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Установлено, что температура (0 и 37°) и тоничиость среды (0,15—
1,20 М NaCl) оказывают влияние на агглютинацию эритроцитов конка- 
навалином А. Обработка клеток лектином не приводит к существенному 
уменьшению уровня гемолиза эритроцитов при охлаждении. В отличие 
от конканавалина А диамид в концентрации выше 2,0 мМ вызывает сни­
жение чувствительности клеток к холодовому шоку. Изменение чувстви­
тельности эритроцитов к охлаждению в интервале 37—0° коррелирует с 
изменением электрофоретического спектра белков мембраны. После обра­
ботки диамидом отмечалось прогрессирующее уменьшение интенсивности 
спектриновых полос с одновременным формированием высокомолекуляр­
ных белковых агрегатов, не входящих в гель. Эффект диамида зависит 
от тоничиости среды, при которой производится обработка клеток, что 
особенно выражено в гипертонических средах с концентрацией NaCl 0,8—
1,2 М. В указанных условиях агрегация спектрина была максимальной. 
Указывается, что в основе механизма гипертонического холодового шока 
эритроцитов лежит усиление ассоциации периферических белков скелета с 
плазматической мембраной в осмотически обезвоженных клетках, что ог­
раничивает способность липидов адаптироваться в процессе охлаждения 
и приводит к стабилизации дефектов в структуре мембраны, формирую­
щихся при низкой температуре. Диамид может устранять эти неблаго­
приятные изменения, вызывая диоооциацию периферических белков от 
цитоплазматической поверхности мембраны при агрегации последних.

Известно, что охлаждение многих клеток в области положительных 
температур (37—0°) вызывает их повреждение [1, 2]. Это явление, на­
званное «холодовым шоком», характерно и для эритроцитов человека 
[3, 4]. Холодовой шок эритроцитов развивается как после их предвари­
тельной обработки некоторыми химическими соединениями, так и в про­
цессе охлаждения в гипертонических растворах солей и сахаров [4, 5]. 
Сенсибилизирующее действие гипертонических сред проявляется в нару­
шении барьерной функции мембраны и в утечке внутриклеточных элек­
тролитов на этапах, предшествующих сдвигу температуры [5]. Было 
высказано предположение, что процессом, приводящим к лизису клеток 
при сдвиге температуры от 37 до 0°, является фазовое разделение липи­
дов, вызывающее увеличение размеров и времени жизни трансмембраттных 
дефектов, формирующихся при экспонировании клеток в гипертонических 
растворах [3,6].

Несмотря на значительный объем экспериментальных данных, полу­
ченных при изучении холодового шока [3, 4, 6], до сих пор остается не­
ясным, какова последовательность процессов, вызывающих изменение 
состояния клетки и приводящих к ее лизису при охлаждении. Соответ­
ственно можно говорить и об отсутствии подходов, позволяющих огра­

.

©1991 Российская Академия Наук. Материал из электронного архива журнала “Биохимия”. Статья оцифрована в Отделе Научной Информа-
ции НИИФХБ им. А.Н. Белозерского МГУ. Использование материала автоматически предполагает выполнение условий Пользовательского соглашения.

Постоянная ссылка на материал: http://journals.belozersky.msu.ru/biochemistry/paper/1991/05/923.

1

https://biochemistrymoscow.com
http://journals.belozersky.msu.ru/biochemistry/agreement
http://journals.belozersky.msu.ru/biochemistry/paper/1991/05/923


ничивать или предупреждать холодовой шок. С учетом этого настоящая 
работа посвящена изучению особенностей развития холодового шока в 
условиях, когда эритроциты предварительно модифицировались хими­
ческими соединениями, изменяющими состояние основных структурных 
систем клетки, контролирующих их устойчивость к охлаждению,— бел­
кового скелета и плазматической мембраны.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эритроциты получали из донорской крови II группы (срок хранения не более 
2’ суток). После удаления плазмы .эритромассу дважды отмывали физиологическим: 
раствором (0,15 М NaCl, 0,04 М фосфатный буфер, pH 7,4) и готовили суспензию эри­
троцитов с нужным гематокритом.

Для изучения влияния осмотических факторов суспензию эритроцитов (1%-ный 
гематокрит) помещали на 15 мин в различные среды при температуре 0 и 37°. Хо­
лодовой шок осуществляли переносом проб, проинкубированных при 37° в течение 
15 мии, в ледяную . баню на 15 мин (скорость охлаждения до 0 ° - 1-2 град/с). 
Контроль температуры осуществляли с помощью медь-капелевого термоэлектрического 
преобразователя.

Определение агглютинации эритроцитов под действием коиканавалина А прово­
дили по методу Синджера и Моррисона [7]. Клетки (10%-ный гематокрит) предвари­
тельно инкубировали в течение 20 мин в средах с концентрацией NaCl 0,15—1,20 М 
при температуре 0 и 37°. Затем 0,1 мл суспензии переносили в одинаковые пробирки,, 
содержащие 1,0 мл раствора NaCl той же тоничности, при которой до этого находи­
лись эритроциты, с конканавалином А (130 мкг/мл) и без него. Поглощение определяли 
при длине волны 543 нм на спектрофотометре СФ-26. Процент агглютинации рассчи­
тывали ПО формуле: 100%-100% (Апробы с ■ лектином/Апробы без лектина). При Н 6 -  
обходимости вводили поправку на гемолиз [8].

Обработку клеток диамидом проводили по методу, предложенному Хёстом с 
соавт. [9].

Тени эритроцитов получали по методу, разработанному Стэком [10].
Электрофоретическое разделение мембранных белков осуществляли в пластинах, 

полиакриламидного геля, содержащего 0,1% додецилсульфата натрия, по методу,, 
описанному Джордж с соавт. [И]. Для разделения белков использовали прибор 
Мультифор II фирмы «ЬКБ» (Швеция). Пробы для электрофореза готовили растворе­
нием осажденных мембран в растворе DS-Na с последующим нагреванием при 100° 
в течение 3 мин. Вещества, восстанавливающие дисульфидные связи, в эксперименте' 
не применяли.

Все используемые в работе реактивы имели квалификацию х. ч.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для анализа изменений состояния поверхности мембран эритроцитов, 
в процессе инкубации в гипертонических растворах хлористого натрия 
при 0 и 37° мы использовали конканавалин А, который связывается с 
рецептором, расположенным на молекуле одного из интегральных бел­
ков мембраны — белка полосы 3 [12]. Характер модификации белков 
лектинами может отражать реакцию поверхностных компонентов мем­
браны клетки на изменение условий среды [13], т. е. по изменению ха­
рактера агллютинации эритроцитов в присутствии коиканавалина А. 
можно оценивать взаимосвязь между изменением состояния клеточной 
поверхности и условиями, в которых находится клетка.

Как видно из данных, представленных на рис. 1, влияние тоничности 
среды (0,15—1,20 М NaCl) на характер агглютинации эритроцитов кон­
канавалином А как при 0, так и при 37° является в общих чертах сход­
ным. D обоих случаях имеет место первоначальное снижение уровня 
агглютинации, которое затем сменяется его возрастанием. Температура 
влияет нц зависимую от тоничности среды агглютинацию клеток только' 
в интервале концентраций NaCl 0,75-—1,20 М, т. е. при значениях тонич­
ности, когда структура и проницаемость мембраны модифицируются:



Рис. 1 Рис. 2
Рис. 1. Действие различных концентраций NaCl на уровень агглютина­
ции эритроцитов, подвергнутых инкубации при 37 (7) и 0° (2) (за 
100% принят уровень агллютинации клеток в среде, содержащей 0,15 М 

NaCl, 0,01 М фосфатйый буфер, pH 7,4)
Рис. 2. Денситограммы мембранных белков эритроцитов, обработанных 

диамидом в концентрации 2,0 (б) и 5,0 мМ (в), а -  контроль

[5]. Поэтому различия в характере агглютинации эритроцитов при 0 и 
37° в присутствии конканавалина А могут отражать неодинаковый 
структурный ответ клеток на действие гипертонических концентраций 
солей при указанных температурах.

Анализ действия конканавалина А на холодовой шок эритроцитов 
показывает, что предварительная обработка лектином незначительно 
снижает уровень гемолиза клеток при охлаждении от 37 до 0° (не более 
чем на 5—7%)- С учетом этого можно сделать вывод, что локализован­
ные изменения структуры мембран эритроцитов, охватывающие (телок 
полосы 3, не оказывают значительного влияния на чувствительность кле­
ток к холодовому шоку. В свою очередь зависимое от температуры из­
менение характера агглютинации эритроцитов в средах, содержащих 
0,75—1,20 М NaCl (рис. 1), может отражать модификацию состояния 
мембранных липидов. Помимо этого, согласно данным Робинсона с со- 
авт. [14], основной сиалопротеид PAS-1 также связывает конканава- 
лин А. С учетом этого не исключена возможность селективного связыва­
ния конканавалина А с различными белковыми рецепторами при 37 и 0°.

Из полученных данных можно сделать вывод, что локализованные 
изменения интегральных белковых компонентов мембраны, которые ин­
дуцируются на фоне модификации цитоскелета под влиянием осмотиче­
ского стресса, не оказывают существенного влияния на состояние эри­
троцитов, подвергшихся охлаждению. В связи с этим существенное зна­
чение представляет вопрос о механизме, посредством которого осмоти­
ческий стресс модифицирует структуру цитоскелета и влияет на устой­
чивость клеток к последующему охлаждению.

Для этого проводились эксперименты, в которых использовался 
сульфгидрильный реагент —.диамид, способный сшивать спектрин ди-



Рис. 3. Уровень гемолиза эритроци­
тов, обработанных диамидом: в 
среде, содержащей 1,20 М NaCl, 
0,01 М фосфатный буфер, pH 7,4, 

при охлаждении от 37 до 0°

Рис. 4. Денситсграммы мембранных 
■белков эритроцитов, обработанных 
диамидом (1,0 мМ) в гипертониче­
ских условиях (концентрация NaCl: 
0,15 (а), 0,80 (б, в), 1,20 М (г, д)): 

а, б, г — контроль, в, 0 -  диамид

Рис. 3 Рис. 4

сульфидными связями [9]. Как видно из данных, представленных на 
рис. 2, диамид в концентрациях 2,0 и 5,0 мМ резко изменяет электро­
форетический спектр белков мембраны эритроцита, что проявляется в 
прогрессирующем уменьшении интенсивности спектриновых полос с од­
новременным формированием белковых агрегатов, не входящих в гель. 
Наблюдаемая картина совпадает с данными, полученными Хёстом с со- 
авт. [9].

Для того чтобы выявить взаимосвязь между характером химической 
модификации скелета эритроцитов и их чувствительностью к холодово­
му шоку, параллельно были проведены эксперименты, в которых эритро­
циты, обработанные диамидом (0,5—5,0 мМ), охлаждались от 37 до 0° 
в присутствии 1,20 М NaCl (рис. 3). Видно, что при повышении концен­
трации диамида выше 2,0 мМ чувствительность эритроцитов к охлаж­
дению в гипертонических средах резко снижается, что коррелирует с 
образованием межмолекулярных сшивок в белковом скелете эритроци­
тов (рис. 2 и 3). Уровень холодового гемолиза в этом случае зависит 
от концентрации SH-реагента, используемой на предварительном этапе 
обработки клеток перед гипертонической инкубацией, и минимален по­
сле обработки эритроцитов диамидом в максимально используемой кон­
центрации (5,0 мМ).

Каков конкретный механизм влияния диамида на устойчивость эрит­
роцитов к гипертоническому холодовому шоку, остается неясным. В со­
ответствии с концепцией, высказанной в работах Грина с соавт. [3, 6], 
холодовой шок эритроцитов может быть обусловлен потерей способности 
мембранных липидов адаптироваться к сдвигу температуры в условиях, 
когда стабилизируются взаимодействия периферических белков с ли­
пидами внутреннего монослоя мембраны. Поэтому наблюдаемые эф­
фекты диамида могут объясняться диссоциацией белкового скелета от



мембраны под влиянием этого реагента, что в конечном итоге ограни­
чивает роль указанного фактора.

Действительно, данные, полученные Хёстом с соавт. [9], показыва­
ют, что сшивки белков иод влиянием SH-реагеитов устраняют ограни­
чения, налагаемые белками дито-скелета на пространственное распреде­
ление липидов в мембране. Морфологически это проявляется в том, что 
после обработки мембран эритроцитов диамидом наблюдается класте­
ризация внутримембраиных частиц [15]. Можно предположить, что 
ослабление взаимосвязи между компонентами цитоскелета и липидами, 
которое вызывает снижение чувствительности эритроцитов к холодовому 
шоку, обусловлено по крайней мере двумя механизмами. В первом слу­
чае диссоциация цитоскелета может привести к ограничению неблаго­
приятного влияния белков на адаптацию липидов в процессе охлажде­
ния в гипертонических условиях [6]. Во втором случае устраняется спо­
собность периферических белков резко замедлять процесс «замыкания» 
дефектов, формирующихся в мембране в процессе охлаждения [ 16—18]. 
Основную роль в механизме, контролирующем процесс замыкания, игра­
ет белок полосы 4.1 [16, 17]. На денситограммах, представленных на 
рис. 2, видно, что диамид модифицирует состояние белка 4.1, т. е. дей­
ствие диамида в определенной степени может быть связано с влиянием: 
на процесс замыкания дефектов мембраны.

О том, что гипертоническая инкубация эритроцитов влияет на со­
стояние белкового скелета, свидетельствуют результаты, представлен­
ные на рис. 4. В данной группе экспериментов эритроциты предвари­
тельно не обрабатывались диамидом в изотоническом растворе NaCl,, 
т. е. отсутствовала ситуация, когда последующее действие гипертониче­
ского стресса было направлено на уже модифицированные клетки. 
В экспериментах, представленных на рис. 4, обработка клеток произво­
дилась на этапе гипертонической инкубации при 37° в растворах NaCl 
(0,8 и 1,2 М). В указанных условиях появление сшивок между белками 
фактически должно было «фиксировать» белковый скелет при том или: 
ином значении тоничности наружной среды. Анализируя контрольные 
образцы (денситограммы белков мембран клеток, которые не подвер­
гались обработке диамидом) (рис. 4), можно сделать вывод, что гипер­
тоническая инкубация оказывает существенное влияние на белки ци­
тоскелета и прежде всего на спектрин. Видно, что при повышении тонич­
ности среды до 0,8 и 1,2 М NaCl в клетках, обработанных диамидом,, 
происходит прогрессирующая элиминация спектрина в агрегаты с боль­
шой молекулярной массой, не включающиеся в гель. Помимо этого на­
блюдается уменьшение интенсивности полос в области 4.1 и 4.2. Одно­
временно выявляются изменения в области низкомолекулярных пепти­
дов, включающих белок полосы 7 и другие белки с более низкой моле­
кулярной массой. В последнем случае наиболее значительные изменения, 
характерны для клеток, проинкубированных в среде с максимальной то- 
ничностыю (1,2 М NaCl).

Более интенсивная агрегация спектрина, наблюдаемая при повыше­
нии тоничности среды (рис. 4, в, д), может отражать как увеличение 
локальной концентрации спектрина у поверхности мембраны в процессе 
осмотического обезвоживания клеток, так и нарушение структуры би­
слоя, облегчающее взаимодействие SH-реагента с белковыми молеку­
лами, локализованными на ее внутренней поверхности. Агрегация 
спектрина под влиянием диамида может модифицировать характер ас-



социации различных белковых компонентов внутри мембранного скеле­
та, а также связывание скелета с точками прикрепления на мембране 
[20—22]. Образование сшивок между белками, приводящее к уменьше­
нию количества фосфолипидов, ассоциированных с белковыми молеку­
лами [23], может лежать в основе повышения устойчивости клеток к 
охлаждению в присутствии диамида [3]. Косвенно на это указывают 
данные [24] о способности диамида модифицировать осмотическое по­
ведение эритроцитов.

Таким образом, действие диамида, модифицирующего состояние бел­
кового скелета эритроцитов, в условиях холодового шока может заклю­
чаться в изменении прочности связей спектриновой сети с интеграль­
ными компонентами мембраны. Помимо этого изменение состояния мо­
лекул спектрина при его взаимодействии внутри самой сети может мо­
дифицировать ассоциацию основных компонентов скелета — спектрина, 
актина и белка 4.1 между собой. В последнем случае действие темпера­
туры на различные компоненты скелета и в первую очередь на белок 4.1 
может существенно ослабляться. Экспериментально показано [19], что в 
отличие от ассоциированной с мембраной формы белка 4.1, когда на­
блюдается температурный переход в мембранах в районе 8° [16, 17], 
в случае растворимой формы белка 4.1 термоиндуцированные измене­
ния в области положительных температур не отмечаются.

Таким образом, в отличие от факторов, способных модифицировать 
состояние интегральных компонентов мембраны (коиканавалин А) и су­
щественно не изменяющих чувствительность эритроцитов к холодовому 
шоку, модификация состояния периферических белков мембранного ске­
лета под влиянием диамида приводит к снижению чувствительности 
клеток к охлаждению в гипертонических средах. Так как результирую­
щее действие этого реагента на клетки проявляется в ослаблении ассо­
циации белкового скелета с мембраной [25, 26], последнее может ука­
зывать на то, что в отсутствие диамида высокая чувствительность эрит­
роцитов к холодовому шоку может быть связана с концентрированием 
цитоплазматических белков у внутренней поверхности мембраны при 
осмотическом обезвоживании, что приводит к усилению их ассоциации 
с мембраной и стабилизации структурных дефектов мембраны при низ­
ких температурах.
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THE MODIFYING EFFECT OF CONCANAVALIN AND DIAMIDE 
ON ERYTHROCYTE SENSITIVITY TO THE COLD SHOCK
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The temperature (0°C and 37° C) and the medium tonicity (0.15-1.20 M NaCl) 
were shown to affect erythrocyte agglutination by concanavalin A. Treatment of cells 
with lectin caused no significant decrease in the erythrocyte hemolysis upon cooling. 
Diamide, unlike concanavalin A used at concentrations above 2.0 M decreases the cell 
sensitivity to the cold shock. The changes in the erythrocyte susceptibility to cooling 
within the temperature range of 37-0° C correlate with changes in the electrophoretic 
spectrum of membrane proteins. The progressive decrease in the spectrin bands inten­
sity with a simultaneous formation of high molecular weight protein aggregates not 
included in the gel composition was observed after diamide treatment. The diamide ef­
fect depends on the medium tonicity, at which the treatment was performed, being 
especially wellpronounced in hypertonic media with 0.8-1.2 M NaCl concentrations, 
the maximal spectrin aggregation being observed under these conditions. It is sugges­
ted that the main factor of the mechanism underlying the erythrocyte hypertonic cold 
shock is the increase in the association of peripheral cytoskeleton proteins with plasma 
membrane in osmotically dehydrated cells which limits the ability of lipids to adapt 
during cooling and results in the stabilization of defects in the membrane structure at 
low temperatures. Diamide eliminates these unfavourable changes eventually resulting 
in the dissociation of peripheral proteins from the cytoplasmic surface of the membrane 
on the protein aggregation.
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