
РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2020, том 106, 
№ 5, с. 631–653

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЛИПИДНОГО СОСТАВА
И МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЯДЕРНЫХ

И БЕЗЪЯДЕРНЫХ ЭРИТРОЦИТОВ В УСЛОВИЯХ ГИПОКСИИ

© 2020 г.   В. В. Ревин1, Н. В. Громова1, *, Э. С. Ревина1, И. П. Грунюшкин1,
Т. П. Кузьменко1, Т. О. Ошкина1, С. С. Бочкарева1

1Национальный исследовательский Мордовский государственный университет
им. Н.П. Огарева, Саранск, Россия

*E-mail: nataly_grom@mail.ru

Поступила в редакцию 26.02.2020 г.
После доработки 02.04.2020 г.

Принята к публикации 04.04.2020 г.

Проведено сравнительное исследование свойств ядерных и безъядерных эритро-
цитов в условиях экспериментальной гипоксии. Определяли фосфолипидный и
жирнокислотный состав индивидуальных фосфолипидов, содержание свобод-
ных жирных кислот в составе безъядерных и ядерных эритроцитов при помощи
тонскослойной хроматографии. Методом лазерной интерференционной микро-
скопии изучали морфометрические характеристики ядерных и безъядерных
эритроцитов и распределение гемоглобина. Методом спектроскопии комбина-
ционного рассеяния изучали конформационные изменения гемопорфирина
ядерных и безъядерных эритроцитов в условиях гипоксии. Показано, что в усло-
виях гипоксии в мембранах как ядерных, так и безъядерных эритроцитов проис-
ходят изменения в фосфолипидном и жирнокислотном составе, ведущие к на-
коплению лизоформ фосфолипидов, диацилглицерола и свободных жирных
кислот, а также к повышению степени насыщенности жирных кислот в составе
фосфолипидов. Данные изменения свидетельствуют о структурных перестрой-
ках в мембране безъядерных и ядерных эритроцитов и, вследствие этого о функ-
циональных изменениях как со стороны эритроцита в целом, так и основного
кислородтранспортного белка эритроцитов – гемоглобина.
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В результате многочисленных исследований детально доказана роль изменений
сердечно-сосудистой и дыхательной систем в развитии кислородной недостаточ-
ности тканей, тогда как значение кислородтранспортной функции крови в возник-
новении гипоксии, развитии и прогрессировании гипоксически обусловленных
состояний изучена недостаточно. В настоящее время считается, что одним из ос-
новных механизмов возникновения сердечно-сосудистых заболеваний является
нарушение структуры и функции эндотелия сосудов [1, 2].

При этом первичные звенья патогенеза эндотелиальной дисфункции, в частно-
сти, возможная роль гемической и тканевой гипоксии в ее развитии остаются не-
достаточно исследованными. Так, не уделено серьезного внимания одному из важ-
нейших звеньев системы транспорта кислорода – гемоглобину эритроцитов. В то
же время известно, что изменение морфологических и функциональных характе-
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ристик эритроцитов существенно влияет на эффективность переноса кислорода в
организме, определяя развитие многих патологических состояний [3–5].

Также важной причиной нарушений кислородтранспортной системы может
быть изменение свойств гемоглобина, определяющих его сродство к кислороду,
связанное с нарушением конформации гемопорфирина [6–8].

Важными составляющими в регуляции функциональных характеристик эритро-
цитов и находящегося в нем гемоглобина являются состояние и динамика липид-
ного бислоя мембран. В зрелом эритроците человека нет ядра, при действии проте-
аз и липаз разрушаются рибосомы и митохондрии [9]. Как известно, основная
(кислородтранспортная) функция эритроцитов не является энергозависимой [10].
Тем не менее, для поддержания стабильности мембран эритроцитов важное значе-
ние имеет способность клеток к синтезу АТФ [11–13].

Утрата ядра и митохондрий, таким образом, может играть определенную роль в
перераспределении гемоглобина в клетке и тем самым влиять на его кислород-
транспортные способности, а лекарственные средства, усиливающие метаболиче-
скую активность эритроцита, могут способствовать усилению кислородтранспорт-
ных свойств, что можно установить в сравнительном эксперименте на ядерных и
безъядерных эритроцитах.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Постановка эксперимента
Объектом исследования служили эритроциты периферической крови человека,

полученные из цельной крови доноров на Республиканской станции переливания
крови. Донорами являлись практически здоровые люди (n = 39) мужского пола в
возрасте от 25 лет до 39 лет (средний возраст 32.1 г.). Их средние гематологические
показатели: RBC (1012/л) – 4.68 ± 0.09; Гб – 134.6 ± 4.56 г/л. Исследование прове-
дено с разрешения локального этического комитета при Мордовском государ-
ственном университете в соответствии с принципами Good Clinical Practice (про-
токол № 12 от 17 сентября 2014 г.). Информированное согласие доноров на участие
в исследовании получено.

Кровь забирали утром натощак из локтевой вены в вакуумные пробирки, после
чего из венозной крови получали эритроцитарную взвесь.

Также в качестве объекта исследования использовали эритроциты крови поло-
возрелых голубей (Columba livia, 29 птиц) в возрасте 4–8 лет массой 300 г. При рабо-
те с птицами полностью соблюдали международные принципы Хельсинкской де-
кларации о гуманном отношении к животным.

Получение суспензии эритроцитов
В качестве антикоагулянта применялся 3Na-цитрат, конечная концентрация со-

ставляла 13 мМ, pH = 7.35. Форменные элементы крови осаждали центрифугиро-
ванием 10 мин при 1000 g. Плазму и лейкоцитарный слой отбрасывали, осадок ре-
суспендировали в десятикратном объеме среды промывания и инкубации эритро-
цитов, которая содержала (мМ): 10 KH2PO4, 3.5 KCl, 1.5 MgCl2, 145 NaCl, 6 глюкозы,
pH = 7.4 [14]. Осаждали эритроциты центрифугированием при 1000 g 15 мин (темпе-
ратура 4°С). Процедуру промывания повторяли трехкратно. Полученный осадок
эритроцитов разводили средой промывания в соотношении 1 : 5 (V : V). Суспензию
эритроцитов хранили в холодильнике при температуре 4°С не более 6 ч. В течение это-
го времени эритроциты использовали для проведения дальнейших экспериментов.

Процедура получения эритроцитов голубя не отличалась от процедуры получе-
ния эритроцитов человека.
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Инкубация эритроцитов
Эритроцитарную массу хорошо размешивали и отбирали 10 мл в инкубацион-

ную камеру. Время инкубации составляло 60 мин. В инкубационной камере под-
держивалась стабильная температура 37°С (в случае с ядерными эритроцитами го-
лубя – 40°С).

Для создания экспериментальной гипоксии мы использовали пропускание
(барботаж) азота через инкубационную среду с эритроцитами [15]. За основу бы-
ла взята модифицированная методика Wood с соавт. [l6] и Ramser с соавт. [16, 17].
Использована установка, разработанная инженерами нашей кафедры. Инкуба-
ция эритроцитов проводилась в пробирках, герметично закрытых силиконовыми
пробками. Газовую смесь, содержащую N2 и 0.04% СО2 (ООО Торговая компа-
ния “ПРОМКОМПЛЕКТ-С”) осторожно пропускали через суспензию эритроци-
тов через входные отверстия, просверленные в силиконе (от которых в суспензию
опускались тонкие капилляры). Из пробирок газ удалялся через выходные отвер-
стия. Скорость подачи газовой смеси составляла 5 см3/мин. Процедура продувки
газа проводилась при температуре 37°С (в случае эритроцитов голубя 40°С) с ис-
пользованием водяной бани.

После инкубации эритроциты осаждались центрифугированием при 1000 g в те-
чение 10 мин, после чего небольшую часть осадка ресуспендировали в среде про-
мывания, приготавливали препараты для микроскопии, другая часть использова-
лась для получения мембран.

Выделение мембран из эритроцитов человека
Осадок эритроцитов подвергался лизису в охлажденном растворе 5 мМ NaH2PO4

(pH = 8.0; T = 4°С). Соотношение осадка эритроцитов к лизирующему раствору со-
ставляло 1 : 20 (V : V).

Смесь оставляли на 10 мин при 4°С. После этого центрифугировали при 20000 g
в течение 50 мин (температура 0°C). Надосадочную жидкость отбрасывали, осадок
ресуспендировали в лизирующем растворе. Центрифугировали при 20000 g в тече-
ние 50 мин (температура 0°C). Процедуру повторяли трехкратно [18].

Выделение мембран из эритроцитов голубя
Выделение мембран из эритроцитов голубя проводили по методу, описанному в

статье [19]. Эритроциты голубя подвергались лизису в охлажденном растворе 5 мМ
NaH2PO4 (pH = 8,0; T = 4°С). Спустя 15 мин центрифугировали при 3100 g в течение
10 мин, супернатант отбрасывали. В пробирки с осадком добавляли раствор
Na2HPO4, ресуспендировали и снова центрифугировали при 3100 g в течение
30 мин. Цикл повторялся не менее 7 раз. Осадок промывали лизирующим буфером
до получения мембран белого цвета.

Экстракция и хроматографическое разделение липидов мембран эритроцитов
Экстракцию липидов из эритроцитарных мембран проводили по методу Блайя–

Дайера [20].
Хроматографическое разделение проводили в тонком слое силикагеля, нанесен-

ного на стеклянную пластинку [21–23]. Использовали стандартные пластинки
HPTLCSilicagel 60 F254 (Merck Германия). Образцы, предназначенные для разде-
ления, наносили с помощью автоматического аппликатора AutomaticTCL-Sanipler 4
(Gamag, Швейцария) на расстоянии 0.7–1 см от краев пластины по 20 мкл в виде
полосы (одномерное разделение).
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Для обнаружения липидов нами был использован метод, основанный на окра-
шивании их парами йода, удобный благодаря своей универсальности и отсутствию
разрушающего действия на липиды [24].

Обнаружение фосфолипидов проводили методом Васьковского [25]. Отдельные
фракции фосфолипидов идентифицировали с использованием значений Rf специ-
фических окрашивающих агентов и свидетелей.

Холинсодержашие фосфолипиды обнаруживали с помощью реагента Драген-
дорфа. Для обнаружения аминосодержаших фосфолипидов (ФЭА, ФС) использо-
вали нингидриновый реактив [26].

Обнаружение свободных жирных кислот (CЖК) проводили с помошью бром-
крезолового зеленого [24].

Количественное определение фосфолипидов осуществляли с помошью денси-
тометрического автоматизированного комплекса CAMAG TLC Scanner 4 (Швей-
цария) [22, 23]. Детектирование осуществляли с помощью TCL Scanner 4 и про-
граммного обеспечения winCATS в режиме поглощения при 360 нм с дейтериевой
лампой. Содержание фосфолипидов выражали отношением неорганического фос-
фора индивидуальных фосфолипидных фракций к суммарному неорганическому
фосфору всех фосфолипидных фракций.

Определение жирнокислотного состава индивидуальных фосфолипидов

Метиловые эфиры жирных кислот (ЖК) индивидуальных липидов и СЖК ана-
лизировали методом газовой хроматографии (ГХ). Метилирование ЖК проводили
по методу Моррисона и Смита [27]. Разделение метиловых эфиров ЖК проводили
на газовом хроматографе SHIMADZU GC-2010Plus AF (Япония). Анализ и обра-
ботку результатов хроматографических исследований проводили методом внут-
реннего стандарта.

Лазерная интерференционная микроскопия

Структурные изменения в эритроцитах, перераспределение гемоглобина и фила-
ментов, обеспечивающих взаимодействие гемоглобина с внутренней стороной плаз-
матической мембраны, изучали методом лазерной интерференционной микроско-
пии (ЛИМ) на автоматизированном интерференционном микроскопе МИИ-4М
(Россия) [28, 29].

В ходе исследования биологические объекты размещались на зеркальной под-
ложке, от которой отражается проходящий через клетку свет. В результате фик-
сируется двойной сдвиг фазы луча когерентного источника света в каждой точке
объекта, а с помощью дополнительной волны от того же источника формируется
интерференционное изображение клетки. Для исследования получали изображе-
ния 10 участков с монослойным расположением клеток в интерференционном ка-
нале и отраженном свете в каждой пробе. Полученные изображения эритроцитов
обрабатывали с помощью программы FIJI [30].

Состояние эритроцитов человека оценивали, регистрируя среднюю величину
оптической разности хода (ОРХ) и площадь фазового изображения эритроцита.
Для получения достоверного результата показатели рассчитывали, используя не
менее 100 клеток от каждого образца.

Дополнительно рассчитывали фазовый объем и физическую высоту эритроци-
тов, а также плотность упаковки гемоглобина в одном эритроците по значениям
оптической разности хода, плотности гемоглобина, показателям преломления ге-
моглобина, эритроцитов и среды выделения.
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Метод спектроскопии комбинационного рассеяния
Исследование конформации и свойств гемоглобина проводили с использованием

рамановской спектроскопии комбинационного рассеяния (КР) на приборе InVia-
Renishaw (Великобритания) с короткофокусным высокосветосильным монохрома-
тором (фокусное расстояние не более 250 мм) [31–34]. Для возбуждения раманов-
ских спектров использовался лазер (длина волны 532 нм, максимальная мощность
излучения 100 мВт, объектив 100×). Регистратор данных – CCD-детектор (1024 ×
× 256 пикселей с пельтье-охлаждением до – 70°С) с решеткой 1800 штр/мм. Оциф-
рованные спектры обработаны в программе WIRE 3.3. Произведены коррекция ба-
зовой линии, сглаживание спектров.

При изучении конформации Гб суспензия эритроцитов помещалась в запаян-
ные капилляры, диаметром 1 мм, которые устанавливались в держатель спектро-
метра. Выписывались полосы спектра гемоглобина при возбуждении лазером 532 нм и
соотнесение полос с колебаниями связей порфирина. Для каждой пробы измере-
ния проводили троекратно, полученные значения усредняли.

Для анализа конформации гематопорфирина гемоглобина использовали опре-
деленные характерные полосы спектра КР, которые позволяют исследовать кон-
формацию гематопорфирина в дезоксигемоглобине (д-Гб) и способность д-Гб свя-
зывать лиганды, а также конформацию гематопорфирина в оксигемоглобине (о-Гб)
и способность о-Гб сбрасывать кислород.

В работе для анализа конформации и О2-связывающих свойств Гб использова-
ны следующие полосы спектров КР крови (указаны положения максимумов): 1355,
1375, 1550, 1580 см–1.

Использование отношений КР-пиков, а не их абсолютных значений обусловле-
но тем, что абсолютное значение интенсивности спектра зависит от количества ге-
моглобина и, следовательно, эритроцитов в пробе и в области фокусировки лазера.
Внутренняя нормировка пиков (на интенсивности других полос) обеспечивает то,
что анализируемые параметры в разных пробах не зависят от количества гемогло-
бина, а определяются только его конформацией и относительным содержанием
его различных форм.

Характер спектров комбинационного рассеяния гемопорфирина гемоглобина
[35] позволяет определять степень окисления входящего в него атома железа, его
спиновое состояние и наличие лигандов, отражает изменения в структуре глобина,
приводящие к деформации гемопорфирина и влияющие на кислородсвязывающие
свойства гемоглобина [36].

Интенсивности полос спектра 1355 и 1375 см–1обусловлены симметричными ко-
лебаниями пиррольных колец в молекулах дезоксигемоглобина и гемоглобина,
связанного с лигандами [37]. Поскольку количество O2 в крови на 3–4 порядка
превосходит содержание других лигандов (например, NO или CO), то интенсив-
ность полосы 1375 см–1 определяется в основном содержанием оксигемоглобина.
Таким образом, отношение интенсивностей I1375/(I1355 + I1375) пропорционально
относительному количеству оксигемоглобина в крови.

Интенсивности полос 1550 и 1580 см–1 характеризуют спиновое состояние железа
в дезокси- и окси-форме соответственно и, таким образом, являются маркерами,
оценивающими структурные характеристики железа в простетической группе. Это
позволяет, используя отношения интенсивностей полос I1355/I1550 и I1375/I1580, оцени-
вать способность молекул гемоглобина в эритроцитах связывать и отдавать молекулы
кислорода с учетом внутреннего состояния молекул гемоглобина. Разделив одно от-
ношение на другое (I1355/I1550)/(I1375/I1580), можно получить характеристику, отража-
ющую сродство молекул гемоглобина к кислороду в нативных эритроцитах.
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Также методом КР-спектроскопии осуществляли контроль за созданием гипо-
ксических условий в среде инкубации эритроцитов [38].

Статистическая обработка результатов
При проведении статистической обработки результатов эксперимента первона-

чально оценивали нормальность распределения значений для каждого из образцов
с помощью критерия Гири [39]. После этого оценивали однородность дисперсии,
затем проводили ANOVA и ANOVA для повторных измерений. В случае статисти-
чески значимых различий между средними значениями мы использовали постфак-
тум метод анализа сравнения средних Тьюки [40].

Результаты исследований представлены в виде среднего арифметического и
стандартного отклонения (Mean ± SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение фосфолипидного и жирнокислотного состава индивидуальных фосфолипидов, 
содержания свободных жирных кислот и диацилглицерина в условиях нормы и гипоксии. 

Исследование степени окисленности липидов
В нашей работе мы исследовали фосфолипидный состав мембран эритроцитов,

а также степень их окисленности в условиях нормы и гипоксии.
Из мембран эритроцитов были выделены 7 фракций фосфолипидов – фосфати-

дилхолин (ФХ), фосфатидилэтаноламин (ФЭА), фосфатидилсерин (ФС), сфинго-
миелин, лизофосфатидилхолин (ЛФХ), лизофосфатидилэтаноламин (ЛФЭА),
фосфатидилинозитол (ФИ). Кроме этого, были выделены такие метаболиты фос-
фолипидов, как диацилглицерол (ДАГ), являющийся вторичным посредником
фосфоинозитидного цикла и образующийся из фосфатидилинозитол-4,5-дифос-
фата под действием фосфолипазы С, и СЖК [41].

В ходе эксперимента было установлено, что в эритроцитах (как безъядерных,
так и ядерных) в условиях недостаточного содержания кислорода в среде инкуба-
ции происходят изменения в количественном составе фосфолипидов и их метабо-
литов (табл. 1).

Возможно, что в условиях гипоксии происходит активация фосфолипаз в эрит-
роцитах, что, в свою очередь, приводит к расщеплению ФЭА, ФХ и ФС. Это также
подтверждается накоплением в условиях гипоксии ДАГ и СЖК (их количество
увеличивалось на 47.8 и 34.2% соответственно по сравнению с контролем).

При исследовании ядерных эритроцитов голубя были выделены те же фракции
ФЛ, что и из мембран эритроцитов человека. В ходе эксперимента прослеживались
те же закономерности, что и при исследовании эритроцитов человека (табл. 1).

В условиях недостатка кислорода наблюдалось снижение содержания ФЭА, ФХ,
ФС и ФИ по сравнению с контролем на 45.1, 36.5, 38.5 и 58.4% соответственно.
Минимальное снижение наблюдалось для СМ (табл. 1). Также в ядерных эритро-
цитах происходило накопление продуктов превращения фосфолипидов – ЛФЭА и
ЛФХ, однако, в сравнении с эритроцитами человека в большей степени, практиче-
ски в 2 раза по сравнению с контролем, увеличилось количество ЛФХ. Кроме этого,
наблюдалось увеличение количества ДАГ и СЖК на 53.3 и 32.4% соответственно.

Очевидно, что выявленные изменения в составе липидов цитоплазматической
мембраны эритроцитов – снижение содержания ФЭА, ФХ, ФС, ФИ, СМ и увели-
чение содержания лизофосфолипидов, а также метаболитов липидов могут влиять
на структурные и функциональные свойства мембраны клетки [30].

Для лучшего понимания характера и степени участия отдельных фосфолипидов
в функциях как общих для всех клеток, так и специфических для эритроцитов, не-
обходимо более глубокое изучение молекулярного строения отдельных фосфоли-
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пидов и, прежде всего, их жирных кислот как самого переменного компонента
фосфолипидов [42].

При изучении состава ЖК фосфолипидов мембран эритроцитов человека было
выявлено, что они включали миристиновую (С14:0), миристолеиновую (С14:1),
пальмитиновую (С16:0), пальмитолеиновую (С16:1), стеариновую (С18:0), олеино-
вую (С18:1), линолевую (С18:2), линоленовую (С18:3), арахиновую (С20:0), гондо-
иновую (С20:1), эйкозодиеновую (С20:2), бегеновую (С22:0), эруковую (С22:1),
лигноглицериновую (С24:0) кислоты (табл. 2).

Для каждой фракции фосфолипидов существует свой жирнокислотный про-
филь. Тем не менее, общим для всех фракций фосфолипидов является высокое со-
держание стеариновой и олеиновой кислот. К минорным относится линоленовая
незаменимая жирная кислота с максимальным содержанием во фракции фосфати-
дилхолина.

Анализ жирнокислотного состава липидов эритроцитов показал, что в кон-
трольном образце во фракции ФХ были обнаружены все перечисленные выше

Таблица 1. Изменение липидного состава мембран эритроцитов человека и голубя в услови-
ях нормы и недостатка кислорода
Table 1. Changes in the lipid composition of human and pigeon erythrocyte membranes under nor-
mal and lack of oxygen conditions

*p ≤ 0.05 достоверно по отношению к контролю;
*p ≤ 0.05 reliably in relation to control; 

**p ≤ 0.01 достоверно по отношению к контролю.
**p ≤ 0.01 reliably in relation to control.

Условия
эксперимента
Experimental

conditions

Безъядерные эритроциты (n = 39)
Nuclear-free erythrocytes

Ядерные эритроциты (n = 29)
Nuclear erythrocytes

ФЛ и метаболиты,
мкг/мг липидов

PL and metabolites,
μg/mg lipids

контроль
control

гипоксия
hypoxia

контроль
control

гипоксия
hypoxia

ФЭА
PEA 190.3 ± 8.1 68.3 ± 2.8** 186.5 ± 8.8 166.8 ± 3.6*

ФХ
PC 230.8 ± 9.3 118.2 ± 3.6* 233.1 ± 10.4 148.4 ± 5.4**

ФС
PS 36.6 ± 1.3 20.4 ± 1.6** 57.84 ± 5.6 35.1 ± 1.6*

ФИ
PI 82.5 ± 3.8 77.6 ± 6.2** 77.4 ± 2.1 32.4 ± 2.4*

СМ
SM 158.4 ± 6.3 146.2 ± 9.5* 165.3 ± 7.6 155.6 ± 11.6*

ЛФХ
LPC 17.3 ± 0.4 23.7 ± 1.7** 18.6 ± 0.6 36.4 ± 1.8**

ЛФЭА
LPEA 19.8 ± 0.7 37.8 ± 2.4** 19.8 ± 0.8 29.2 ± 2.5**

ДАГ
DAG 17.5 ± 0.5 25.5 ± 1.1** 15.5 ± 0.7 23.4 ± 0.8*

СЖК
FFA 38.4 ± 1.3 51.6 ± 2.2* 37.7 ± 1.4 49.1 ± 1.3**
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жирные кислоты, кроме миристолеиновой и эруковой. Основной вклад в их коли-
чество вносят С16:0, С18:0, С20:2. Коэффициент насыщенности ФХ составил 0.81.

Во фракции ФС отсутствовали линоленовая и лигноглицериновая кислоты. Ко-
эффициент насыщенности ФС составил 0.63. Во фракции ФЭА среди всех ЖК
наибольший процент составила С22:1 – эруковая кислота. Отсутствовали С12:0,
С16:0, С20:0, С24:0. Коэффициент насыщенности составил 0.61.

Качественный состав ЖК фосфоинозитидов был таким же, как в названных вы-
ше фракциях. Из насыщенных кислот наибольшее количество составили С18:0
(стеариновая), С22:0 (бегеновая). Из ненасыщенных в наибольшем количестве бы-
ла обнаружена С16:1 – пальмитолеиновая. Коэффициент насыщенности ФИ со-

Таблица 2. Жирнокислотный состав фракций фосфолипидов и СЖК безъядерных эритро-
цитов (% от общего количества)M ± SD (n = 39)
Table 2. Fatty acid composition of fractions of phospholipids and FFA of nuclear-free erythrocytes
(% of total) M ± SD (n = 39)

*p ≤ 0.05 достоверно по отношению к контролю;
*p ≤ 0.05 reliably in relation to control;

**p ≤ 0.01 достоверно по отношению к контролю;
**p ≤ 0.01 reliably in relation to control.

Ф
ра

кц
ии

 Ф
Л

PL
 fr

ac
tio

ns

ЖК
FA

С14:00 С14:01 С16:00 С16:01 С18:00 С18:01 С18:02 С18:03 С20:00 С20:01 С20:02 С22:00 С22:01 С24:00 Кнас
Dsat

У
сл

ов
ия

 э
кс

пе
ри

м
ен

та
E

xp
er

im
en

ta
l c

on
di

tio
ns

Ф
Х

P
C К

он
тр

ол
ь

C
on

tr
ol 14.04 ±

± 0.16
0 26.56 ±

± 0.11
0.95 ±
± 0.05

20.01 ±
± 1.09

0.63 ±
± 0.03

2.83 ±
± 0.09

1.78 ±
± 0.05

3.83 ±
± 0.04

1.38 ±
± 0.09

16.50 ±
± 0.32

12.59 ±
± 0.48

0 6.31 ±
± 0.09

0.81

Ги
по

кс
ия

H
yp

ox
ia 15.79 ±

± 0.16*
0 28.97 ±

± 0.38*
0.75 ±

± 0.06*
22.36 ±
± 0.17*

0.56 ±
± 0.03

1.90 ±
± 0.06*

1.77 ±
± 0.04

4.06 ±
± 0.02*

1.41 ±
± 0.04

14.23 ±
± 0.07*

13.58 ±
± 0.24*

0 7.89 ±
± 0.08**

0.86

Ф
С

P
S К

он
тр

ол
ь

C
on

tr
ol 11.54 ±

± 0.39
0.02 ±
± 0.001

17.82 ±
± 0.27

2.88 ±
± 0.17

13.06 ±
± 1.96

13.6 ±
± 0.22

9.42 ±
± 0.08

0 13.65 ±
± 0.11

2.99 ±
± 0.08

1.51 ±
± 0.09

5.30 ±
± 0.16

7.56 ± 
± 0.07

0 0.63

Ги
по

кс
ия

H
yp

ox
ia 18.44 ±

± 0.88*
0.62 ±
± 0.03*

19.68 ±
± 0.33*

0.03 ±
± 0.001**

8.44 ±
± 0.18*

10.7 ±
± 0.16*

6.82 ±
± 0.11*

0 13.23 ±
± 0.08*

2.88 ±
± 0.06*

3.96 ±
± 0.07*

6.6 ±
± 0.09*

0 0 0.84

Ф
Э

А
PE

A К
он

тр
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ь
C

on
tr

ol 15.86 ±
± 0.27

1.18 ±
± 0.01

0 0.31 ±
± 0.02

17.37 ±
± 1.55

0.24 ±
± 0.02

2.01 ±
± 0.07

0.92 ±
± 0.02

0 1.09 ±
± 0.08

1.13 ±
± 0.22

19.82 ±
± 1.11

35.60 ±
± 2.67

0 0.61

Ги
по

кс
ия

H
yp

ox
ia 17.15 ±

± 0.68
2.97 ±

± 0.07**
5.38 ±
± 0.19*

0.32 ±
± 0.01

25.81 ±
± 0.92**

1.81 ±
± 0.02**

4.88 ±
± 0.29*

1.56 ±
± 0.09*

4.25 ±
± 0.03*

1.76 ±
± 0.09*

2.31 ±
± 0.06*

26.15 ±
± 1.78*

0 5.74 ±
± 0.05*

0.87

Ф
И PI

К
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тр
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ь
C
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tr

ol 6.74 ±
± 0.18

0.91 ±
± 0.06

8.19 ±
± 0.42

11.83 ±
± 0.34

19.30 ±
± 0.35

0.22 ±
± 0.01

2.60 ±
± 0.09

1.26 ±
± 0.07

12.37 ±
± 0.31

1.54 ±
± 0.06

3.39 ±
± 0.12

19.70 ±
± 0.25

4.53 ±
± 0.02

8.56 ±
± 0.11

0.77

Ги
по

кс
ия

H
yp

ox
ia 10.08 ±

± 0.18*
1.60 ±

± 0.06*
10.47 ±
± 0.33*

5.16 ±
± 0.15*

15.29 ±
± 1.14*

0.30 ±
± 0.01*

0.98 ±
± 0.08*

1.27 ±
± 0.07

25.31 ±
± 0.48**

1.16 ±
± 0.04*

3.61 ± 
± 0.19

11.76 ±
± 0.18*

0 13.94 ±
± 0.69*

0.89

С
Ж

К
F

FA К
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ь
C
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ol 11.26 ±
± 0.12

0.22 ±
± 0.02

22.25 ±
± 0.61

4.73 ±
± 0.12

21.43 ±
± 0.54

0.36 ±
± 0.02

5.77 ±
± 0.12

1.45 ±
± 0.09

12.36 ±
± 0.36

0.32 ±
± 0.01

3.01 ±
± 0.16

18.72 ±
± 0.15

0.40 ±
± 0.01

2.33 ±
± 0.22

0.86

Ги
по

кс
ия

H
yp

ox
ia 8.44 ±

± 0.18*
1.56 ±

± 0.08**
29.06 ±
± 0.59**

1.60 ±
± 0.09**

18.61 ±
± 0.92*

0.33 ±
± 0.01*

3.03 ±
± 0.09*

0 20.77 ±
± 0.29**

0.44 ±
± 0.02*

9.02 ±
± 0.28**

14.63 ±
± 0.11*

0.61 ±
± 0.03*

0 0.88
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ставил 0.77. Насыщенные СЖК были представлены в основном С16:0 и С18:0. Из
ненасыщенных обнаружены С16:1, С18:2 и С20:2. Коэффициент насыщенности
СЖК составил 0.86.

Во фракции ФХ при инкубации эритроцитов в условиях гипоксии качественных
изменений в составе ЖК не произошло. Увеличилось количество практически всех
насыщенных кислот. Как следствие, коэффициент насыщенности увеличился до
0.86. В составе жирнокислотной фракции ФС не были обнаружены линоленовая и
эруковая кислоты, а также насыщенная лигноцериновая кислота. Появилась ми-
ристоoлеиновая кислота. Количество насыщенных кислот с длинными цепями
уменьшилось, либо осталось почти на контрольном уровне. Значительно снизи-
лось содержание стеариновой кислоты. Из ненасыщенных кислот почти до нуля
уменьшилось содержание пальмитолеиновой, не обнаружено эруковой, но более
чем в три раза увеличилось количество эйкозадиеновой кислоты. Коэффициент
насыщенности ФС составил 0.84. Во фракции ФЭА при инкубации в условиях ги-
поксии изменился качественный состав насыщенных ЖК. Появились пальмити-
новая, арахиновая, лигноцериновая кислоты, среди ненасыщенных не была обна-
ружена эруковая кислота. Увеличилось содержание насыщенных ЖК – С18:0 и
С22:0. Коэффициент насыщенности ФЭА составил 0.87. В составе фосфоинозити-
дов при инкубации в условиях гипоксии по сравнению с контрольной фракцией в
составе насыщенных ЖК качественных изменений не было обнаружено. Не обна-
ружена ненасыщенная эруковая кислота. В количественном составе отмечены сле-
дующие изменения: увеличилось количество арахиновой кислоты, значительно
уменьшилось содержание стеариновой и бегеновой. Из ненасыщенных кислот
значительно уменьшилось содержание пальмитолеиновой и нервоновой кислот.
Коэффициент насыщенности увеличился до 0.89. В составе СЖК после инкубации
в условиях гипоксии не было обнаружено линоленовой и лигноцериновой кислот.
Отмечено значительное снижение количества стеариновой, миристиновой, беге-
новой кислот. В отличие от контроля во фракции ненасыщенных кислот обнару-
живалась миристолеиновая кислота. В три раза уменьшилось содержание пальми-
толеиновой кислоты и повысилось количество эйкозадиеновой кислоты. Коэффи-
циент насыщенности составил 0.88 (табл. 2).

Анализ жирнокислотного состава липидов эритроцитов голубя показал, что в
контрольном образце во фракции ФХ были обнаружены все перечисленные выше
ЖК за исключением миристолеиновой и эруковой. Основной вклад в количество
ЖК вносят С16:0, С18:0, С20:0, С20:2 (табл. 3).

Коэффициент насыщенности ФХ составил 0.82. Во фракции ФС общий жирно-
кислотный состав был аналогичен вышеописанному, однако среди ЖК не были
обнаружены линоленовая и лигноглицериновая. Коэффициент насыщенности ФС
составил 0.61. Во фракции ФЭА в общий жирнокислотный состав наибольший
вклад вносит эруковая кислота. В значительном количестве были представлены
С12:0, С16:0, С20:2, С21:0 кислоты. Коэффициент насыщенности 0.91. Качествен-
ный состав ЖК фосфоинозитидов не отличался от такового ранее описанных
фракций. В количественном составе из насыщенных кислот лидерами являлись
С16:0, С18:0 и С22:0, из ненасыщенных – С16:1. Коэффициент насыщенности ФИ
составил 0.73. Насыщенные СЖК были представлены в основном С16:0 и С18:0. Из
ненасыщенных в наибольшем количестве были обнаружены С16:1, С18:2 и С20:2.
Коэффициент насыщенности СЖК составил 0.85.

После инкубации эритроцитов в условиях гипоксии во фракции ФХ качествен-
ных изменений в составе ЖК не произошло. Увеличилось количество практически
всех насыщенных кислот кроме стеариновой и бегеновой. Коэффициент насы-
щенности вырос до 0.85. При исследовании фракции ФС в условиях гипоксии в
составе ЖК не были обнаружены линоленовая, эруковая, а также лигноцериновая
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кислоты. Обнаружена миристолеиновая кислота. Количественные изменения ха-
рактеризовались увеличением числа насыщенных кислот с более короткой угле-
родной цепью. Из длинноцепочечных кислот увеличилось содержание арахиновой
кислоты. Из ненасыщенных кислот практически до нуля уменьшилось содержание
пальмитолеиновой кислоты, не было обнаружено эруковой и линоленовой кислот.
Коэффициент насыщенности ФС составил 0.82. Во фракции ФЭА при инкубации
в условиях гипоксии в составе насыщенных ЖК появились лауриновая, пальмити-
новая, арахиновая кислоты. Среди ненасыщенных отсутствовала эруковая кислота
(С22:1), которая в условиях нормоксии является основной ЖК данной фракции
фосфолипидов. Увеличилось содержание насыщенных ЖК – С18:0 и С22:0, вновь
обнаруживалась лигноцериновая кислота. Среди ненасыщенных значительно
уменьшилось содержание олеиновой, пальмитолеиновой и эйкозадиеновой кис-
лот, увеличилось количество линолевой кислоты. Коэффициент насыщенности
составил 0.84. Во фракции фосфоинозитидов при гипоксии в составе насыщенных
ЖК не была обнаружена эруковая кислота. Наблюдались следующие количествен-

Таблица 3. Жирнокислотный состав фракций фосфолипидов и СЖК ядерных эритроцитов
(% от общего количества) M ± SD (n = 29)
Table 3. Fatty acid composition of fractions of phospholipids and FFA of nuclear erythrocytes (% of
total) M ± SD (n = 29)

*p ≤ 0.05 достоверно по отношению к контролю;
*p ≤ 0.05 reliably in relation to control;

**p ≤ 0.01 достоверно по отношению к контролю;
**p ≤ 0.01 reliably in relation to control.
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ные изменения состава ЖК: увеличилось содержание арахиновой кислоты, значи-
тельно уменьшился уровень стеариновой и бегеновой.

Среди ненасыщенных кислот уменьшилось содержание пальмитолеиновой кис-
лоты. Коэффициент насыщенности увеличился до 0.86.

В составе фракции СЖК после инкубации в условиях гипоксии не были обнару-
жены С18:3 и С24:0. Отмечено значительное снижение количества стеариновой,
миристиновой, и бегеновой кислот. В отличие от контроля во фракции ненасы-
щенных кислот обнаруживались миристолеиновая кислота. Уменьшилось содер-
жание пальмитолеиновой кислоты. Коэффициент насыщенности в данных усло-
виях составил 0.86.

Важным моментом нашей работы было изучение количества и состава диацилг-
лицерола (ДАГ), играющего главную роль в регуляции активности фосфолипазы
А2, протеинкиназы С и транспорта Са2+. ДАГ придают важное значение как акти-
ватору протеинкиназы С, участвующей в усилении сигнала от возбужденного ре-
цептора клеточной поверхности к белкам-исполнителям и фосфолипазе А2, и как
источнику арахидоновой кислоты. ДАГ инициирует синтез ДНК и пролиферацию
клеток, действуя как митоген, а также служит предшественником для ФХ, ФЭА и
триацилглицеринов.

В жирнокислотном составе ДАГ эритроцитов человека нами были обнаружены
и идентифицированы 17 ЖК: декановая (С10:0), гендекановая (С11:0), лауриновая
(С12:0), миристиновая (С14:0), миристолеиновая (С14:1), пентадекановая (С15:0),
пальмитиновая (С16:0), пальмитолеиновая (С16:1), стеариновая (С18:0), олеиновая
(С18:1), линолевая (С18:2), линоленовая (С18:3), арахиновая (С20:0), эйкозодиено-
вая (С20:2), арахидоновая (С20:4), эйкозопентаеновая (С20:5), бегеновая (С22:0).
Состав ДАГ в норме определяется в основном стеариновой (17.2%), арахиновой
(21.4%), бегеновой (8.1%) насыщенными ЖК. Среди ненасыщенных наибольший
удельный вес принадлежит линоленовой (4.4%), эйкозодиеновой (7.1%) и арахидо-
новой (14.3%) кислотам. Коэффициент насыщенности равен 1.60 (табл. 4).

При инкубации в условиях гипоксии содержание ДАГ увеличивалось. Это сви-
детельствует о том, что в мембране эритроцита при увеличении концентрации
кальция происходит активация систем, которые ответственны за гидролиз фосфа-
тидилинозитолбифосфата, продуктом которого и выступает ДАГ. По полученным
данным можно судить об активации фосфолипазы С.

В эритроцитах голубя в жирнокислотном составе ДАГ нами были выделены и
идентифицированы 15 ЖК: декановая (С10:0), гендекановая (С11:0), лауриновая
(С12:0), миристиновая (С14:0), пентадекановая (С15:0), пальмитиновая (С16:0),
пальмитолеиновая (С16:1), стеариновая (С18:0), олеиновая (С18:1), линолевая
(С8:2), линоленовая (С18:3), арахиновая (С20:0), эйкозодиеновая (С20:2), арахидо-
новая (С20:4), бегеновая (С22:0). Состав ДАГ эритроцитов голубя в норме опреде-
ляется в основном пальмитиновой (35.8%), стеариновой (14.4%) миристиновой
(5.2%) насыщенными кислотами. Среди ненасыщенных ЖК наибольший удель-
ный вес принадлежит олеиновой (9.8%), арахидоновой (8.7%) и линолевой (7.8%)
кислотам. Коэффициент насыщенности равен 1.95. При инкубации в условиях ги-
поксии наблюдался тот же эффект, что и для эритроцитов человека (табл. 4).

В эритроцитах голубя в жирнокислотном составе ДАГ нами были выделены и
идентифицированы 15 ЖК: декановая (С10:0), гендекановая (С11:0), лауриновая
(С12:0), миристиновая (С14:0), пентадекановая (С15:0), пальмитиновая (С16:0),
пальмитолеиновая (С16:1), стеариновая (С18:0), олеиновая (С18:1), линолевая
(С18:2), линоленовая (С18:3), арахиновая (С20:0), эйкозодиеновая (С20:2), арахидо-
новая (С20:4), бегеновая (С22:0). Состав ДАГ эритроцитов голубя в норме определя-
ется в основном пальмитиновой (35.8%), стеариновой (14.4%) миристиновой (5.2%)
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насыщенными кислотами. Среди ненасыщенных ЖК наибольший удельный вес
принадлежит олеиновой (9.8%), арахидоновой (8.7%) и линолевой (7.8%) кислотам.
Коэффициент насыщенности равен 1.95. При инкубации в условиях гипоксии на-
блюдался тот же эффект, что и для эритроцитов человека (табл. 4).

Таким образом, в условиях гипоксии в мембранах как ядерных, так и безъядер-
ных эритроцитов происходят изменения в фосфолипидном и жирнокислотном со-
ставе, ведущие к накоплению лизоформ ФЛ, ДАГ и СЖК, а также к повышению
степени насыщенности ЖК в составе ФЛ. Данные изменения свидетельствуют о
структурных перестройках в мембране безъядерных и ядерных эритроцитов и
вследствие этого о функциональных изменениях как со стороны эритроцита в це-
лом, так и основного кислородтранспортного белка эритроцитов – гемоглобина
[43, 44].

Таблица 4. Жирнокислотный состав ДАГ безъядерных и ядерных эритроцитов (% от общего
количества) M ± SD
Table 4. Fatty acid composition of DAG of nuclear-free erythrocytes and nuclear erythrocytes (% of
total) M ± SD

*p ≤ 0.05 достоверно по отношению к контролю;
*p ≤ 0.05 reliably in relation to control; 

**p ≤ 0.01 достоверно по отношению к контролю; 
**p ≤ 0.01 reliably in relation to control.

Жирные кислоты
Fatty acids

Безъядерные эритроциты (n = 39)
Nuclear-free erythrocytes

Ядерные эритроциты (n = 29)
Nuclear erythrocytes

контроль
control

гипоксия
hypoxia

контроль
control

гипоксия
hypoxia

С10:00 3.95 ± 0.08 5.22 ± 0.17* 4.83 ± 0.04 7.43 ± 0.64*

С11:00 2.63 ± 0.09 5.68 ± 0.08** 3.83 ± 0.09 6.37 ± 0.74*

С12:00 2.95 ± 0.05 2.71 ± 0.08* 4.89 ± 0.12 6.35 ± 0.33*

С14:00 3.83 ± 0.04 5.99 ± 0.11* 5.20 ± 0.32 11.48 ± 0.89**

С14:01 6.72 ± 0.04 4.50 ± 0.08* 0 0

С15:00 6.56 ± 0.41 8.36 ± 0.56* 4.12 ± 0.22 7.35 ± 0.77*

С16:00 5.56 ± 0.09 8.75 ± 0.68* 35.83 ± 0.99 37.23 ± 1.04*

С16:01 2.95 ± 0.10 2.48 ± 0.09* 3.85 ± 0.18 3.45 ± 0.36

С18:00 17.23 ± 1.09 25.01 ± 0.44* 14.44 ± 0.39 21.60 ± 0.93*

С18:01 2.83 ± 0.09 2.29 ± 0.12* 9.83 ± 0.62 6.21 ± 0.87*

С18:02 1.78 ± 0.05 1.24 ± 0.04* 7.81 ± 0.29 5.23 ± 0.58*

С18:03 4.38 ± 0.26 3.79 ± 0.16* 6.19 ± 0.11 5.12 ± 0.46*

С20:00 21.41 ± 0.92 26.60 ± 2.43* 4.93 ± 0.12 7.88 ± 0.69*

С20:02 7.12 ± 0.08 5.53 ± 0.06** 6.39 ± 0.16 5.45 ± 0.35*

С20:04 14.32 ± 0.46 13.11 ± 0.51* 8.74 ± 0.58 7.25 ± 0.68*

С20:05 2.65 ± 0.12 2.88 ± 0.08* 0 0

С22:00 8.11 ± 0.21 11.14 ± 1.29* 4.18 ± 0.13 7.69 ± 0.45**

Кнас
Dsat

1.60 1.85 1.95 2.1
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Изучение морфометрических характеристик структуры эритроцитов
в условиях нормы и гипоксии

Для оценки структурных изменений эритроцитов были изучены методом лазерной
интерференционной микроскопии морфометрические характеристики красных
клеток крови. Установлено, что в условиях нормы эритроцит человека характери-
зуется нормальной дискоидной формой, четко просматривающейся на фазовом
изображении (рис. 1).

Такая форма связана с равномерным распределением гемоглобина и, следова-
тельно, относительно одинаковым показателем преломления.

В условиях гипоксии площадь эритроцитов относительно контроля увеличилась
на 16.5%. ОРХ и объем эритроцитов уменьшились на 6.6 и 12.8% относительно
контроля. Высота клеток и плотность упаковки гемоглобина увеличились на 13.5 и
41.4% соответственно (табл. 5).

После инкубации ядерных эритроцитов в условиях гипоксии площадь фазового
изображения также увеличилась на 28.1% по сравнению с контрольным значением.
ОРХ уменьшилась на 32.6%, также наблюдалось уменьшение фазового объема
эритроцита на 13.2% относительно контроля (табл. 6).

В отличие от безъядерных эритроцитов показано снижение показателей геометри-
ческой высоты и плотности упаковки эритроцитов на 10.3 и 13.3% соответственно.

Изменение условий инкубации (гипоксия) приводило к появлению нарушений
в морфологии эритроцитов. Фазовое изображение некоторых эритроцитов имело
не гладкую тороидную форму, а “шероховатую”, с выростами и выпуклостями, что
связано с изменениями в структуре цитоскелета и перераспределением гемоглоби-
на в цитоплазме. Эти изменения могут быть вызваны патологическими процесса-
ми в эритроцитах, которые обусловлены состоянием гипоксии. Трансформация
дискоцита в эхиноцит (обратимая деформация эритроцита) начинается с наруше-
ния контура двояковогнутой структуры эритроцита с последующим появлением
грубых выростов сначала по окружности диска, а затем по всей поверхности клет-
ки, после чего эритроцит принимает в основном сферическую форму. Образова-
ние сфероцита представляет собой пример необратимой деформации эритроцита
(рис. 2).

Рис. 1. 3D-модель эритроцита человека в условиях нормоксии.
Fig. 1. 3D model of human erythrocyte under normoxia.
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Таблица 5. Морфометрические показатели эритроцитов человека в условиях нормо- и гипо-
ксии (М ± SD)
Table 5. Morphometric characteristics of human erythrocytes in conditions normo- and hypoxia (М ± SD)

*p ≤ 0.05 достоверно по отношению к контролю;
*p ≤ 0.05 reliably in relation to control.
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Таблица 6. Морфометрические показатели эритроцитов голубя в условиях нормо- и гипо-
ксии (М ± SD)
Table 6. Morphometric parameters pigeon erythrocytes in conditions normo and hypoxia (М ± SD)

*p ≤ 0.05 достоверно по отношению к контролю;
*p ≤ 0.05 reliably in relation to control.
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Также в ходе работы нами были получены фазовые 3D-изображения эритроци-
тов и поперечный срез эритроцита голубя. Эритроциты контрольного образца име-
ли овальную форму, внутриклеточные структуры были равномерно распределены
(рис. 3).

Мембрана эритроцитов имела ровную, гладкую поверхность. В центре эритро-
цита находится ядро. Поперечное сечение эритроцита голубя имеет два плеча и
один максимум.

У эритроцитов, инкубированных в условиях гипоксии, в поперечном сечении
мы наблюдали только один максимум, эритроциты изменяли свою форму, стано-
вились более шаровидными (рис. 4).

Некоторые эритроциты после инкубации в условиях гипоксии имели неровные
края и шероховатую поверхность.

Выявленные в результате нашей работы нарушения различных морфометриче-
ских показателей эритроцитов будут отражаться и на функциональной способно-
сти гемоглобина, о чем свидетельствует изменение плотности упаковки гемоглоби-
на как в безъядерных, так и ядерных эритроцитах.

Исследование конформационных свойств гематопорфирина гемоглобина
и определение лигандсвязывающей способности гемоглобина 

в условиях нормы и гипоксии
Показатели кислородсвязывающей способности гемоглобина мы оценивали ме-

тодом спектроскопии комбинационного рассеяния по конформационным измене-
ниям гемопорфирина.

Рис. 2. 3D-модель (A) и профиль (B) эритроцита человека в условиях гипоксии (сфероцит).
Fig. 2. 3D model (A) and profile (B) of human erythrocyte during incubation under hypoxia (spherocyte).
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Анализ спектров комбинационного рассеяния эритроцитов человека, инкуби-
рованных в условиях гипоксии, показал, что в эритроцитах уменьшается относи-
тельное количество о-Гб (I1375/(I1355 + I1375)) на 12.9% и способность гемоглобина
сбрасывать лиганды (I1375/I1580) (рис. 5a).

При этом незначительно (на 8.2%) увеличилась способность гемоглобина сбра-
сывать лиганды. Более значительно (на 31.6%) повысилось сродство гемоглобина к
лигандам, прежде всего к кислороду.

Показатели кислородсвязывающей способности гемоглобина ядерных эритроци-
тов отличались от таковых в случае безъядерных. Кроме этого, для ядерных эритро-
цитов мы обнаружили несколько иные изменения конформационного состояния ге-
мопорфирина гемоглобина и соответственно показателей кислородсвязывающей
способности гемоглобина эритроцитов (рис. 5B). Так, в условиях эксперименталь-
ной гипоксии относительная доля о-Гб (I1375/(I1355 + I1375)) в эритроцитах голубя до-
стоверно не изменилась. Способность гемоглобина связывать лиганды при гипоксии
снизилась на 10.1%, а способность выделять лиганды – на 32.8% (рис. 5B). При этом
увеличилось на 33.9% сродство гемоглобина к лигандам ((I1355/I1550)/(I1375/I1580)).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Пребывание ядерных и безъядерных эритроцитов в условиях гипоксии способ-
ствовало возникновению различных изменений как со стороны морфологии эрит-

Рис. 3. 3D-модель (A) и профиль (B) эритроцита голубя в условиях нормоксии.
Fig. 3. 3D model (A) and profile (B) of pigeon erythrocyte in normoxia.

z

z

100

x, μm
105

5
0

0
y, μm

360

320

280

240

200

160

120

200

150

100

50

0 5 1510

A

B

G
ra

y
 v

a
lu

e
, 

n
m

Distance, μm

10
15

15 20 25



647СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЛИПИДНОГО СОСТАВА

Рис. 4. 3D-модель (A) и профиль (B) эритроцита голубя в условиях гипоксии.
Fig. 4. 3D model (A) and profile (B) of pigeon erythrocyte in hypoxia.

z, nm

200

100

x, μm

10
11

12

8
9

6
7

6

4
5

4 5

2
3

2 3

0
1

0 1

y, μm

nm

A
350

300

250

200

150

100

50

200

300

100

0 2 4 6 8 10 12

B

G
ra

y
 v

a
lu

e
, 

n
m

Distance, μm

роцита, состояния его мембран (в частности, липидного компонента), так и кон-
формации кислородпереносящего белка – гемоглобина.

Показанные нами изменения в содержании ФИ и одновременное накопление
ДАГ однозначно свидетельствуют об активации ФИ-цикла, и, следовательно, об
усилении процессов образования вторичных мессенджеров, приводящих к актива-
ции протеинкиназы С, осуществляющей фосфорилирование и активацию большо-
го числа внутриклеточных белков.

Как известно, для активации и функционирования фосфоинозитидного цикла
необходимы ионы Са2+. Их поступление в условиях гипоксии показано в ряде ра-
бот [45–47].

Увеличение концентрации Са2+ приводит к активации Са2+-зависимой фосфо-
липазы А2, результатом действия которой является накопление в мембранах лизо-
фракций фосфолипидов и СЖК [48–50].

Cведения об увеличении активности фосфолипаз в условиях гипоксии встреча-
ются и в других источниках литературы [51–53].

В пользу данного факта свидетельствуют и наши результаты, свидетельствующие
о снижении содержания одного из количественно преобладающих фосфолипидов
мембраны эритроцитов – фосфатидилхолина. На его долю по разным данным может
приходиться от 37 до 46% и выше от общего количества ФЛ [54].

Известно также, что он в большем количестве находится во внешней части липид-
ного бислоя мембраны [48, 55–57].
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Поскольку в эритроцитарных мембранах чуть ли не половина фосфолипидов при-
ходится на ФХ и при гипоксии происходит резкое изменение морфологических харак-
теристик самой клеточной мембраны, можно однозначно утверждать, что доступность
фосфатидилхолина для атаки фосфолипаз возрастает. Усиление биосинтетических
процессов и, как следствие этого, накопление СЖК, в том числе и в условиях гипо-
ксии, в эритроцитах невозможно.

Учитывая эти данные и изложенные соображения, мы полагаем, что одной из
вероятных причин выявленных изменений в составе фосфолипидов, а также ДАГ и
СЖК, является активация фосфолипаз С и А2.

Накопление лизоформ фосфолипидов (ЛФХ и ЛФЭА) и СЖК в условиях гипо-
ксии может способствовать “разрыхлению” отдельных участков бислоя липидов
мембраны эритроцитов [58].

Увеличение степени насыщенности фосфолипидов эритроцитов, сопровождае-
мое уменьшением содержания ненасыщенных ЖК, приводит к увеличению мик-
ровязкости мембран и возрастанию их кластерности.

Рис. 5. Отношение амплитуд в спектре комбинационного рассеяния эритроцитов человека (A) и эрит-
роцитов голубя (B) при инкубации в нормальных условиях и условиях гипоксии (*p ≤ 0.05 достоверно по
отношению к контролю).
Fig. 5. The ratio of amplitudes in the Raman spectrum of human (A) and pigeon (B) erythrocytes during incuba-
tion under normal and hypoxic conditions (*p ≤ 0.05 significantly with respect to the control).
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Все это также может оказывать влияние на изменение кислородсвязывающх
свойства гемоглобина эритроцитов через изменение конформации гематопорфи-
рина [59–61].

Многочисленные процессы, происходящие в липидном бислое мембраны, при-
водят к изменениям морфометрических характеристик эритроцитов в условиях
экспериментальной гипоксии (появление эхиноцитов и сфероцитов с перараспре-
делением и конденсацией гемоглобина в объеме клетки). Изменения морфологии
эритроцита и, как следствие, распределения в нем гемоглобина существенно влия-
ют на эффективность переноса О2 в организме и являются признаком многих па-
тологий, связанных с развитием гипоксии [36].

Выявленное нарушение конформации гематопорфирина гемоглобина в эритро-
цитах в условиях экспериментальной гипоксии приводит к установленному сни-
жению кислородсвязывающей способности гемоглобина (например, снижению
относительной способности гемоглобина связывать лиганды, способности гемо-
глобина сбрасывать лиганды, увеличению сродства гемоглобина к лигандам).

В дезокси-форме метиновые связи гемопорфирина растянуты и деформирова-
ны, а лиганды хуже связываются и удерживаются Гб, в оксигенированной форме
данные связи, как и сама молекула гемопорфирина, менее деформированы и более
компактны. Кроме того, изменяется геометрия пирролов гемопорфирина. В дезок-
сигемоглобине атом Fe выходит из плоскости порфиринового кольца из-за стери-
ческого отталкивания гистидина и атомов азота порфиринового цикла. С-концы
глобина дважды соединены солевыми связями, тирозины зафиксированы в поло-
стях между спиралями ван-дер-ваальсовыми и водородными связями, вся структу-
ра стабилизирована 2.3-БФГ с отрицательным зарядом.

Принимая во внимание тот факт, что возникновение гипоксии является доста-
точно распространенным (частым) явлением, возникающим и при физических на-
грузках, и при разных формах патологий, можно полагать, что обнаруженные нами
изменения в составе липидов и морфологической картине эритроцитарных клеток
являются одним из компенсаторных механизмов, сохраняющих способность гемо-
глобина к транспорту кислорода.
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Comparative Characteristics of the Lipid Composition and Morphofunctional Indicators
of Nuclear and Non-Nuclear Erythrocytes under Conditions of Hypoxia

V. V. Revina, N. V. Gromovaa, *, E. S. Revinaa, I. P. Grunyushkina,
T. P. Kuzmenkoa, T. O. Oshkinaa, and S. S. Bochkarevaa

aNational Research Ogarev Mordovia State University, Saransk, Russia
*e-mail: nataly_grom@mail.ru

A comparative study of the properties of nuclear and non-nuclear erythrocytes in
experimental hypoxia. The phospholipid and fatty acid composition of individual
phospholipids, the content of free fatty acids in the composition of nuclear-free and
nuclear red blood cells were determined by thin-layer chromatography. The method of
laser interference microscopy was used to study the morphometric characteristics of
nuclear and nuclear-free red blood cells and the distribution of hemoglobin. Confor-
mational changes in the hemoporphyrin of nuclear and nuclear-free red blood cells
under hypoxia were studied by Raman spectroscopy. It has been shown that under
conditions of hypoxia, changes in the phospholipid and fatty acid composition occur
in the membranes of both nuclear and non-nuclear erythrocytes, leading to the accu-
mulation of lysoforms of phospholipids, diacylglycerol and free fatty acids, as well as to
an increase in the degree of saturation of fatty acids in phospholipids. These changes
indicate structural changes in the membrane of nuclear-free and nuclear red blood
cells and, as a result of this, functional changes both on the part of the red blood cell in
general and the main oxygen-transporting protein of red blood cells – hemoglobin.

Keywords: red blood cells, membrane, phospholipids, fatty acids, hemoglobin
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