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Badania chromatograficzne nad hemoglobiną u koni w warunkach 
anemii poupustowej 

XpoMaTrorpacbuieckue MCCJIETOBAHMA TEMOTJOOMHA y KOHeń B yCJIOBMAX AaHEMKU 
noCcJie KpoBOrNnyCcKaHMA 

Chromatography of Horse Haemoglobin in Conditions of Anemia due to Blood- 
-Letting 

Wykrycie przez Cabannesa i Seraina (5) polimorfizmu hemoglobiny 
u zwierząt domowych przyczyniło się do podjęcia licznych badań zarówno nad 
strukturą białkową, jak i dziedziczeniem genów warunkujących syntezę różnych 
rodzajów hemoglobiny u zwierząt (1, 3, 7, 8). 

Obecność dwu typów hemoglobiny u koni, wykazana w badaniach Cabannesa 
i Seraina, została potwierdzona wynikami badań przeprowadzonych przez 
Banghama i Lehmanna (1), którzy dwie hemoglobiny migrujące różnie szyb- 
ko w polu elektrycznym określili jako Hb I i Hb II. Ilość Hb I była większa u prze- 
ważającej liczby koni i wynosiła około 57—60%, zaś Hb II — nieco mniejsza (40—43%). 

Geny warunkujące syntezę hemoglobiny u takich zwierząt jak owce lub kozy 
są układami genetycznymi labilnymi i w warunkach istniejących w anemii jeden 
gen moż.e wykazywać wyższą zdolność do syntezy hemoglobiny (3, 4). W warun- 
kach długotrwałej anemii udało się wykazać istnienie dodatkowych genów u owiec 
(2, 3). które były w stanie pobudzać syntezę zupełnie odmiennego typu hemoglobiny, 
określonej jako Hb C. 

Obecność dwu typów hemoglobiny u koni oraz brak w dostępnej literaturze 
badań na temat wpływu długotrwałych anemii na syntezę hemoglobiny u koni 
skłonił nas do podjęcia badań w tym kierunku. 

MATERIAŁ I METODY 

Badania przeprowadzono na 9 koniach używanych do produkcji surowicy prze- 
ciwtężcowej, którym pobierano krew celem uzyskania surowicy. Czas trwania cyklu 
produkcyjnego i pobierania krwi wahał się od 4 do 7 lat, zaś całkowita ilość pobra- 
nej krwi wynosiła od 360 1 do 1250 1. Średnia ilość krwi pobranej przypadająca 
na jeden miesiąc i na jednego konia wynosiła 7,8 1. 

Badania obejmowały chromatograficzne oznaczanie zawartości Hb I i Hb II, 
oznaczanie całkowitej zawartości hemoglobiny, obliczanie ilości krwinek czerwo- 
nych w 1 mm3 krwi oraz oznaczanie wartości hematokrytowej. 
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Ilościowe oznaczanie Hb I i Hb II przeprowadzano przy zastosowaniu chromato-. 
grafii jonowo-wymiennej. Jako nośnika używano DEAE-Sephadex (Farmacia Fine 
Chemicals, Uppsala). Odważony DEAE-Sephadex zawieszano w wodzie dejonizo- 
wanej na 20 godz. i po odsączeniu na lejku Biichnera zawieszano go w 0,5 N HCI 
na 30 min. Po następowym przemyciu wodą dejonizowaną na lejku zawieszano go 
na 30 min. w 0,5 N NaOH. Po przemyciu wodą dejonizowaną i buforem startowym 
TRIS-HCI o pH 7,6 zawieszano Sephadex w buforze startowym na 20 godz. Tak 
przygotowany nośnik nanoszono na kolumnę, płukano przez 24 godz. buforem TRIS- 
-HCI1 o pH 7,6. Do rozdziałów chromatograficznych hemoglobiny stosowano kolumny 
o wymiarach 1 cm na 60 em. Na kolumnę nanoszono 1 ml wodnego roztworu hemo- 
globiny, zawierającego około 70 mg Hb. Elucję prowadzono buforem TRIS-HCI 
o ciągłym gradiencie pH od 7,6 do 3,5 z dodatkiem 100 mg KCN na 1 1 buforu. 
Frakcje 3,5 ml zbierano przy pomocy automatycznego kolektora frakcji. Ilościowych 
oznaczeń poszczególnych frakcji hemoglobiny dokonywano na podstawie spektro- 
fotometrycznego pomiaru ekstynkcji przy długości fali 415 nm. 

Celem określenia stopnia anemii oraz długości utrzymywania się jej po upustach 
krwi obliczano ilość ciałek czerwonych na stoliku Thoma-Zeissa, oznaczano całko- 
witą zawartość hemoglobiny wg metody Drabkina oraz oznaczano wartość hemato- 
krytową przy użyciu metody mikrohematokrytowej oraz wirówki „Unipan” typ 316. 

Badania chromatograficzne hemoglobiny oraz oznaczanie całkowitej zawartości 
hemoglobiny i pozostałych wskaźników hematologicznych wykonywano w czasie 
2 lub 3 dnia po upuście krwi, dalej między 10 a 14 dniem po upuście oraz w czasie 
między 22 a 24 dniem po upuście. Za normę wyjściową dla ilościowych wartości 
frakcji hemoglobinowych i oznaczeń hematologicznych przyjmowano wartości z ozna- 
czeń między 22 a 24 dniem po upuście. Ilość krwi pobieranej w czasie upustu wyno- 
siła około 161. 

WYNIKI 

Wartości badanych wskaźników hematologicznych oraz Hb I i Hb II 
otrzymane w czasie trzech kolejnych oznaczeń między upustami ukazano 
w tabelach 1 i 2. Tabela 1 przedstawia dane otrzymane z oznaczeń u dwu 
koni, które posiadały mniejszą ilość Hb II, wynoszącą około 20% całkowitej 
zawartości hemoglobiny, zaś tab. 2 obejmuje wyniki otrzymane od koni, 
które wykazywały obecność Hb II w około 38%. 

Średnia zawartość hemoglobiny ulegała zmniejszeniu w czasie drugiego 
dnia po upuście z 11,9 do 9,4 gb w grupie koni ze zmniejszoną ilością Hb II 
(tabela 1) i osiągała wartość 11,4 g% w czasie między 20—24 dniem po 
upuście. W grupie koni z wyższymi wartościami Hb II (tab. 2) wartość 
wyjściowa średniej zawartości hemoglobiny wynosiła 13,3 g% (a). Ulegała 
ona zmniejszeniu w drugim dniu po upuście do 10,6 g% i następowemu 
wzrostowi do 11,3 g% w czasie między 10 a 14 dniem od upustu. W obydwu 
grupach koni zawartość hemoglobiny zmniejszyła się około 20—21% w 
czasie badania w drugim dniu po upuście i była ciągle niższa w czasie 
10—14 dnia po upuście o około 15% w porównaniu z wartościami wyj- 
ściowymi. Podobnie zachowywały się wartości hematokrytowe, które były 
mniejsze o 22% w czasie drugiego dnia po upuście i o 15% w czasie mię- 
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Tab. 1. Zachowanie się całkowitej zawartości hemoglobiny, wartości hematokryto- 
wej, liczby krwinek czerwonych oraz Hb I i Hb II u 2 koni posiadających Hb I 

w 80% i Hb II w 20% 
The behaviour of total content of haemoglobin, haematocrite value, number of red 
blood corpuscles, and Hb I and Hb II in two cows having Hb I in 80 per cent and 

Hb II in 20 per cent ; 
 

 

Ilość Ilość Koń NAŻ- Wartość ' krwinek Ilość Ilość 
nę TOBI hemato- czerwo- HbI Hb II 

8 y krytowa nych % % 
(g/%) mln/mm3 

83 a* 11,8 38,0 6,600 82 18 
b* 9,2 30,0 4,780 85 15 
c* 11,2 35,0 6,400 83 17 

214 a 12,0 34,5 6,400 78 22 
b 9,5 26,5 5,250 83 17 
c 11,5 33,5 6,000 79 21 

Średnio 
a 11,9 36,25 6,500 80 20 
b 9,4 28,25 5,010 84 16 
c 11,4 34,25 6,200 81 19 

 

a — oznacza wartości otrzymane przed upustem 16 1 krwi, b — oznacza war- 
tości otrzymane 2—4 dni po upuście, c — oznacza wartości otrzymane 10—14 dni 
po upuście. 

a — denotes values obtained before blood-letting of 16 liters, b — denotes values 
obtained 2—4 days after blood-letting, c — denotes values obtained 10—14 days 
after blood-letting. 

dzy 10 a 14 dniem po upuście. Wartość krwinek czerwonych ulegała 
również zmniejszeniu do niższych wartości o 21% w grupie koni ze 
zmniejszoną ilością Hb II (tab. 1) oraz 30% w grupie koni z wyższymi 
wartościami Hb II (tab. 2). Stan anemii poupustowej nie był więc kom- 
pensowany w czasie dwu tygodni po upuście i przeciągał się na następne 
dni trzeciego tygodnia po upuście. 

Ilość Hb I wzrastała u koni z mniejszą ilością Hb II (tab. 1) o 4% 
i u koni grupy drugiej o 4,3% w czasie pierwszego badania po upuście (b). 
Hb I była wyższa o 1% w grupie koni ze zmniejszoną ilością Hb II w czasie 
drugiego badania po upuście i o 2,6% u koni z normalną ilością Hb II. 
Ilość Hb II ulegała zmniejszeniu zaznaczonemu najwyraźniej w drugim 
dniu po upuście. 

OMÓWIENIE 

Dwa typy hemoglobiny u koni, zróżnicowane w badaniach własnych 
za pomocą chromatografii jono-wymiennej, były identyczne z dwoma 
typami różnie szybko migrującymi w polu elektrycznym, które zostały 
przez Banghama i Lehmanna (1) określone jako Hb I i Hb II. 
Większa procentowo frakcja, która szybciej migruje w polu elektrycznym, 
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Tab. 2. Zachowanie się całkowitej zawartości hemoglobiny, wartości hematokryto- 
wej, liczby krwinek czerwonych oraz Hb I i Hb II u 7 koni posiadających Hb I 

w 61,5% i Hb II w 38,5% 
The behaviour of total content of haemoglobin, haematocrite value, number of red 
blood corpuscles, and Hb I and Hb II in seven horses having Hb I in 61.5 per cent 

and Hb II in 38.5 per cent 
 

 

Ilość Ilość Koń NARIEE Wartość ' krwinek Ilość Ilość 
z hemato- czerwo- Hb I Hb II 

nr globiny ret h % % (g/%) rytowa nyc 
mln/mm3 

a 13,29 38,0 6,900 55,0 45,0 
83 b 12,83 29,0 5,380 64,0 36,0 

Q 10,47 27,0 5,560 61,0 39,0 

a 12,5 34,0 8,400 63,0 37,0 
208 b 11,3 28,0 6,700 67,0 33,0 

c 11,8 30,0 7,100 65,0 35,0 
233 a 8,8 29,0 4,100 59,7 40,3 

b 7,2 25,0 3,860 64,0 36,0 

a 12,6 34,0 8,500 64,0 36,0 
235 b 11,5 28,0 6,500 67,2 32,8 

c 12,1 33,0 7,900 65,9 34,1 

a 13,1 37,0 8,300 62,0 38,0 
305 b 10,9 34,0 5,900 66,0 34,0 

c 11,2 36,0 6,400 64,0 36,0 

a 13,2 40,5 6,600 63,2 36,8 
315 b 9,1 24,0 4,700 65,3 34,7 

c 10,2 26,0 5,460 64,8 35,2 

a 15,4 45,0 9,800 63,5 36,5 
325 b 10,9 36,0 6,180 67,4 32,6 

c 14,5 44,0 9,200 64,1 35,9 
Średnio 

a 13,3 37,0 6,500 61,5 38,5 
b 10,6 29,4 5,628 65,8 34,2 
Ę 11,3 32,6 6,200 64,1 35,9 

 

została nazwana przez nich Hb I, zaś hemoglobina wolniej migrująca 
i ilościowo mniejsza — Hb II. 

Frakcja hemoglobiny ulegająca elucji w pH 5,1 (ryc. 1) odpowiadała 
pod względem ilościowym Hb I, zaś frakcja wykazująca elucję w pH 4,8 
odpowiadała Hb II (6). Procentowe wartości Hb I i Hb II u 7 koni (tab. 2) 
były zbliżone do wartości podawanych przez innych autorów (1, 8, 9), 
którzy oceny ilościowej dokonywali na podstawie rozdziałów elektrofore- 
tycznych. Ilość Hb I u tych 7 koni wynosi przed upustami 61,5%, zaś 
Hb II 38,5% (tab. 2). Bangham i Lehmann (1) podali wartości 60% dla 
Hb Ii 40% dla Hb II aStudziński (9) 57% dla Hb I i 43% dla Hb II. 
Ilość Hb I wzrastała w czasie 2 dnia po upuście do 65,8% i wynosiła 64,1% 
w czasie między 10 a 14 dniem po upuście. 

Z 9 badanych koni dwa charakteryzowały się większą ilością Hb I 
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Ryc. 1. Rozdział hemoglobiny końskiej na DEAE-Sephadexie. Na kolumnę o wy- 
miarach 60X1 cm nanoszono 1 ml wodnego roztworu zawierającego ok. 70 mg 
hemoglobiny. Elucję przeprowadzano buforem TRIS-HCI1 o ciągłym gradiencie pH 
od 7,5 do 3,5. W eluacie otrzymano 2 frakcje: Hb I przy pH buforu 5,1 i Hb II 
przy pH buforu 4,8. Hb I stanowiła 64% całkowitej ilości hemoglobiny, natomiast 
Hb II 36%. 

Separation of equine haemoglobin on DEAE-Sephadex. 1 ml of water solution 
containing ca 70 mg of haemoglobin was deposited upon the column (size 60X1). 
The elution was carried out with TRIS-HCI1 buffer of the continuous pH gradient 
from 7,5 to 3,5. In the eluat two fractions were obtained: Hb I at 5,1 pH of the 
buffer and Hb II at 4,8 pH of the buffer. Hb I constituted 64 per cent of the total 
amount of haemoglobin, while Hb II, 36 per cent 

(średnia wartość wynosiła około 80%) i mniejszą ilością Hb II — 20%. 
W grupie tych dwu koni dochodziło również do wzrostu zawartości Hb I 
w czasie pierwszego badania po upuście do 84% i odpowiedniego zmniej- 
szenia Hb II do 16%. Tendencja zmian u badanych koni szła więc w kie- 
runku wzrostu ilości Hb I i zmniejszenia Hb II i to zarówno u koni 
z normalną ilością Hb II, jak i z jej zmniejszoną ilością (tab. 1). Zmiany te 
nie były jednak duże, gdyż wynosiły 4% u koni ze zmniejszoną ilością 
Hb II i 4,3% u koni z jej normalną ilością. Wzrost ilości Hb I u koni po 
upuście krwi wynoszącym około 16 1 wskazywał albo na większe uwal- 
nianie ze szpiku kostnego krwinek czerwonych, posiadających zwięk- 
szoną ilość Hb I, albo na zwiększoną syntezę Hb I w uwalnianych krwin- 
kach. Utrzymująca się tendencja do wzrostu ilości Hb I u koni anemizo- 
wanych nie mogła być statystycznie znamienna ze względu na stosunkowo 
niewielką liczbę badanych koni oraz na małe różnice obserwowanych 
zmian. Na uwagę zasługuje fakt, że badane konie znajdowały się w cyklu 
produkcyjnym od 4 do 7 lat, w czasie których pobierano im średnio w 
ciągu miesiąca 7,8 1 krwi. Stan długotrwałej anemii ujawnił więc wzrost 
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ilości Hb I we krwi obwodowej i spadek ilości Hb II bez pojawienia się 
dodatkowych tvpów hemoglobinv. Układ genetyczny warunkujące svn- 
tezę hemoglobin u koni wvdaje się być bardziej stabilny niż u innych 
zwierzat (3, r, 8) i stan anemii, nawet dług» trwający, nie jest w stanie 
doprowadzić do bardziej znamiennych różnie w ilości dwu frakcji hemoglo- 
binv. Należy jednak zaznaczyć, że obserwowana tendencja wzrostu Hb I 
jest zrozumiała w świetle różnic powinowactwa z tlenem między Hb I 
i Hb IT (9). Hb I posiada wyższe powinowactwo z tlenem i jej zwiększona 
syntcza dawałaby większą zdolność przyłączania tlenu w płucach przez 
krew, której krwinki bogatsze są w ten tvp hemoglobiny. Podobnie sta- 
bilnv układ syntezy dwu hemoglobin zaobserwowano u kur, które w wa- 
runkach dużego stopnia anemii nie wykazywały zmian w zakresie ilości 
dwu frakcji hemoglobiny (10). 

Trudno na obecnym etapie wyjaśnić przyczyny różnie w zachowaniu 
się frakcji hemoglobiny u różnych gatunków zwierząt w warunkach 
anemii. Być może, że takie gatunki jak koń i kura nie posiadają dodatko- 
wych genów zdolnych do syntezy innvch hemoglobin poza fizjologicznie 
występującymi lub może stopień anemii jest za mały do ich uaktywnienia. 
Biorąc pod uwagę stosunkowo niewielkie zmiany ilościowe Hb I u koni 
narażonych na długotrwałą anemię wydaje się, że gatunek ten posiada 
znacznie mniejszą labilność w zakresie zmian syntezy hemoglobiny i mogą 
istnieć inne mechanizmy adaptacyjne, które jako czynniki pozahemoglobi- 
nowe ale wewnątrzkrwinkowe decydują o adaptacji w stanach anemii. 

WNIOSKI 

1. Hemoglobina koni składa się z dwu frakcji dających się rozdzielic 
chromatograficznie. Hb I ulega elucji w pH 5,1, zaś Hb Il w pH 4,8. 

2. Ilość Hb II wynosiła u 7 koni 61,5'» a Hb II 38,5'u. Dwa konie 
charakteryzowały się zwiększoną ilością Hb I (80%) oraz mniejszą ilością 
Hb II (20%). 

3, Upusty krwi wynoszące około 16 I powodowały u wszystkich koni 
wzrost Hb I o około 4% i spadek Hb H o taką samą wartośc. 

4. Stan długotrwałej anemii (4 do 7 lat) nie powodował istotnych 
zmian w ilości Hb I i Hb II w porównaniu z danymi z piśmiennictwa. 
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PE3IOME 

MccjieqoBaHuA INpoBeJIM Ha 9 KOHAX, MCIIOJIbEZOBAHHBIX J1JIA M3TOTOBJIEHMA IIpO- 
TMBOCTOJOHAUHOŃH CbIBODOTKM, KOTODbIM OpaJlu KPOBb OKOJO 7,8 JI B MECAĄN Ha IIpo- 
TAKEHMM HECKOJBKUX JET (caMbińi qoJdruMA nepuoą — 7 1eT, CaMbiń KOpPOTKUA — 
4 rona). MCCJIe4OBAHMA BEJIMCb B CJIENYKLIIKX HaHpaBJIeHMAX: OHPEJEJEHME CPpPAKIIMM 
TEMOTJIOGÓMHA IpM NOMOIIM KOJIOHHOJ4 XpoMaTOrpacpuu Ha JJEAE — Sephadex; Bbi- 
UMCJIEHME KOJMIECTBA SPUTPOHMTOB; OHDPEĄEJEHME CO1EPZKAHMA TEMOTJIOÓMHA; OIIpe- 
qnejieiue TeMOKpaTHOń BEJIMYMHbI IepucpepuiECKOŃ KPOBM. B XpoMaTorpaQMieckuX 
MCCJIEJNOBAHMAX TEMOTJIOÓMHA SJIIOHMIO HpoBeJeH0 Gycbopom TRIS-HC] 0 NocToaHHOM 
rpanuenre pH or 7,6 no 3,5. XpomaTorpacpuieckoe M3OJIMpOBaHue (ChpAKIIMM TEMO- 
rJo6uHa a TaK:KE OINPEĄEJEHKE IIOCTOAHHOTO COĄEPIKAHMA TEMOTJIOÓKHA M OCTAJBHbIX 
TeMATOJOTMAECKMX IOKa3aTeJlefi HPpOoBOĄKIIM HA 2-04 miu 3-4 1eHb noce KpoBoryc- 
KaHMa, Ha 10-4 u 14-% 1€Hb NoCJe KpoBonyckaHna u Mezkx1y 22 m 24 qućm noce 
KDpOBOIyCKAHMA. KOJMIECTBO KPOBU B3ATOŃ BO BpeMA OJNHOTO KPOBOIYCKAHMA pABHA- 
JOCH OKOJIO 16 „1. TeMOTOKPMTHbIe BEJIMUMHbI, CO1EpZKAHME TEMOTJIOÓMHA A TAKIKE KO- 
JIM1ECTBO 3PUTPOLHMUTOB NOHMZUJOCH Ha 20—25% rocJe KpoBOrycKaHuA BO BpeMA Iiep- 
BOTO MCCJIEĄOBaHuA (2—3 1eHb). BO BpeMA BTOporo uccjieqoBaHua ua 10 u 14 X6HB 
IOCJe KPOBONYCKAHKA BEJIMYMHbI STM NOHM3MJIMCH Ha 10—12% u paBHAJMCh HAMAJIB- 
HOMy ypoBHIO B 22 m 24 NXEHb OT KpoBONycKaHMa. Tem. I noxxqau S10NMM B pH 5,1 
BO3pAaCTaJl y BCeX KOHEŃ NOCJIE KPOBOIYCKAHMA HA OKOJO 4%, a TeM. II c 3mu101j,1e4 
B pH 4,8 yMeHbLIaJICA Ha TaKyło 7KE BEJIMAMHY. 

SUMMARY 

Experiments were conducted on 9 horses used as donors of hiperimmune serum 
against tetanus toxin. The mean value of blood calculated from values taken for 
the whole period (the shortest time lasted 4 years and the longest — 7 years) 
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averaged 7,8 litres per month. The following determinations were made: hacmoglobin 
types by ion exchange chromatography on DEAE-Sephadex, the number of erythro- 
cytes, haematorite value and hacmoglobin concentration. For separation of haemoglo- 
bin TRIS-HC]1 buffer was used with censtant gradient of pH ranging from 76 
to 3.3. Chromatography separation of haemoglobin types and estimation of hacmnato- 
logical indices were done on the 2nd or 3rd day. then between 12th and Idth dass 
and between 22nd—24th dav after blood-lettine. The mean volumes of blood which 
was collected at one blood-letting averaged 16 litres. Haematocrite value, hacmoplo- 
bin concentration and the number of errthrocytes decreascd bv 20—25% on the 
2nd—jrd day after blood-letting. At the tine of the next determination the values 
mentioned were still lower by about 10—12%. They reached the initial level between 
22—924 days after blood-letting. Hb I which eluted at pH 5,1 increased by ca +", 
while Hb II which eluted at pH +8 was also 4% lower. 

 


