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АННОТАЦИЯ 

Обоснование. Постоянство белкового состава организма является одним из важнейших 

условий нормальной жизнедеятельности. Отклонения в содержании основных биоэлемен-

тов, в частности металлов с переменной валентностью, вызванные экологическими факто-

рами, неправильным питанием и другими приводят к различным нарушениям. Одним из 

свойств металлов переменной валентности является способность вызывать в совместном 

действии с активными формами кислорода металл-катализируемое окисление белков. 

Представляется интересным изучить окислительную модификацию аминокислотных ос-

татков альбумина и изменение его свойств. 

Цель. Изучить влияние активных форм кислорода, генерируемых по реакции Фентона  

в присутствии Fe
2+

 и Cu
2+

, на окислительную модификацию аминокислотных остатков 

бычьего сывороточного альбумина. 

Материалы и методы. Исследование проводили на бычьем сывороточном альбумине 

(БСА), который инкубировали в течение 2 часов в смеси реактивов Фентона — FeSO4 + 

H2O2 и в смеси СuSO4 + H2O2. Количественное содержание белка в пробах определяли с 

реактивом бромкрезоловый зеленый («Альбумин-Ольвекс»). Оценку содержания карбо-

нильных производных белков проводили по методу R. L. Levine в модификации Е. Е. Ду-

бининой. Содержание тиоловых групп в образцах альбумина контрольной и эксперимен-

тальных групп определяли по методу Эллмана с DTNB в неденатурирующих условиях. 

Результаты. Представленные результаты демонстрируют, что под действием ионов Сu
2+

 

формирование карбонильных производных алифатических аминокислот альбумина  

меньше, чем в присутствии Fe
2+

, что может объясняться разной степенью аффинности 

альбумина к металлам переменной валентности. Скорость подвижности окислительно-

модифицированного альбумина в полиакриламидном геле снижается, что объясняется  

агрегацией белка за счет битирозиновых сшивок.  

Заключение. Металлы переменной валентности влияют на модификацию альбумина.  

Изменение функциональных свойств белка имеет физиологическое значение, в том числе 

при экстрацеллюлярной мобилизации железа и меди. 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: The constancy of the protein composition of the body is one of the most  

important conditions for normal vital activity. Deviations in the content of the main bioelements, 

in particular, mixed valence metals, caused by environmental factors, improper nutrition and 

other factors, lead to various disorders. One of the properties of metals of mixed valence is the 

ability to cause metal-catalyzed oxidation of proteins in joint action with active forms of oxygen. 

It seems interesting to study the oxidative modification of the amino acid residues of albumin 

and the change in its properties. 

AIM: To study the effect of reactive oxygen intermediates generated by the Fenton reaction  

in the presence of Fe
2+

 and Cu
2+

 on the oxidative modification of amino acid residues of bovine 

serum albumin.  

MATERIALS AND METHODS: The study was carried out on bovine serum albumin (BSA), 

which was incubated for 2 hours in a mixture of Fenton's reagents – FeSO4 + H2O2 and in a  

mixture of СuSO4 + H2O2. The quantitative protein content in the samples was determined with 

the bromcresol green reagent (Albumin-Olvex). The content of carbonyl derivatives of proteins 

was estimated by the method of R.L. Levine modified by E.E. Dubinina. The content of thiol 

groups in albumin samples from the control and experimental groups was determined by the 

Ellman method with DTNB (under non-denaturing conditions.  

RESULTS: The presented results demonstrate that under the action of Cu
2+

 ions, the formation 

of carbonyl derivatives of aliphatic amino acids of albumin is less than in the presence of Fe
2+

, 

which can be explained by the different degrees of albumin affinity to metals of variable valence. 

The rate of mobility of oxidatively modified albumin in polyacrylamide gel decreases, which is 

explained by protein aggregation due to bityrosine cross-links.  

CONCLUSION: Variable valence metals affect the modification of albumin. The change in  

the functional properties of the protein is of physiological significance, including the case of  

extracellular mobilization of iron and copper. 
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electrophoresis 

 
For citation: 

Zav’yalova O. A., Marsyanova Yu. A., Abalenikhinа Yu. V., Ishtulin A. F., Gorelova A. E. The influence of metals 

of variable valence on the oxidative modification of albumin amino acid residues. Science of the young (Eruditio 

Juvenium). 2021; 9(3):369–376. https://doi.org/10.23888/HMJ202193369-376. 

 

 

© Authors, 2021 

The article can be use under the CC BY-NC-ND 4.0 license 

mailto:olga.zavyalova.1999@mail.ru
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


 

371 

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ |               Том 9, № 3, 2021               | НАУКА МОЛОДЫХ (Eruditio Juvenium) 

 

https://doi.org/10.23888/HMJ202193369-376 

Обоснование 

Постоянство белкового состава ор-

ганизма является одним из важнейших 

условий нормальной жизнедеятельности. 

Отклонения в содержании основных био-

элементов (Fe, Cu, Cr, Mn и др.), вызван-

ные экологическими факторами, непра-

вильным питанием и другими приводят к 

различным нарушениям. Среди биоэле-

ментов особая роль принадлежит метал-

лам с переменной валентностью, так как 

они обладают высокой реакционной спо-

собностью. Ион металла реагирует с пе-

роксидом водорода, что приводит к гене-

рации активных форм кислорода [1]. 

Одно из главных свойств металлов 

переменной валентности вызывать в со-

вместном действии с активными формами 

кислорода металл-катализируемое окис-

ление белков. Результатом этих превра-

щений служит окисление аминокислот-

ных остатков и образование карбониль-

ных производных [2]. Окисление белков 

происходит в области металл-связывающей 

поверхности, где осуществляется моди-

фикация аминокислотных остатков. Из-

вестен механизм металл-катализируемого 

окисления — взаимодействие остатка ли-

зина с катионом Fe
2+

 или Сu
2+

, в результа-

те чего образуется металл-белковый коор-

динационный комплекс.  

Доказано, что окисление может про-

исходить при участии активных форм ки-

слорода не только по алифатическим не-

замещенным аминокислотным остаткам, 

но и серосодержащим, а также по остат-

кам тирозина и триптофана [3]. 

В связи с тем, что в альбумине вы-

сокое содержание лизина, треонина, ме-

тионина, изолейцина, триптофана, тиро-

зина [2], интересным представляется изу-

чить окислительную модификацию ами-

нокислотных остатков альбумина и изме-

нение его свойств. Таким образом, целью 

исследования стало изучить влияние ак-

тивных форм кислорода, генерируемых по 

реакции Фентона в присутствии Fe
2+

 и 

Cu
2+

, на окислительную модификацию 

аминокислотных остатков бычьего сыво-

роточного альбумина. 

Материалы и методы 

Исследование проводили на бычьем 

сывороточном альбумине (БСА), который 

инкубировали в течение 2 часов в смеси 

реактивов Фентона — FeSO4 + H2O2 (экс-

перимент 1, n = 8) и в смеси СuSO4 + H2O2 

(эксперимент 2, n = 8). В качестве контро-

ля использовали БСА, который инкубиро-

вали в течение 2 часов в физиологическом 

растворе без участия металлов перемен-

ной валентности (n = 8).  

Количественное содержание белка в 

пробах определяли с реактивом бромкре-

золовый зеленый («Альбумин-Ольвекс» 

производителя «Ольвекс Диагностикум»). 

Метод основан на образовании окрашен-

ных комплексных соединений при взаи-

модействии альбумина с бромкрезоло-

вым зеленым в слабокислой среде. Ин-

тенсивность окраски при длине волны 

630 нм прямо пропорциональна концен-

трации альбумина. 

Оценку содержания карбонильных 

производных белков проводили по методу 

R. L. Levine в модификации Е. Е. Дубини-

ной [4]. Оптическую плотность образо-

вавшихся динитрофенилгидразонов реги-

стрировали на спектрофотометре в диапа-

зоне 230–535 нм и подсчитывали площадь 

под кривой спектра поглощения.  

Интенсивность окислительной мо-

дификации белка по тирозиновым и трип-

тофановым аминокислотным остаткам 

оценивали флуоресцентным методом. 

Флуоресценцию триптофана регистриро-

вали при длине волны возбуждения 295 нм 

и длине волны испускания 340 нм [7]. 

Флуоресценцию битирозина регистриро-

вали при длине волны возбуждения 325 нм 

и длине волны испускания 415 нм [5, 6]. У 

триптофана и тирозина примерно одина-

ковые квантовые выходы флуоресценции, 

но поскольку молярный коэффициент по-

глощения триптофана на порядок больше, 

чем тирозина, то и флуоресцирует он 

сильнее; флуоресценцией остальных ами-

нокислот можно пренебречь. Полученные 

результаты выражали в единицах флуо-

ресценции, отнесенных на грамм белка. 
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Содержание тиоловых групп в об-

разцах альбумина контрольной и экспе-

риментальных групп определяли по мето-

ду Эллмана с DTNB (5,5'-дитиобис  

(2-нитро) бензоатом) («Serva», Германия) 

в неденатурирующих условиях. При реак-

ции сульфгидрильных (тиоловых) групп с 

реактивом Эллмана происходит разрыв 

дисульфидной связи в реактиве, и образу-

ется 2-нитро-5-тиобензойная кислота, ко-

торая легко переходит в хиноидную фор-

му в воде при нейтральных и щелочных 

рH и имеет ярко-жёлтую окраску. 

 

 

Рис. 1. Образование 2-нитро-5-тиобензойной кислоты. 

 

Концентрацию SH-групп рассчиты-

вают, исходя из коэффициента экстинк-

ции Е = 13,6 мМ
-
¹ см

-
¹. В качестве стан-

дартного раствора для построения калиб-

ровочной кривой использовали восста-

новленный раствор глутатиона в диапазо-

не концентраций 0,01–1 мМ
-
¹ см

-
¹ [8]. 

Раствор альбумина подвергали не-

окрашенному нативному вертикальному 

электрофорезу в 8% полиакриламидном 

геле (CN-PAGE). Для визуализации ре-

зультата, пластинки геля выдерживали в 

растворе кумасси бриллиантового синего 

в течение 12 часов. Затем гель промывали 

раствором уксусной кислоты (7%) для 

удаления избытка красителя, далее геле-

вую пластинку промывали дистиллиро-

ванной водой и сканировали [9].  

Количественную оценку окисления 

аминокислотных остатков альбумина про-

водили с помощью компьютерной про-

граммы [10], результаты представлены в 

виде Ме [Q1; Q3], где Ме — медиана, Q1 

— минимальное, а Q3 — максимальное 

значение вариационного ряда. Оценку зна-

чимости отличий между сравниваемыми 

группами проводили по критерию Манна–

Уитни и обрабатывали с помощью компь-

ютерной программы Statistica 12. Различия 

считались достоверными при р < 0,05. 

Результаты и их обсуждение 

В качестве металл-зависимого окис-

ления белков был выбран механизм реак-

ции Фентона, которая широко использу-

ется в практике научных исследований 

как источник гидроксильных радикалов. 

Реакцию Фентона используют для образо-

вания свободных радикалов с целью по-

следующего определения антиоксидант-

ной способности реагирующих веществ. 

Эксперимент был проведен и с ионами 

меди, которые также способны изменять 

свою степень окисления при действии на 

белковые комплексы [2]. 
 

Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

 + OH· + OH
− 

 

Cu
+
 + H2O2 → Cu

2+
 + OH· + OH

− 

 

После экспозиции белка с добавле-

нием реакционной смеси степень повреж-

дения алифатических аминокислот оцени-

вали по содержанию карбонильных про-

изводных белков.  

Уровень карбонильных производных 

белка в экспериментальной группе 1 (же-

лезо-зависимое окисление) и эксперимен-

тальной группе 2 (медь-зависимое окис-

ление) был статистически значимо выше, 

чем в контрольной группе (табл. 1). 

При окислительном повреждении 

альбумина по алифатическим аминокис-

лотным остаткам преимущественно фор-

мируются альдегидные производные, если 

в качестве металла переменной валентно-

сти в реакции Фентона выступает Fe
2+

, и 

кетоновые производные — если Сu
2+

. 

Полученные результаты свидетель-

ствуют об активном окислительном стрес-

се,  индуцируемом  по  реакции  Фентона, 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:DTNB_reaction_with_thiol.svg?uselang=ru
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Таблица 1. Уровень карбонильных производных в бычьем сывороточном альбумине  

при окислительном стрессе, индуцируемом по реакции Фентона, Ме [Q1; Q3] 

 
Контроль 

Экспериментальная 

группа 1 

Экспериментальная 

группа 2 

Общее содержание  

карбонильных производных 

(е.о.п./г белка) 

0,01 

[0,001;0,011] 

0,62 

[0,44; 0,65]* 

0,52 

[0,32; 0,54]* 

АДНФГ (е.о.п./г белка) 
0,008 

[0,008; 0,008] 

0,4 

[0,31; 0,46]* 

0,39 

[0,21; 0,48]* 

КДНФГ (е.о.п./г белка) 
0,002 

[0,002; 0,004] 

0,22 

[0,13; 0,23]* 

0,13 

[0,1; 0,2]* 

Доля первичных маркеров, % 80 [66,7; 80] 64,5 [50; 74,2] 75 [40,4; 92,3] 

Доля вторичных маркеров, % 20 [20; 33,3] 35,5 [20,9; 37,1] 25 [19,2; 38,5] 

Примечание: * — статистически значимые отличия от группы контроля (р<0,05) 

 

при этом Сu
2+ 

способствует более глубо-

кому окислению и формированию вторич-

ных маркеров окислительного стресса [1]. 

Под действием активных форм ки-

слорода в экспериментальных группах 1 и 

2 наблюдается увеличение флуоресценции 

битирозина, что свидетельствует о его 

окислении (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Изменение флуоресценции битирозина бычьего сывороточного альбумина  

при окислительном стрессе, индуцируемом по реакции Фентона, ед.фл./г белка. 

Примечание: * — статистически значимые отличия от группы контроля (р < 0,05). 

 
Снижение флуоресценции трипто-

фана в экспериментальных группах 1 и 2 

свидетельствует об окислении этой ами-

нокислоты (рис. 3).  

Уровень тиоловых (SH-) групп в ус-

ловиях представленных эксперименталь-

ных моделей статистически значимо не 

изменяется, так в контрольной группе 

данный показатель составил 0,52 [0,48; 

0,56] мМ, в экспериментальной группе 1 

— 0,69 [0,48; 0,9] мМ, в эксперименталь-

ной группе 2 — 0,61 [0,5; 0,72] мМ. 

При проведении электрофоретиче-

ского исследования нами было установле-

но, что подвижность белка в электриче-

ском поле снижается в эксперименталь-

ных группах 1 и 2 (рис. 4), что свидетель-

ствует об изменении молекулярной массы 

белка. Уменьшение электрофоретической 

подвижности обусловлено агрегацией 

белковых молекул за счет образования 

битирозиновых сшивок [9]. 
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Рис. 3. Изменение флуоресценции триптофана бычьего сывороточного альбумина  

при окислительном стрессе, индуцируемом по реакции Фентона, ед.фл./г белка. 

Примечание: * — статистически значимые отличия от группы контроля (р < 0,05). 

 

 

Рис. 4. Распределение зон локализации альбумина после разделения.  

Примечание: 1–4 — контроль, 5, 6 — железо-зависимое окисление, 7, 8 — медь-зависимое 

окисление. 

 

Модификация аминокислотных ос-

татков альбумина при действии активных 

форм кислорода, генерируемых по реак-

ции Фентона, приводит к изменению 

функциональной активности белка. Кроме 

этого, продукты повреждения белка яв-

ляются не только маркерами окислитель-

ного стресса в организме, но и могут быть 

промежуточными продуктами патологи-

ческих процессов [11]. 

Заключение 

Таким образом, было установлено, 

что металлы переменной валентности ока-

зывают влияние на изменения окисли-

тельной модификации альбумина по ами-
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нокислотным остаткам тирозина, трипто-

фана и цистеина, а также изменяют его 

электрофоретическую подвижность в по-

лиакриламидном геле. Изменение функ-

циональных свойств белка имеет физио-

логическое значение, в том числе при экс-

трацеллюлярной мобилизации железа и 

меди, что оказывает воздействие на разви-

тие различных патологических процессов 

в организме. 
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