы Соре, в 
области 525–580 нм, имеются две полосы с приблизительно равными коэффициентами экс-
тинкции. Эти длинноволновые полосы часто обозначаются как α (c большей длиной волны) и 
β- полосы (с меньшей длиной волны). Положение этих полос, их интенсивность зависит от 
суммарного спинового состояния иона железа, и включенного в комплекс лиганда. 

На рисунке 1 представлены спектры поглощения гемоглобина при различной степени 
окисления железа в комплексе с лигандами. 

 

 
Рисунок 1 – Спектры поглощения высокоспиновых и низкоспиновых форм гемоглобинов:   

I. метНв; 2. метНв+NaNO2; 3. метНв+F; 4. метНв + имидазол; 5. метНв+Н2O2; рН – растворов 7,0.  
Спектры (а) прописаны в 0.1 см кювете, спектры (в) прописаны в I см кювете 

 
Представленные формы гемоглобина с лигандами получены добавлением к метНв кон-

центрации 3*10-5м; 2*10-2м NaNO2; 3*10-2м NaF; 0,3*10-2м имидазола и 3*10-2м Н2О2. Для этих 
смесей представлены максимумы поглощения и экстинкции в таблице 1. 

Гемихром получали различными способами, в том числе так, как в работе [1], а также при 
взаимодействии метНв с пропиловым спиртом. На рисунке 2 представлена зависимость образо-
вания гемихрома при взаимодействии метНв с изопропиловым спиртом. Изопропиловый спирт, 
связываясь с макромолекулой белка, индуцирует конформационные изменения в молекуле 
метHв, что сопровождается уменьшением спинового состояния. После отделения изопропило-
вого спирта на колонке с сефадексом G-25 наблюдали обратимые превращения гемихрома  РЕПОЗИТОРИЙ ГГ
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в высокоспиновый метНв. Однако при этом наблюдали частичную денатурацию белка с обра-
зованием необратимого гемихрома. 

 
Таблица 1 – Длины волн, соответствующие максимуму поглощения различных форм гемоглобина 
 

 Спиновое 
состояние 

λ 
нм 

ε 
LМ-1см-1 

λ 
нм 

ε 
LМ-1см-1 

λ 
нм 

ε 
LМ-1см-1 

метНв 5/2 406 162000 500 9040 630 3700 
метНв+NaNO2 1/2 411 124260 533 8868   
метНв+NaF 5/2 404 149100 491 8781 606 6871 
метНв 

+имидазол 
 

1/2 
 

407 
 

141000 
 

526 
 

8437 
  

метНв+Н2О2 5/2 417 88300 545 10331   
 

 
Рисунок 2 – Спектры поглощения раствора метНв(а) при добавлении различной концентрации  

изопролилового спирта (1, 2, 3, 4, 5, 6) и зависимость образования гемихрома  
от концентрации изопропилового спирта рН 6,8 (в) 

 

 
Рисунок 3 – Спектры поглощения метНв (I), метНв в смеси с изопропиловым спиртом (2) 
после прохождения через колонку G-25 (3). С метНв – 3*10-5м. Сспирт-3*10-5м. Сспирт-2*10-1м 
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Рисунок 4 – Спектры поглощения различных форм гемоглобина: I – метНв; 2 – метНв с Н2О2 сразу  
после добавления перекиси водорода (феррипероксидная форма); 3 – феррипероксидная форма  
через 3 часа после ее получения рН 6,8; фосфатный буфер. С метНв – 3*10-5м. С Н2О2-3*10-2м 
 
Спектр поглощения феррипероксидной формы отличается от спектров поглощения ок-

сиНв и метНв. Пероксидная форма Нв нестабильна и с течением времени превращается в 
метНв. При понижении давления воздуха в растворе оксиНв, по спектрам поглощения, регист-
рировали образование дезоксиНв (рисунок 5). 

 
 

Рисунок 5 – Спектры поглощения характеризующие образование дезоксигемоглобина  
из оксигемоглобина при продувании через раствор азота 

 
Аналогичные спектры получаются при добавлении дитионита или вакуумировании рас-

творa оксигемоглобина. 1 – исходный НвО2; 2 – дезоксиНв. 
Обработку результатов исследования по спектрам поглощения проводили на основании 

того, что между различными формами гемоглобина существует равновесное состояние, что 
подтверждается наличием изобестических точек в спектрах поглощения (рисунки 1–5). 

Использование метода изобестических точек или длин волн позволяет значительно упро-
стить определение компонентов в равновесной смеси .Изобестическая длина волны или изобес-
тическая точка – такая длина волны, при которой коэффициенты экстинкции имеют одинаковое 
численное значение для двух или нескольких веществ, способных обратимо превращаться друг 
в друга. Способ расчета основан на использовании закона Бугера-Бера и составлении системы 
уравнений для двух длин волн, произвольно выбранных. По спектрам определяли поглощение 
(оптическую плотность) D1 и D2 для длин волн λ1 и λ2 соответственно и учитывая, что поглоще-
ние D смеси различных форм гемоглобина равна D= D1+ D2 , где D1, D2 – поглощение каждой 
формы гемоглобина. Зная коэффициент молярной экстинкции ε 1 одной формы гемоглобина для 
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λ1, можно всегда при 100% переходе одной формы гемоглобина в другую определить экстинк-

цию ε1 для λ1 другой формы гемоглобина из условия, что 
1

1
1

D

ε
=С     

2

2
2

D

ε
=С  

где С1=С2 (концентрации форм гемоглобина) при 100 % переходе одной формы гемоглобина в 
другую форму. 

Тогда      
2

2

1

1 DD

εε
=     или    

1

12
2 D

D ε
ε =  

Такой метод позволяет определить экстинкцию для любых форм гемоглобина 
при наличии экстинкции известной формы. Для любого случая смеси двух форм гемо-

глобина расчетное уравнение может иметь вид: 

221

11

22112

22111

D

D

λλ

λλ

εε

εε

CC

CC

+=

+=
 

где D1; D2 – оптическая плотность, определяемая по спектру поглощения двух форм гемогло-
бина для λ1 и λ2 ; С1 и С2 – концентрации различных форм гемоглобина; ε1λ1 и ε 1λ2 – коэффици-
енты молярной экстинкции для длин волн λ1 и λ2 для первой формы гемоглобина; ε 2λ1 и ε 2λ2 – 
коэффициент молярной экстинкции для длин волн λ1 и λ2 для второй формы гемоглобина. 

Решение этих линейных уравнений позволяет определить любую концентрацию иссле-
дуемых форм гемоглобина.  

Для трех форм гемоглобина НвО2, дезоксиНв, метНв для составления линейных уравне-
ний берем следующие длины волн: 555 нм, 541 нм, 500 нм. Молекулярные экстинкции веществ 
для этих длин волн представлены в таблице 2. 

 
Таблица 2 – Коэффициенты молярной экстинкции ферро- и  ферриформ Нв (L/(моль*см) 
 

 λ 
-нм 

ε 
-LМ-1см-1 

λ 
-нм 

ε 
-LМ-1см-1 

λ 
-нм 

ε 
-LМ-1см-1 

НвO2 555 9750 541 14370 500 5060 
Нв 555 13040 541 11940 500 4090 

метНв 555 4880 541 6100 500 9040 
 
В случае исследования многокомпонентной смеси n различных форм гемоглобинов со-

ставляется система из n линейных уравнений, но в этом случае уменьшается точность нахож-
дения концентраций гемоглобинов из-за взаимного влияния электронных поглощений, вслед-
ствие чего происходит искажение спектров поглощения. Данные рассуждения справедливы для 
случая выполнения закона Бугера-Ламберта-Бера. 

Результаты исследований по изменению спектральных свойств гемоглобина и комплек-
сов Нв с лигандами и другими соединениями могут использоваться в медицинской фармаколо-
гии и экспериментальной биологии для предотвращения повреждающего действия различных 
веществ на транспорт кислорода гемоглобином. 
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ВЛИЯНИЯ АГРОХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ЛЕСНЫХ ПОЧВ НА СОДЕРЖАНИЕ 

ФОСФОРА В КАРПОФОРАХ МИКОРИЗООБРАЗУЮЩИХ ГРИБОВ 

 

Макромицеты играют существенную роль в жизнедеятельности лесных экосистем, сти-
мулируя рост и развитие древостоя, оказывая существенное влияние на почвообразующие про-
цессы в лесу (Багинский, Бурова). Функциональная роль грибов в процессе круговорота веществ  
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