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An influence of meso-tetraphenylporphyrin (TPPH2) and its derivatives, i.e. meso-tetrakis(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)porphyrin (R4PH2), meso-tetra(4-sulfonatophenyl)porphine ((HO3S)4TPPН2), in the presence of 
mercury and tin compounds on the rate of hydrogen peroxide decomposition by hemolysate of laundered human 
blood erythrocytes was studied. The decrease of the decomposition rate of hydrogen peroxide by erythrocytes in the 
presence of TPPH2 and mercury (HgCl2, CH3HgI, Hg(NO3)2·H2O) or tin ((CH3)2SnCl2, (n-C4H9)3SnCl, (n-C4H9)2SnCl2, 
(C6H5)3SnCl, (C6H5)2SnCl2)) compounds was ascertained. (n-C4H9)3SnCl, which is used as biocidal additive in paints, 
is the most toxic in this row; the addition of this compound decreases the rate of H2O2 decomposition by 70%. The 
influence of organotin compounds on the reaction rate depends on the nature of organic group and, in the case 
of butyl and methyl derivatives, on the quantity of these groups. The influence of addition of the extremely toxic 
methylmercury salts on the decomposition rate of hydrogen peroxide does not differ from the influence of inorganic 
mercury salts. The decrease of the H2O2 decomposition rate in the presence of tin and mercury compounds may 
be connected with inhibition of catalase enzyme.  At these conditions, an excess of hydrogen peroxide is formed, 
what brings to the change of permeability of biomembranes and oxidative stress. When (HO3S)4TPPН2 is added in 
erythrocytes hemolysate the rate of enzymatic reaction is similar to control one. So an inclusion of sulfo group on the 
periphery of porphyrin molecule TPPH2 eliminates the decrease of H2O2 decomposition rate. The UV-vis spectrum 
of (HO3S)4TPPН2 indicates the broadening and a small hypsochromic shift of the Soret band (5 nm) if compared with 
that of TPPH2. Absorption intensity at the Q-band region (500-600 nm)  is also decreased.  An addition of R4PH2 to 
erythrocytes hemolysate, containing tin compounds, causes an increase of catalase activity, thus the decrease of H2O2 
decomposition rate by toxicants is eliminated. Maximum efficiency of R4PH2 additives was established in the presence 
of (n-C4H9)2SnCl2. An addition of TPPH2 leads to the further reduce of the rate of H2O2 decomposition by erythrocytes 
hemolysate in the presence of (CH3)3SnCl and (n-C4H9)3SnCl. The additives of sulfoporphyrin in hemolysate, containing 
CH3HgI, (CH3)3SnCl, Hg(NO3)2, HgCl2, results in increasing of H2O2 decomposition rate. Water-soluble (HO3S)4TPPН2 
decreases the negative impact of tin and mercury compounds to the rate of enzymatic reactions. An increase of the 
rate of hydrogen peroxide decomposition by hemolysate of the laundered human blood erythrocytes, caused by R4PH2 
in the presence of organotin derivatives, contributes to the antioxidant status of blood erythrocytes in the conditions 
of the toxicants action. 
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Протекторное влияние свободных оснований порфиринов  
на скорость разложения пероксида водорода  
гемолизатом  эритроцитов крови человека  
в присутствии соединений ртути и олова
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Исследовано влияние свободных оснований порфиринов мезо-тетрафенилпорфирина (TPPH2), мезо-тетра(3,5-
ди-трет-бутил-4-гидроксифенил)порфирина (R4PH2), мезо-тетра(4-сульфофенил)порфирина ((HO3S)4TPPН2) 
на скорость разложения пероксида водорода гемолизатом отмытых эритроцитов крови человека в присут-
ствии соединений ртути и олова. Показано существенное снижение скорости разложения пероксида водо-
рода в присутствии соединений ртути и олова. Установлено, что добавка (HO3S)4TPPН2 и R4PH2 снижает 
ингибирующее действие соединений ртути и олова на скорость разложения пероксида водорода гемолизатом 
отмытых эритроцитов крови.
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Введение

Согласно последним исследованиям определен-
ный вклад в токсичность органических производных 
олова и ртути вносит развитие неконтролируемого 
окислительного стресса,[1-4] вследствие этого особое 
значение для резистентности организма к экстремаль-
ному воздействию данных соединений приобретает 
антиоксидантная защитная система. Одной из причин 
развития окислительного стресса, промотированно-
го ртуть- и оловоорганическими соединениями, мо-
жет быть снижение скорости разложения пероксида  
водорода. 

Целью данной работы явилось изучение влия-
ния свободных оснований порфиринов: мезо-тетра(4-
сульфофенил)порфирина ((HO3S)4TPPН2), мезо-
тетрафенилпорфирина (TPPH2) и его производного, 
содержащего фрагменты стерически затрудненного фе-
нола – мезо-тетракис(3,5-ди-трет-бутил-4-гидрокси- 
фенил)-порфирина (R4PH2) на скорость разложения пе-
роксида водорода гемолизатом отмытых эритроцитов 
крови человека в присутствии сильных экотоксикан-
тов – соединений олова и ртути. 

Экспериментальная часть 

мезо-Тетра(4-сульфофенил)порфирин ((HO3S)4TPPН2), 
мезо-тетрафенилпорфирин (TPPH2) и мезо-тетракис(3,5-ди-
трет-бутил-4-гидроксифенил)порфирин (R4PH2) синтезиро-
ваны и предоставлены сотрудниками лаборатории биоэле-
ментоорганической химии  кафедры органической химии 

химического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова к.х.н. 
Д.Б. Шпаковским, Ю.А. Грачевой.

Эритроциты из периферической донорской крови  выделя-
ли по известному методу.[5]  В кровь, обработанную гепарином, 
добавляли 4 мл физиологического раствора (9% NaCl). Cмесь 
перемешивали и центрифугировали при 2500 – 3000 об/мин в 
течение 5 минут. После оседания эритроцитов на дно верхний 
слой отсасывали пипеткой. Центрифугирование повторяли 2-3 
раза, добавляя каждый раз по 4 мл физиологического раство-
ра. После полного отмывания эритроцитов до образования над 
ними прозрачной и бесцветной жидкости  к осадку добавляли 
дистиллированную воду в количестве одного объема эритро-
цитов и 2-3 капли хлороформа для растворения липохромных 
пигментов. Содержимое пробирки хорошо смешивали встря-
хиванием в течение минуты. Затем центрифугировали 15-30 
минут при 6000-7000 об/мин. Гемолизат отсасывали пипеткой 
в маленькую пробирку,  которую ставили в холодильник. 

Активность каталазы определяли спектрофотометриче-
ски по скорости разложения пероксида водорода по изменению 
оптической плотности раствора при длине волны 240 нм в те-
чение 1 мин.[6] В кювету вносили 3 мл 0,05 М калийфосфатного 
буфера (рН 7,4) и добавляли 7 мкл 30% Н2О2. Начальная кон-
центрация Н2О2 в среде измерения  22,4 мМ. Буферная смесь 
содержала Na2HPO4 (1/15 М раствор - 11,876 г/л) + KH2PO4 
(1/15 М раствор - 9,078 г/л); соотношение 1/15 М растворов 
Na2HPO4 : KH2PO4 (в мл) – 8:2.[7] После этого вносили 50 мкл 
гемолизата эритроцитов, разведенного в 400 раз (уменьшение 
экстинции находилось в пределах 0,05-0,15). 

Порядок добавления реагентов следующий: буфер, пе-
роксид водорода, гемолизат, токсикант, порфирин. Концентра-
ция порфиринов и токсикантов 1,6⋅10-4 моль/л. TPPH2 и R4PH2 
растворяли в спирте, (HO3S)4TPPН2 в бидистиллированной 
воде. Триметилоловохлорид растворяли в бидистиллирован-
ной воде, а остальные оловоорганические соединения и соли 
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ртути HgCl2, CH3HgI, Hg(NO3)2⋅H2O вносили в среду измере-
ния в виде спиртовых растворов, предварительно показав от-
сутствие влияния спирта. 

Соединения ртути (HgCl2, CH3HgI, Hg(NO3)2⋅H2O) и 
олова ((CH3)3SnCl, (CH3)2SnCl2, (n-C4H9)3SnCl, (n-C4H9)2SnCl2, 
(C6H5)3SnCl и (C6H5)2SnCl2) (Fluka) использовали без дополни-
тельной очистки.

Статистическую обработку результатов проводили с по-
мощью пакета статистических программ "Microsoft Excel". 

Результаты и их обсуждение

Известно, что пероксид водорода, постоянно обра-
зующийся в живых организмах в процессе биологиче-
ского окисления, является наиболее стабильной активи-
рованной формой кислорода, которая способна прони-
кать через клеточные мембраны и вступать в реакции с 
удаленными от места ее синтеза клеточными компонен-
тами.[8] В некоторых случаях Н2О2 является важным ин-
термедиатом протекающих реакций,[9] однако, при разло-
жении с участием ионов металлов[10] образуется реакци-
онноспособный гидроксильный радикал ОН•, который 
может разрывать любую С-Н или С-С связь. Разложение 
пероксида водорода антиоксидантными ферментами – 
каталазой и пероксидазой эритроцитов крови защищает 
красные клетки крови от повреждающего действия дан-
ного соединения, в том числе препятствует окислению 
гемоглобина крови.[11] 

В данном исследовании показано, что скорость фо-
новой реакции разложения пероксида водорода в среде 
измерения (0,05 М калийфосфатный буфер (рН 7,4)) при 
температуре 25оС, составляет 10%  скорости фермента-
тивной реакции. Результаты опытов по влиянию соеди-
нений ртути и олова на скорость разложения пероксида 
водорода гемолизатом эритроцитов крови свидетель-
ствуют о снижении скорости данной реакции при добав-
лении всех токсикантов (Рисунок 1). 

Рисунок 1. Влияние соединений ртути и олова на скорость 
разложения пероксида водорода гемолизатом эритроцитов 
крови: 1 – (CH3)3SnCl; 2 – (CH3)2SnCl2; 3 – (n-C4H9)3SnCl; 4 – 
(n-C4H9)2SnCl2; 5 – (C6H5)3SnCl; 6 – (C6H5)2SnCl2; 7 – CH3HgI; 
8 – Hg(NO3)2⋅H2O; 9 – HgCl2. (скорость разложения Н2О2 в кон-
троле принята за 100%).

В соответствии со степенью снижения скоро-
сти данной ферментативной реакции исследованные 

соединения можно расположить в следующий ряд  
активности: 

(n-C4H9)3SnCl > (n-C4H9)2SnCl2 > HgCl2 > CH3HgI > 
(CH3)3SnCl > Hg(NO3)2⋅H2O > (CH3)2SnCl2 > (C6H5)3SnCl 
≥ (C6H5)2SnCl2

Нами обнаружено значительное снижение скоро-
сти разложения Н2О2 гемолизатом эритроцитов крови 
под действием исследованных органических бутильных 
производных олова. Наиболее токсичным в этом ряду 
оказался трибутилоловохлорид, который используется 
в качестве биоцидных добавок в краски для предотвра-
щения обрастания судна микроорганизмами,[12] добавка 
этого соединения на 70% снижает скорость разложения 
Н2О2. Данное металлоорганическое соединение отно-
сят к самым токсичным ксенобиотикам, поступающим 
в природные воды.[13]  Уменьшение активности каталазы 
эритроцитов крови рыб при действии (n-C4H9)3SnCl ран-
нее установлено в опытах по выращиванию годовиков 
стерляди, при добавлении в корм органических произ-
водных олова.[14] Подавление активности данного анти-
оксидантного фермента сопровождалось возрастанием 
интенсивности пероксидного окисления липидов в пе-
чени, при этом наблюдалось угнетение роста  молоди и 
снижение ее выживаемости. 

Влияние оловоорганических соединений на ско-
рость данной реакции определяется природой органиче-
ской группы, а также, в случае бутильных и метильных 
производных,  количеством этих групп. Если для диза-
мещенных бутильных и метильных производных олова 
скорость процесса снижается на 59% и 45,8%, то в слу-
чае тризамещенных на 70% и 50%, соответственно, фе-
нильные производные  олова снижают скорость реакции 
на 40%.  Как видно из графика (Рисунок 1) влияние до-
бавки чрезвычайно токсичной соли метилртути на ско-
рость разложения пероксида водорода незначительно и 
практически не отличается от влияния неорганической 
соли ртути. Снижение скорости разложения перокси-
да водорода в присутствии соединений ртути и олова, 
можно предположительно объяснить ингибированием 
антиоксидантных ферментов -  каталазы и пероксидазы, 
взаимодействием данных соединений с гемоглобином – 
основным компонентом гемолизата эритроцитов.[15]

Известно, что металлоорганические cоединения мо-
гут реагировать с Н2О2 с образованием соответствующих 
пероксидов:[16]

RnMXm + HOOH → RnM(OOH)Xm-1 + HX

При разложении металлоорганических пероксидов 
возможно образование пероксидных радикалов 
RO2

., поглощающих в УФ – области  (237-242 нм).[17] 

Проведенные ранее исследования свидетельствуют 
об отсутствии подобного взаимодействия в данных 
условиях.[18]

На следующем этапе исследования были проведены 
опыты по влиянию добавки исследуемых порфиринов 
к гемолизату эритроцитов крови, которые показали 
значительное снижение скорости разложения пероксида 
водорода гемолизатом эритроцитов в присутствии TPPH2 
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Рисунок 4. Изменение ЭСП при инкубации TPPН2, R4PH2, (HO3S)4TPPН2 и Н2О2; С(порфирина) = 1,6⋅10-4 M; 0,05 М 
калийфосфатный буфер (рН 7,4).

Рисунок 2. Влияние порфиринов на скорость разложения 
пероксида водорода гемолизатом   эритроцитов крови: 1 – 
TPPH2; 2 – (HO3S)4TPPН2; 3 – R4PH2. (Скорость разложения 
Н2О2 в контроле принята за 100%).

Рисунок 3. Электронные спектры поглощения TPPH2, 
(HO3S)4TPPН2 и R4PH2. С(порфиринов) = 1,6⋅10-4 M; 0,05 М 
калийфосфатный буфер (рН 7,4).

фрагмента на периферии молекулы порфирина 
нивелирует снижение скорости разложения Н2О2. 
Сравнение электронных спектров поглощения (ЭСП) 
TPPH2, R4PH2 и (HO3S)4TPPН2 показывает, что в 
рассматриваемых производных мезо-арилзамещенного 
порфирина сохраняется типичная структура спектра 
порфирина. Следует отметить характерное для спектра 
сульфосодержащего производного TPPH2 расширение и 
небольшой гипохромный сдвиг полосы Соре (на 5 нм) 
(Рисунок 3). В области Q-зоны (500-600 нм) наблюдается 
уменьшение интенсивности поглощения.

Сравнивая скорость разложения Н2О2 в присутствии 
TPPH2, (HO3S)4TPPН2 и R4PH2, можно заключить, 
что  модификация периферии молекулы порфирина 
рассматриваемыми фрагментами оказывает значительное 
влияние на изучаемый процесс. 

Для однозначной интерпретации полученных 
результатов изучалась возможность взаимодействия всех 
исследуемых соединений с Н2О2 – субстратом каталазы. 
Типичная структура спектров порфиринов после их 
инкубирования с Н2О2 в течение 10 мин в области 
300-500 нм остается постоянной, что свидетельствует 
об отсутствии взаимодействия субстрата каталазы с 
порфириновыми соединениями (Рисунок 4).

Далее было изучено влияние исследованных 
порфиринов на скорость разложения Н2О2 гемолизатом 
эритроцитов в присутствии соединений ртути и 
олова. Установлено, что добавка сульфосодержащего 
порфирина в гемолизат, содержащий CH3HgI, (CH3)3SnCl 
Hg(NO3)2, HgCl2 приводит к возрастанию скорости 
разложения пероксида водорода (Рисунок 5). Так, 
добавка (HO3S)4TPPН2 в присутствии  (CH3)3SnCl  на 
80% увеличивает скорость данной реакции. 

Добавка R4PH2 в гемолизат эритроцитов, 
содержащий соединения олова, приводит к повышению 
скорости расщепления пероксида водорода, таким 
образом, полностью нивелируется снижение скорости 
расщепления пероксида водорода под действием 
токсикантов (Рисунок 6). Наибольшая эффективность 
добавки этого соединения установлена в присутствии 
дибутилоловодихлорида  - добавка R4PH2 в гемолизат 

   а         б                в

(Рисунок 2). Скорость разложения пероксида водорода 
при добавлении (HO3S)4TPPН2 и R4PH2 сравнима с 
контролем.

Таким образом, введение сульфосодержащего 
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эритроцитов, содержащий данный токсикант, на 40 % 
снижает его негативное влияние на рассматриваемый 
ферментативный процесс.

Рисунок 6.  Влияние R4PH2 на скорость разложения 
пероксида водорода гемолизатом   эритроцитов крови в 
присутствии оловоорганических соединений: 1 – (CH3)3SnCl+ 
R4PH2; 2 – (CH3)2SnCl2+ R4PH2; 3 – (n-C4H9)3SnCl + R4PH2; 
4 – (n-C4H9)2SnCl2 + R4PH2; 5 – (C6H5)3SnCl + R4PH2; 6 – 
(C6H5)2SnCl2 + R4PH2 (скорость разложения Н2О2 в присутствии 
соответствующего  оловоорганического соединения без 
добавки порфирина принята за 100%). 

Полученные в работе данные о протекторном 
влиянии производного TPPH2, содержащего фрагменты 
стерически затрудненного фенола, на скорость разло-
жения пероксида водорода гемолизатом эритроцитов в 
присутствии (CH3)3SnCl согласуются с данными опытов 
in vivo, в которых установлено снижение негативного 
влияния (CH3)3SnCl на активность каталазы печени и 
почек крысы при  добавлении в их рацион R4PH2.

[19]

Таким образом, порфирины, содержащие  как 
хелатирующие, так и антиоксидантные группы (R4PH2 
и (HO3S)TPPH2) могут выступать в качестве потенци-

альных антиокислительных ловушек по отношению 
к токсичным металлоорганическим соединениям или 
продуктам их распада. 

Исследования показали, что добавка TPPH2 приводит 
к еще большему снижению скорости разложения 
пероксида водорода гемолизатом эритроцитов крови в 
присутствии (CH3)3SnCl и (n-C4H9)3SnCl, что вероятно 
можно объяснить негативным влиянием на данный 
ферментативный процесс самого TPPH2..  В этих условиях 
образуется избыток пероксида водорода, приводящий 
к изменению проницаемости биомембран и развитию 
окислительного стресса. 

Заключение

Таким образом, в данном исследовании показано 
снижение скорости разложения пероксида водорода 
в присутствии TPPH2, соединений ртути и олова. 
Свободное основание мезо-замещенного порфирина 
увеличивает токсическое действие соединений ртути и 
олова. Сульфосодержащий водорастворимый порфирин 
и порфирин, содержащий стерически затрудненный 
фрагмент, уменьшают негативное влияние соединений 
ртути и олова на скорость разложения пероксида 
водорода  гемолизатом эритроцитов крови. Повышение 
скорости разложения пероксида водорода гемолизатом 
эритроцитов крови под действием R4PH2 и (HO3S)4TPPН2 
в присутствии органических производных олова 
способствует поддержанию антиоксидантного статуса 
эритроцитов крови в условиях действия данных 
токсикантов.
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