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Окислительный метаболизм селенита натрия
в изолированных эритроцитах человека in vitro
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Резюме: Рассмотрено  влияние селенита натрия на развитие перекисного окисления липидов (ПОЛ), накопление метге-
моглобина (MetHb), селена, состояние восстановленного глутатиона (GSH) и активность глутиатионпероксидазы (ГП) в
изолированных эритроцитах в инкубационной среде содержащей различные конечные концентрации Na2SeO3. Выяснено,
что низкие (1 мкМ, 5 мкМ) концентрации Na2SeO3 мало влияют на статус GSH, a при высоких (50 мкМ и 100 мкМ) кон-
центрациях, GSH заметно истощается, при этом ГП, имеющая GSH в качестве основного субстрата окисления также су-
щественно снижается. Характерно, что высокие конечные концентрации Na2SeO3 приводят к усилению окислительных
процессов как в гемоглобине, так и в эритроцитах. И наоборот, низкие концентрации Na2SeO3 приводят к уменьшению
накопления продуктов реагирующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) и MetHb .
Высказано предположение о том, что стимуляция высокими концентрациями Na2SeO3 окислительных процессов связано
с ингибированием ключевого антиокислительного энзима ГП, что обусловлено образованием селенсульфидных групп в
гемоглобине, приводящее к потере внутренних ресурсов GSH и как следствие к потере ГП активности.
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Oxidative metabolism of sodium selenite in isolated human 
red blood cells in vitro
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Abstract: The influence of sodium selenite on the development of lipid peroxidation (LPO), the accumulation of methemoglobin
(MetHb), selenium, the state of reduced glutathione (GSH) and the activity of glutathione peroxidase (GP) in isolated red blood cells
in an incubation medium containing various final concentrations of Na2SeO3 are considered. It was found that low (1 M, 5 M)
concentrations of NavSeO3 have little effect on the status of GSH, and at high (50 M and 100 M) concentrations, GSH is notice-
ably depleted, while GP having GSH as the main oxidation substrate also decreases significantly. It is characteristic that high final
concentrations of Na2SeO3 lead to an increase in oxidative processes both in hemoglobin and in erythrocytes. Conversely, low con-
centrations of Na2SeO3 lead to a decrease in the accumulation of thiobarbituric acid (TBA)-active products and MetHb. It has been
suggested that stimulation of oxidative processes by high concentrations of Na2SeO3 is associated with inhibition of the key antiox-
idant enzyme GP, which is due to the formation of selenium sulfide groups in hemoglobin, which leads to a loss of internal GSH
resources and, as a result, to a loss of GP activity.
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ВВЕДЕНИЕ. Селен является эссенцианаль-
ным элементом, обладающим важными биологи-
ческими свойствами, в том числе и многочислен-
ными регуляторными. На сегодня в организме че-
ловека идентифицированы 25 селен содержащих
белков, синтез которых осуществляется посред-
ством специфического механизма Sesic, включаю-
щие в себя 21-ю аминокислоту, кодирующуюся
стоп-кодоном (UGA). Причем селен входит в се-
ленбелки через селен-цистеинильную тРНК, кото-
рая в свою очередь синтезируется посредством пе-
рехода селенольной группы из селенфосфата в се-
рил-тРНК, тогда как в случае избытка селена, он
выводится из организма путем метилирования. На
этот счет имеется многочисленные обзоры и мо-
нографии [1- 4]. 

Снижение активности селенсодержащих анти-
окислительных энзимов  сопряжено с развитием
патологий сердечно-сосудистой системы  [4],  за-
болеваний мозга [5], рака [6], развитием гемолити-
ческих анемий различного генеза [7-9] и т.д.  Орга-
низм получает диетарный селен в форме неоргани-
ческих и органических соединений (селенметио-
нин, селенцистеин). Принято считать, что в основ-
ном, присутствующий в плазме селенпротеин SeP
выполняет транспортную функцию по переносу
селена в места синтеза других белков [5,6]. В то же
время относительно недавно выяснилось, что и в
отсутствии SeP селен из селенистой кислоты мо-
жет распределяться по органам и тканям, образуя
различные активные соединения пока еще по неиз-
вестному механизму [10].  Кроме того, из-за широ-
кого использования биологически активных доба-
вок, содержащих селенит натрия, вопрос влияния
неорганического селена на эритроциты предопре-
деляет интерес для профилактической медицине и
токсикологии. Однако при всех важных полезных
свойствах селена, принимающего активное учас-
тие при регуляции многих жизненных процессов
следует иметь ввиду его высокую токсичность,
проявляющуюся при избыточном поступлении в
организм. Это связано с очень узким диапазоном
между его полезными и токсичными свойствами
т.е. отравлением организма так называемым состо-
янием селеноза: выпадение волос и ногтей, нару-
шение работы многих органов и тканей [1,2,3]. 

В 70-е годы прошлого столетия было установ-
лено, что селен из селенита натрия быстро погло-
щается эритроцитами и претерпевает сложный ме-
таболический путь по восстановлению из (+IV) ва-
лентного состояния до (+II) валентного (т.е. до
H2S) [11]. Многочисленными опытами было также
установлено, что селен при обогащении селенитом
эритроцитов в опытах in vitro и in vivo активно

включается в гемоглобиновую фракцию [11-15].
Было также показано, что Se включается в эритро-
циты и  оказывает определенный антиокислитель-
ный эффект, влияя на окислительную резистент-
ность гемоглобина и эритроцитов [16,17]. В норме
селен активно включается в SH-группы гемоглоби-
на в -цепи в положении -цистеин 93, (причем,
95-98% включаемого в гемоглобин селена локали-
зуется именно в -цепи Hb)  и выходит из эритро-
цитов в форме селенсодержащих альбуминов че-
рез анионобменник AE1, перемещаясь в печень,
где в основном происходит синтез селенбелков de
novo, после чего селен в виде селенбелков посту-
пает в различные ткани и органы, в том числе и в
эритроциты [10,18-20].

Избыток связывания селена в гемоглобине (-
цепи) конкурирует с обратимым связыванием с
СО2 и аминогруппой гемоглобина, тем самым уве-
личивает образование свободного СО2 [15] и спо-
собствует образованию пероксинитрита, который
является главной активной формой кислорода
(АФК) в эритроцитах [21], что в конечном счете
приводит к активации окисления белков и липидов
эритроцитов. Таким образом, селенит в избыточ-
ных количествах может активировать окислитель-
ную модификацию эритроцитов.

В этой связи целью работы явилось изучение
влияния концентрации селенита натрия в инкуба-
ционной среде, содержащей эритроциты человека,
на окислительные процессы в них и окислительно-
го состояния самого гемоглобина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В экспериментах бы-
ли использованы: селенит натрия (Na2SeO3), 2,3-диами-
нонафталин (Acros 15959), глутатион восстановлен-
ный (C10H17N3O6S) (AppliChem), 5,5-Dithio-bis (-2-
nitrobenzoesaure) (Ellmans Reagens) crystallized
(C14H8N2O8S2-MG 396,4) (Germany), тиобарбитуровая
кислота (ТБК) (AppliChem), хлорная кислота (HCIO4)
(ЛенРеактив), оксиметил аминометан (TRIS) (Вег-
тон.Ru), aзотная кислота (HNO3), этилендиаминтет-
роуксусная кислота (EДТА),  соляная кислота (HCI),
гексан, азид натрия (NaN3) (Biochem (Франция), трих-
лоруксусная кислота (ТХУ), калий-гексацианид-феррат
K3[Fe(CN)6], NaCN. Все реактивы химически чистые. 

В модельных опытах основным объектом исследо-
вания являлись эритроциты и плазма человека. Была
использована кровь доноров, взятая из локтевой вены в
пробирки с гепарином. Центрифугированием (850 g в
течение 15 мин) проводились отделение плазмы крови
от эритроцитов. Для получения суспензии эритроци-
тов осадок эритроцитов трижды отмывался в деся-
тикратном объеме физиологического раствора (NaCl
0,9 %), центрифугировался при 850 g в течение 15 мин
с последующим удалением надосадочной жидкости. Ге-
молиз эритроцитов достигался путем разбавления
эритроцитарной массы дистиллированной водой в со-
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отношении 1:9 с последующим замораживанием, от-
таиванием и центрифугированием при 10000 G. 

Накопление MetHb оценивали по полуэмпирическим
формулам, предложенным Szebeni J. [22]. Активность
глутатионпероксидазы (ГП) в лизатах эритроцитов
определяли по методу Моина В.М. [23]. Уровень ПОЛ
эритроцитов оценивали по накоплению окрашенных
продуктов малоновогодиальдегида (МДА), реагирую-
щих в цветной реакции с тиобарбитуровой кислотой
(ТБК) [24]. Определение селена в биологическом мате-
риале проводилось флуориметрическим методом с при-
менением 2,3-диаминонафталина [25]. Все измерения
проводили на спектрофотометре СФ-46 (Россия) и
флуоримерте ФАС (СССР). Статистическая обработ-
ка данных проводилась с применением критерия Стю-
дента (при уровене значимости р<0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ. Были
проведены опыты по накоплению и распределе-
нию селена в изолированных эритроцитах после
их инкубирования (гематокрит 20%, 37°С, 0,05 М
изотонический НФБ + 0,14 мM глюкозы) в среде,
содержащей Na2SeO3 с различными конечными со-
держаниями  в течении 2-ух часов.

Из рисунка 1 видно, что селен уже в первые
10-15 минут максимально накапливается в эритро-
цитах и чем выше конечная концентрация селени-
та натрия, тем медленнее идет накопление, т.е.
максимум накопления достигается позднее и селен
выходит из эритроцитов в более длительные сроки.
Относительный выход тем выше, чем ниже коли-
чество внесенного в инкубационную среду
Na2SeO3. Инкубирование суспензии эритроцитов с
Na2SeO3 после 3-ех кратного промывания НБФ-бу-
фером при условиях, приведенных в рис. 1, также
показано, что очень малая часть селена выходит за
пределы мембран эритроцитов. 

Рассмотрение распределения экзогенного се-
лена по фракциям цитозоля и мембранного остат-
ка показало что, соотношение селена в цельном
цитозоле (полный гемолиз достигается дистилли-
рованной водой в течении 10 минут при соотноше-
нии 0,5мл паста эритроцитов: 5мл вода, 1:10) и в
центрофужном остатке (15000g*30 минут, трехк-
ратное промывание изотоническим НФБ) состав-
ляет  95% : 5%, т.е  лишь малая часть селена лока-
лизуется в мембранном пространстве (1-5%) в за-
висимости от конечной концентрации. При низких
(1 мкМ и 5 мкМ) и умеренных (10 мкМ) конечных
концентрациях для мембраносвязанного селена
эти показатели  выше, чем при высоких концентра-
циях (50, 100 мкМ). Эти данные свидетельствуют о
том, что быстро включаемый селен фактически ос-
тается в эритроцитах, в основном, в цитозольной
фракции и плохо выводится из эритроцитов в бу-
ферное пространство, частично "застревая" в
мембранах. По имеющимся многочисленным све-

дениям литературы селенит проходит сложный хи-
мический метаболизм, в ходе которого селен из се-
ленита накапливается в гемоглобиновой фракции и
может выходить лишь при наличии альбуминов
плазмы, что именно эти белки обеспечивают выход
и последующий обратный транспорт их через ани-
онобменник AE1 [10,19,20]. К 2000-ым годам спе-
циальными опытами было также установлено, что
селен из селенита непосредственно не реагирует с
гемоглобином, а реагирует посредством тиоловых
групп, в том числе через GSH, образует селенотри-
сульфид (селендиглутатион) соединение, взаимо-
дейсвующее с гемоглобином [19].  

Существуют веские доказательства того, что в
основе метаболизма селенита в эритроцитах лежит
взаимодействие его с восстановленным глутатио-
ном (GSH). Подобна реакция описана еще в 1941-
ом году Painter E.P. [26]. В дальнейшем эти предс-
тавления были успешно развиты во многих рабо-
тах .E. Gatner (1968), M. Sandhocm (1973), T.A.
Gasiewicz (1978), K.T. Susuki (1998) [19] и др.

В настоящей работе были изучено состояние
статуса GSH в зависимости от конечной концент-
рации селенита натрия в инкубационной среде.
Были выбраны малые (1 мкМ, 5 мкМ), умеренные
(10 мкМ) и высокие (50 мкМ и 100 мкМ) концент-
рации Na2SeO3.

Из рис. 2(а) видно, что (время инкубирования
30 минут) при высоких концентрациях Na2SeO3

практически полностью истощается GSH, при
умеренной концентрации имеет место точка пере-
гиба в изменении количества GSH в сторону
уменьшения, тогда как низкие дозы селенита мало
влияют на статус GSH. При этом активность ГП
(рис. 3(б)) при малых конечных концентрациях се-
ленита несколько поднимается, а при умеренных

Рис. 1. Кинетика содержания селена в
эритроцитах, инкубированных в среде,

содержащей Na2SeO3 с конечной
концентрацией 1мкМ, 10мкМ, 100 мкМ

(период инкубирования 60 мин).



21

ÁÈÎÌÅÄÈÖÈÍÀ ò.17•¹3•2019 / BIOMEDICINE vol.17•¹3•2019 
ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ / ORIGINAL ARTICLESDOI: 10.24411/1815-3917-2019-10018

ее уровень мало отличается от контрольного. При
высоких же дозах вследствие резкого уменьшения
основного субстрата окисления GSH активность
ГП заметно снижается вплоть до критических
близких к нулю. По видимому, это и есть опреде-
ленное отражение окислительной токсичности  се-
ленита натрия взятого в повышенных концентра-
циях.

Далее были проведены эксперименты по рас-
смотрению концентрационного влияния селенита
на развитие ПОЛ и гемолиза, накопление MetHb в
суспензиях эритроцитов при их обработке селени-
том при тех же условиях, что и в предыдущих экс-
периментах.

Из рис. 3(а) видно, что накопление ТБК-актив-
ных продуктов имеет фазовый характер: при низ-
ких концентрациях имеет место уменьшение, при
умеренных (10 мкМ)  концентрациях наблюдается
тенденция к уменьшению, а при высоких происхо-
дит стимуляция ПОЛ. В то же время изменение

концентрации селена в инкубационной среде не
оказывает видимого влияния на гемолиз эритроци-
тов. 

Аналогичная картина рис. 3(б) присутствует и
при рассмотрении влияния концентрации Na2SeO3

на окислительную модификацию гемоглобина (на-
копление MetHb) из которой видно, что только вы-
сокие концентрации Na2SeO3 вызывают стимуля-
цию метгемоглобинобразования в то время, как
низкие и умеренные не влияют на этот процесс. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Исходя из полученных ре-
зультатов можно сделать некоторые умозаключе-
ния: 1. Внесенный в инкубационную среду селе-
нит натрия  в зависимости от конечной концентра-
ции может оказывать как антиокислительное, так и
проокислительное действие на эритроциты и окис-
лительный статус гемоглобина. 2. Существует оп-
ределенная отрицательная кореллятивная связь
между активностью ГП и ПОЛ изолированных
эритроцитов в условиях ограниченных внутрикле-

Рис. 2. Изменения, происходящие в инкубационной среде (37°С, РФБ 0,005 М, рH 7,4) 
в течение 30 мин.

a) Изменение содержания GSH в
зависимостиот концентрации Na2SeO3

б) Изменение активности ГП в эритроцитах
при различных концентрациях Na2SeO3

Рис. 3. Накопление продуктов ПОЛ (МДА) и MetHb, в эритроцитах, инкубированных 
(37°С, РФБ 0,005 М, рH 7,4) в среде, содержащей различные концентрации Na2SeO3.
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точных ресурсов ГП, что свидетельствует о ее важ-
ности в регулировании окислительных процессов.
3. По убыли внутриэритроцитарного восстанов-
ленного глутатиона, вызванного образованием се-
леноглутатиона, включенного в Hb возможна оцен-
ка токсичности селенита натрия для эритроцитов,
что позволяет оценить концентрационный диапа-
зон лимитирующего действия селенита натрия в
эритроцитах на развитие окислительных процес-
сов как в норме, так и при возможном индуциро-
ванном окислительном действии других проокси-
дантов. 

Особый интерес представляет собой случай,
когда оксид азота (NO) образуемый из нитритов в
эритроцитах, выполняющий роль в зависимости от
конечной концентрации как антиоксиданта, так и
прооксиданта (Hogg), связывается с гемоглобином

в геме (нитрозогемоглобин) или включается в -
цепь Hb в положении -цистеин 93(нитрозилге-
моглобин) т.е. фактически в один и тот же сайт сов-
местно с селеном. Ранее было  установлено
(Belstein, Whanger, 1983)  13 , что в эритроцитах че-
ловека существует физиологически нормальное
соотношение Se:Hb~1:225, а по данным Гусейнова
Т.М. и др. (2012) [16] оно может составлять
Se:Hb~1:300. В норме же включение NO в гемогло-
бин составляет NO: Hb~1:1000 [27], а в -цепи
цистеина-93 еще меньше (на 40%). Таким образом,
число вакансий в -цепи для Se в норме значитель-
но выше, чем число вакансий для NO, что возмож-
но может отразиться на функциональных свой-
ствах Hb по отношению к NO, и в конечном счете
на нитритном воздействие на эритроциты.
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