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И ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ МЕМБРАН ЭРИТРОЦИТОВ КРЫС
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Изучено влияние умеренной гипотермии (30°С) различной длительности на фосфолипидный и
жирнокислотный состав мембран эритроцитов крыс. Установлено, что содержание фосфатидилхо-
лина и сфингомиелина почти не зависит от длительности гипотермии, хотя содержание фосфоли-
пидов (ФЛ) внутреннего слоя мембраны изменяется, и особенно значительно – содержание фосфа-
тидилсерина и монофосфоинозитида. В общих ФЛ эритроцитов кратковременная гипотермия не
приводит к существенному изменению содержания насыщенных (НЖК), моноеновых (МНЖК),
полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) и индекса ненасыщенности (ИН), которое наблюда-
ется при длительной гипотермии – увеличение НЖК и МНЖК и уменьшение ПНЖК и ИН. Дли-
тельность гипотермии не оказывает влияния на суммарные характеристики жирных кислот фосфа-
тидилхолина, однако в других фосфолипидах отклонения, наблюдаемые при кратковременной ги-
потермии, практически возвращаются к норме после долговременного воздействия гипотермии.
Нормализация состава липидов мембран после пролонгированной гипотермии частично связана с
внесосудистым гемолизом поврежденных эритроцитов, о чем свидетельствует снижение количе-
ства эритроцитов и повышение уровня билирубина в крови. Полученные данные обсуждаются в
связи с их значением для понимания механизмов липидной адаптации мембран эритроцитов кры-
сы пониженным температурам.
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ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на то, что у гомойотермных организ-
мов температура тела постоянна в широком диа-
пазоне температур окружающей среды, при дол-
гом пребывании на холоде, особенно при отрица-
тельной температуре, в холодной воде, в условиях
гипоксии возникает так называемая непреднаме-
ренная (случайная) гипотермия. В то же время ги-
потермию используют в клинической практике
для снижения метаболических процессов в тка-
нях, требующих кислорода [1]. Непреднамерен-
ная гипотермия, в отличие от гипотермии, ис-
пользуемой в клинической практике, возникает
без анестезиологической защиты, что способ-
ствует развитию холодового стресса, приводяще-
го к активации гипоталамо-гипофизарно-надпо-
чечниковой системы и ускорению синтеза и сек-
реции катехоламинов и глюкокортикоидов [2, 3].
При этом запускается гормонзависимый липолиз

депонированных липидов, что приводит к суще-
ственному росту уровня свободных жирных кис-
лот (ЖК) в плазме крови [4, 5]. Исследования по-
казали, что как ЖК плазмы, так и фосфолипиды
(ФЛ) липопротеинов плазмы включаются в со-
став мембран эритроцитов [6], что в условиях ги-
потермии может привести к изменению фосфо-
липидного и жирнокислотного состава мембран
этих клеток. Однако при кратковременной уме-
ренной гипотермии у крыс, в отличие от сусли-
ков, мы не обнаружили изменений в жирнокис-
лотном составе ФЛ цельной крови [7]. Возможно,
это связано с тем, что при гипотермии происхо-
дят разнонаправленные изменения в составе ФЛ
и их ЖК в плазме крови и мембранах форменных
элементов крови. В этой связи заслуживают вни-
мания данные об изменении состава липопротеи-
нов плазмы крови при гипотермии [8]. Так, крат-
ковременная гипотермия 30°C более чем в 2 раза
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увеличивает содержание липопротеинов очень
низкой плотности и снижает содержание липо-
протеинов высокой плотности в плазме крови
крыс. После пролонгированной (в течение 3 ч)
умеренной гипотермии наблюдается тенденция к
нормализации их уровня. Имеются сведения об
изменении состава ФЛ мембран эритроцитов
крыс при гипотермии [9]. Вместе с тем данные о
влиянии умеренной гипотермии разной длитель-
ности на состав ФЛ и их ЖК в мембранах эритро-
цитов крыс отсутствуют.

Эритроциты представляют собой уникальные
биологические структуры, содержащие высокие
концентрации полиненасыщенных жирных кис-
лот, кислорода и ионов железа в связанном состо-
янии, что делает их потенциально чувствитель-
ными к повреждающему действию активных
форм кислорода (АФК), образующихся как в са-
мом эритроците, так и в плазме крови [10].
По этой причине эритроциты имеют эффектив-
ную систему антиоксидантной защиты, которая
включает глутатион, витамин C и витамин E, а
также ферменты – супероксиддисмутазу, катала-
зу, глутатионпероксидазу, глутатион-S-трансфе-
разу и глутатионредуктазу. Однако в условиях ги-
потермии генерация АФК может увеличиваться,
а активность антиоксидантной системы может
снижаться [5], что будет стимулировать процессы
перекисного окисления липидов (ПОЛ), приво-
дящие к изменению липидного состава мембран
эритроцитов. Нами было установлено, что крат-
ковременная умеренная гипотермия стимулиру-
ет, а ее пролонгирование в течение 3 ч снижает
интенсивность ПОЛ эритроцитов крыс [11]. Ак-
тивация свободнорадикальных процессов в мем-
бране эритроцитов может способствовать замет-
ному уменьшению количества ФЛ, имеющих в
своем составе полиненасыщенные жирные кис-
лоты – фосфатидилсерин (ФС), фосфатидилино-
зитол (ФИ) и фосфатидилэтаноламин (ФЭА).
В свою очередь, избирательная делипидизация
мембран может привести к росту отношения хо-
лестерин/ФЛ, изменению физико-химических
свойств мембран и увеличению их микровязко-
сти [12], что может значительно ухудшить функ-
ционирование эритроцитов, а, следовательно, и
снабжение тканей кислородом.

Целью исследования является выяснение за-
висимости содержания ФЛ и состава их жирных
кислот в мембранах эритроцитов крыс от дли-
тельности умеренной гипотермии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животных декапитировали под легким эфир-

ным наркозом. Кровь собирали в пробирки с ге-
парином (25 ед/мл), а затем эритроциты осажда-
ли центрифугированием при 1500 об/мин в тече-
ние 5 мин. В плазме определяли содержание

общего билирубина на биохимическом анализа-
торе UniCelDxC 800 PRO автомат (Beсkman
Coulter, США). Количество эритроцитов крови
подсчитывали на гематологическом анализаторе
Sismex KX-21 (Япония).

Для получения мембран эритроциты трижды
промывали 0.9% раствором NaCl при 4°C, каж-
дый раз осаждая клетки путем центрифугирова-
ния при 1500 g в течение 10 мин. Отмытые эритро-
циты гемолизировали в 10 мМ трис-HCl буфере
рН 7.4, содержащем 1.5 мМ EDTA. Тени эритро-
цитов осаждали при 20000 g в течение 20 мин при
4°C, используя центрифугу MR23i (Thermo Scien-
tific, Германия), а затем пятикратно отмывали от
гемоглобина 10 мМ трис-HCl буфером рН 8.2. Бе-
лые тени эритроцитов хранили при –70°С до ис-
пользования.

Липиды из мембран эритроцитов экстрагиро-
вали по методу Фолча [13] смесью хлороформ : ме-
танол (2 : 1). Состав ФЛ в полученных липидных
экстрактах анализировали методом двумерной
тонкослойной хроматографии на силикагеле КСК,
используя систему растворителей [14]: 1-е на-
правление – хлороформ, метанол и 28%-ный ам-
миак (81.2 : 31.2 : 6.0 по объему), 2-е направление –
хлороформ, метанол, ацетон, уксусная кислота и
вода (62.00 : 12.5 : 25.00 : 12.50 : 6.25 по объему).
Содержание общих и отдельных фракций ФЛ
оценивали по количеству липидсвязанного неор-
ганического фосфора по методу Фиске и Субба-
роу [15].

Метиловые эфиры ЖК получали щелочным
метилированием 0.21 М NaOH на абсолютном
метаноле [16]. Анализ метиловых эфиров прово-
дили на газо-жидкостном хроматографе Pye-104
(Англия) на хромосорбе W, содержащем 3% ди-
этиленгликольсукцината, при 194°С. Газ-носи-
тель – гелий (50 мл/мин). Содержание отдельных
ЖК оценивали по площади пика. Результаты вы-
ражали в процентах от всех ЖК пробы. Иденти-
фикацию ЖК проводили как сравнением относи-
тельных времен удержания проб и стандартов, так
и после обработки полученных масс-спектров.

Обработка данных произведена с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с
использованием пакета Statistica8.0. Достовер-
ность различий определяли с помощью критерия
Фишера на уровне значимости p = 0.05. Результа-
ты экспериментальных исследований представ-
лены как среднее ± стандартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ эритроцитов в крови не выявил изме-

нения их количества после кратковременной ги-
потермии, но после пролонгированной гипотер-
мии их количество достоверно снижается на
10.6% относительно контроля (рис. 1). В плазме
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крови нами обнаружено зависимое от длительно-
сти гипотермии повышение уровня билирубина –
продукта деградации гема гемоглобина клетками
ретикуло-эндотелиальной системы. Концентра-
ция общего билирубина в плазме крови после
кратковременной гипотермии возрастает в 7.9 раз, а
после пролонгированной гипотермии – в 26.8 раз
относительно контроля (рис. 1).

На рис. 2 приведены данные по содержанию
ФЛ во фракции мембран эритроцитов в норме и
при гипотермических состояниях. В липидах
мембран эритроцитов доминирующим ФЛ явля-
ется фосфатидилхолин (ФХ), а минорным – мо-
нофосфоинозитид (МФИ), что согласуется с дан-
ными литературы [17]. Это соотношение не изме-
няется при гипотермии. Как видно, при обоих
гипотермических состояниях произошли изме-
нения в процентном содержании различных ФЛ.
Независимо от длительности гипотермии содер-
жание ФХ в липидах мембран эритроцитов не из-
меняется. При кратковременной и пролонгиро-
ванной гипотермии имеется тенденция к сниже-
нию содержания сфингомиелина (СФМ). Сразу
после снижения температуры тела до 30°C имеет-
ся тенденция к повышению уровня ФС, а через
3 ч гипотермии его содержание в мембранных ли-
пидах достоверно увеличилось на 23.2%. После
кратковременной гипотермии наблюдается неко-
торое повышение (на 11.1%) содержания ФЭА, но
после пролонгирования гипотермии его содержа-
ние снижается до уровня контроля. В отличие от
ФЭА количество плазмалогенной формы ФЭА
(п-ФЭА) после кратковременной гипотермии не-
достоверно снижается на 10.2%, но после пролон-

гированной гипотермии его содержание увеличи-
вается до уровня контроля. При гипотермии бо-
лее существенно изменяется содержание МФИ в
липидах мембран эритроцитов. Так, после крат-
ковременной гипотермии обнаружена тенденция
к снижению (на 15.1%) содержания МФИ, а через
3 ч гипотермии его уровень существенно (на
24.7%, р < 0.05) снижен относительно контроля.
После кратковременной гипотермии на 37.7% по
сравнению с контролем возросло содержание ли-
зофосфолипидов (ЛФЛ). Однако через 3 ч гипо-
термии количество ЛФЛ в липидах мембран
эритроцитов почти в 2 раза снижается относи-
тельно контроля.

При гипотермии, наряду с изменением содер-
жания различных классов ФЛ, происходят изме-
нения и их жирнокислотного состава. Изменение
состава ЖК суммарных ФЛ в мембранах эритро-
цитов отражено в табл. 1. Полученные нами дан-
ные по составу ЖК суммарных ФЛ мембран кон-
трольных крыс примерно соответствует данным
литературы [18]. После кратковременной гипо-
термии из насыщенных жирных кислот (НЖК)
суммарных ФЛ снижается (на 10.5%) количество
только С18:0 (табл. 1). В составе моноеновых
жирных кислот (МНЖК) количество С16:1 сни-
жается на 10.1%, а С20:1 обнаруживается в надеж-
но регистрируемых количествах. При гипотер-
мии изменения происходят и в составе полинена-
сыщенных жирных кислот (ПНЖК). Так,
содержание таких ПНЖК, как С20:4, С22:2, С22:5
возрастает на 4.6, 26.3 и 6% соответственно, а со-
держание С20:3, С22:4, С22:6 снижается на 10,
36.6, 8.9% соответственно по отношению к кон-

Рис. 1. Изменение количества эритроцитов и общего билирубина в плазме крови крыс при гипотермии. К – контроль;
ГК – кратковременная гипотермия 30°C; ГП – пролонгированная 3 ч гипотермия 30°С. * – достоверные (p < 0.05) раз-
личия относительно контроля.

10

9

8

7

6

0
К ГК ГП

16

12

8

4

0

Э
ри

тр
оц

ит
ы

, 1
012

 л
–

1

О
бщ

ий
 б

ил
ир

уб
ин

, м
км

ол
ь/

л

Эритроциты Билирубин

*

*

*



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 2  2020

ВЛИЯНИЕ УМЕРЕННОЙ ГИПОТЕРМИИ 137

тролю. Следует указать, что обнаруженные изме-
нения в содержании ПНЖК, за исключением
С22:4, являются недостоверными. Однако в це-
лом, обнаруженные изменения в содержании ЖК
не отразились на общем содержании НЖК,
МНЖК и ПНЖК, а также на индексе ненасы-
щенности.

После пролонгирования гипотермии общее
количество НЖК в суммарных ФЛ возрастает на
7.3%, главным образом, за счет С17:0, содержание
которого увеличивается на 98.1% относительно
контроля (табл. 1). Количество МНЖК возраста-
ет на 18.3% относительно контроля за счет значи-
тельного увеличения (на 139.2%) содержания
С16:1. В отличие от НЖК и МНЖК, содержание
ПНЖК при пролонгировании гипотермии сни-
жается на 17%. Такое снижение происходит за
счет уменьшения количества С20:3 (на 18.8%),
С20:4 (на 15.7%), С22:4 (на 56.6%) и С22:6 (на
32%). При этом в составе ЖК не обнаруживается
С22:5. В отличие от других ПНЖК при пролонги-
ровании гипотермии содержание С22:2 достовер-
но увеличивается на 93.4% относительно контро-
ля. После пролонгирования гипотермии за счет
существенного снижения содержания большин-
ства ПНЖК индекс ненасыщенности снижается
на 17% (р < 0.01) как относительно контроля, так
и кратковременной гипотермии (табл. 1).

Анализ ЖК в составе суммарных ФЛ не дает
представления о том, в составе каких ФЛ проис-
ходят обнаруженные при гипотермии изменения

их содержания. Поэтому мы проанализировали
изменения жирнокислотного состава различных
классов ФЛ, вызванные гипотермией.

В табл. 2 приведены данные по влиянию гипо-
термии на жирнокислотный состав ФХ. В контро-
ле в составе ФХ преобладающей НЖК является
пальмитиновая, МНЖК – олеиновая, ПНЖК –
арахидоновая. При кратковременной гипотер-
мии обращает на себя внимание резкое увеличе-
ние содержания С16:1 (на 130.3%). В то же время
содержание С20:1 моноена надежно не регистри-
руется. Содержание ПНЖК существенно снижа-
ется. Это связано с тем, что при гипотермии в со-
ставе ФХ надежно не регистрируется С20:3, а ко-
личество С20:4 снижается на 27.5% относительно
контроля. Поэтому и индекс ненасыщенности
для ФХ при гипотермии достоверно уменьшает-
ся. Отношение ПНЖК/МНЖК снижается с 1.47 в
контроле до 1.30 при гипотермии (табл. 2).

У животных, перенесших пролонгированную
гипотермию, как и после кратковременной гипо-
термии, общее содержание НЖК в составе ФХ, не
отличается от контрольных значений (табл. 2).
Общее содержание МНЖК также не отличается
от контрольных значений. В то же время общее
содержание ПНЖК, пониженное после кратко-
временной гипотермии, возрастает до уровня
контроля после пролонгированной гипотермии.
Это достигается за счет повышения содержания
С18:2 (на 13.5%) и возрастания уровня С20:4 до
контрольных значений. После пролонгирован-

Рис. 2. Изменение содержания фосфолипидов (в % от суммы) в мембранах эритроцитов крыс при гипотермии. * – до-
стоверные (p < 0.05) различия относительно контроля, # – достоверные (p < 0.05) различия относительно кратковре-
менной гипотермии.
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ной гипотермии значение индекса ненасыщен-
ности возрастает до уровня контроля. Отношение
ПНЖК/МНЖК составляет 3.25. Оно существен-
но не отличается от значений, обнаруженных как

в контроле, так и при кратковременной гипо-
термии.

В табл. 3 приведены данные по влиянию гипо-
термии на жирнокислотный состав ФС. В контроле

Таблица 1. Содержание жирных кислот (ЖК) в суммарных фосфолипидах мембран эритроцитов крыс при гипо-
термии (% суммы всех ЖК)

Примечание: здесь и в табл. 2–6 * – достоверность различий относительно контроля; # – достоверность различий относитель-
но кратковременной гипотермии 30°С; *, # p < 0.05; Сл – следы, содержание жирной кислоты менее 0.5%.

ЖК Контроль
Гипотермия 30°C

30 мин через 3 ч

С16:0 32.98 ± 1.12 33.91 ± 1.50 35.05 ± 1.44
С16:1 1.58 ± 0.12 1.42 ± 0.11 3.78 ± 0.18*#

С17:0 0.52 ± 0.08 0.51 ± 0.07 1.03 ± 0.10*#

С18:0 13.37 ± 0.46 11.97 ±0.40 14.23 ± 0.43
С18:1 10.55 ± 0.23 10.80 ± 0.41 10.57 ± 0.36
С18:2 9.60 ± 0.33 9.28 ± 0.23 9.74 ± 0.41
С20:1 Сл 0.60 ± 0.04 Сл
С20:3 0.80 ± 0.15 0.72 ± 0.16 0.65 ± 0.11
С20:4ω6 21.81 ± 0.72 22.82 ± 0.61 18.38 ± 0.52*#

С22:2 1.33 ± 0.11 1.68 ± 0.15 2.58 ± 0.20*#

С22:4ω6 2.35 ± 0.23 1.49 ± 0.12* 1.33 ± 0.07*
С22:5ω6 1.51 ± 0.09 1.60 ± 0.13 Сл
С22:6ω3 3.47 ± 0.34 3.16 ± 0.37 2.36 ± 0.15*
Насыщенные 46.78 46.39 50.31
Моноеновые 12.13 12.82 14.35
Полиеновые 40.87 40.75 35.04
Индекс ненасыщенности 161.4 ± 4.9 161.1 ± 4.7 133.9 ± 3.9*#

Таблица 2. Содержание жирных кислот (ЖК) в фосфатидилхолинах мембран эритроцитов крыс при гипотермии
(% суммы всех ЖК)

ЖК Контроль
Гипотермия 30°C

30 мин через 3 ч

С16:0 51.97 ± 1.28 52.46 ± 1.18 51.90 ± 2.40
С16:1 1.45 ± 0.19 3.34 ± 0.23* 3.00 ± 0.25*
С17:0 Сл 0.69 ± 0.17 1.00 ± 0.11
С18:0 13.26 ± 0.71 13.53 ± 0.54 12.00 ± 0.49
С18:1 11.62 ± 0.59 11.14 ± 0.82 10.70 ± 0.79
С18:2 12.98 ± 0.65 13.36 ± 0.74 14.73 ± 0.94
С20:0 Сл 0.55 ± 0.03 –
С20:1 0.95 ± 0.06 Сл –
С20:3 0.92 ± 0.06 Сл –
С20:4ω6 6.65 ± 0.25 4.82 ± 0.28* 6.47 ± 0.39#

Насыщенные 65.23 67.23 64.90
Моноеновые 14.02 14.48 13.70
Полиеновые 20.55 18.18 21.20
Индекс ненасыщенности 69.3 ± 2.3 60.5 ± 1.9* 69.0 ± 1.6#
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в составе ФС преобладающей НЖК является сте-
ариновая, МНЖК – олеиновая, ПНЖК – арахи-
доновая. При кратковременной гипотермии в со-
ставе НЖК содержание С16:0 снижается на 27%,
но содержание С18:0 возрастает почти на 18% и
появляются отсутствующие в контроле С17:0 и
С20:0. При этом существенно снижается (на
51.5%) содержание С16:1 моноена. В то же время
содержание С18:1 моноена повышается и выяв-
ляется нерегистрируемый в контроле С22:1 моно-
ен. Общее содержание ПНЖК при кратковре-
менной гипотермии снижается примерно на 10%.
Это является результатом разнонаправленных из-
менений ПНЖК. Так, если содержание С18:2
имеет тенденцию к росту (на 13.8%), а содержа-
ние С22:4 достоверно возрастает (на 57.4%), то со-
держание С20:4 снижается на 11.2% (р < 0.05), а
содержание С22:6 недостоверно снижается на
13.1% относительно контроля. В то же время
С22:2 в составе ФС при гипотермии надежно не
регистрируется. В целом эти изменения приводят
к тому, что индекс ненасыщенности для ФС при
гипотермии достоверно уменьшается. Отноше-
ние ПНЖК/МНЖК снижается с 7.94 в контроле
до 5.37 при кратковременной гипотермии (табл. 3).

У животных, перенесших пролонгированную
гипотермию, общее содержание НЖК в составе
ФС, повышенное после кратковременной гипо-
термии, снижается не только до уровня контроля,
но и на 10% ниже него (табл. 3). Это происходит за
счет снижения С16:0 (на 28%), С18:0 (7.6%), а так-

же исчезновения С20:0. После пролонгирования
гипотермии общее количество МНЖК остается
повышенным, как и после кратковременной ги-
потермии. Общее количество ПНЖК возрастает
до уровня контроля. Это достигается в основном
за счет С20:4 и С22:4 полиенов, в результате чего
индекс ненасыщенности возрастает до уровня
контроля. Отношение ПНЖК/МНЖК снижает-
ся с 7.94 при кратковременной гипотермии до
6.21 после пролонгированной гипотермии, при-
ближаясь к контрольным значениям.

Анализ жирнокислотного состава МФИ пока-
зал, что в контроле в их составе преобладающей
НЖК является стеариновая, МНЖК – олеино-
вая, ПНЖК – арахидоновая (табл. 4). При крат-
ковременной гипотермии общее содержание
НЖК не изменяется относительно контроля. Об-
щее содержание МНЖК возрастает на 21.4%. Это
происходит как за счет С16:1 (на 12.8%), так и
С18:1 (на 23.9%). Общее содержание ПНЖК при
кратковременной гипотермии снижается на
10.1%. Такое падение уровня ПНЖК происходит
за счет снижения содержания С20:4 (на 10.4%),
С22:2 (на 28%) и С22:4 (на 32%). В то же время со-
держание С18:2 возрастает на 30.4%. В целом эти
изменения приводят к тому, что индекс ненасы-
щенности для МФИ при гипотермии уменьшает-
ся на 10.1% по отношению к контролю. Отноше-
ние ПНЖК/МНЖК снижается с 4.77 в контроле
до 3.53 при кратковременной гипотермии (табл. 4).

Таблица 3. Содержание жирных кислот (ЖК) в фосфатидилсеринах мембран эритроцитов крыс при гипотермии
(% суммы всех ЖК)

ЖК Контроль
Гипотермия 30°C

30 мин через 3 ч

С16:0 5.93 ± 0.29 4.33 ± 0.18* 4.27 ± 0.17*
С16:1 1.30 ± 0.09 0.63 ± 0.03* 0.57 ± 0.06*
С17:0 – 0.67 ± 0.09 0.57 ± 0.07
С18:0 21.86 ± 0.91 25.74 ± 0.73* 20.20 ± 0.35#

С18:1 6.76 ±0.36 7.13 ± 0.17 6.48 ± 0.26
С18:2 3.40 ± 0.16 3.87 ± 0.22 3.73 ± 0.11
С20:0 – 0.55 ± 0.03 –
С20:4ω6 49.20 ± 1.28 43.67 ± 1.89* 49.40 ± 1.37#

С22:1 Сл 3.01 ± 0.45 3.33 ± 0.28
С22:2 2.29 ± 0.20 Сл 2.35 ± 0.10
С22:4ω6 3.43 ± 0.31 5.40 ± 0.25* 4.00 ± 0.26#

С22:6ω3 5.67 ± 0.13 4.93 ± 0.28 5.03 ± 0.23
Насыщенные 27.79 31.29 25.04
Моноеновые 8.06 10.77 10.38
Полиеновые 63.99 57.87 64.51
Индекс ненасыщенности 264.0 ± 4.6 244.4 ± 4.4* 266.32 ± 3.1
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При пролонгировании гипотермии содержа-
ние С16:0 возрастает на 15.9%, а С18:0 снижается
на 11.2% относительно контроля, но эти измене-
ния не оказывают влияния на общее содержание
НЖК в составе МФИ относительно контроля
(табл. 4). После пролонгирования гипотермии
общее количество МНЖК снижается относи-
тельно кратковременной гипотермии, но остает-
ся на 13.7% выше уровня контроля. Общее содер-
жание ПНЖК, пониженное после кратковремен-
ной гипотермии, возрастает до уровня контроля.
Такое повышение достигается за счет существен-
ного роста содержания С18:2 (на 50.1%) и С22:2
(на 59.1%) с одной стороны, и менее существен-
ного снижения содержания С20:4 (на 14.4%) и
С22:4 (на 28%) с другой стороны. В целом эти из-
менения приводят к тому, что индекс ненасы-
щенности для МФИ после пролонгированной ги-
потермии возрастает относительно кратковре-
менной гипотермии, но остается сниженным по
отношению к контролю. Отношение ПНЖК/
МНЖК после пролонгированной гипотермии
возрастает (4.05) относительно кратковременной
гипотермии (3.53), но остается ниже контроля
(4.77).

Исследование жирнокислотного состава ФЭА
показало, что в контроле преобладающей НЖК
является пальмитиновая, МНЖК – олеиновая,
ПНЖК – арахидоновая (табл. 5). При кратковре-
менной гипотермии общее содержание НЖК су-
щественно не изменяется относительно кон-
троля. При гипотермии значительные изменения
происходят в составе ПНЖК. Если содержание
С18:2, С20:3, С20:4 и С22:6 существенно не изме-
няется, то содержание таких полиенов, как С22:2,
С22:4, С22:5 снижается на 23.7, 56.4 и 50% соот-

ветственно относительно контроля. Это, однако,
существенно не изменяет общее содержание
ПНЖК в составе ФЭА. В целом эти изменения
лишь незначительно снижают индекс ненасы-
щенности для ФЭА при гипотермии по отноше-
нию к контролю. Отношение ПНЖК/МНЖК
снижается с 2.10 в контроле до 1.88 при кратко-
временной гипотермии (табл. 5).

После пролонгирования гипотермии общее
содержание НЖК и МНЖК в составе ФЭА суще-
ственно не отличается от уровня контроля (табл. 5).
Обращает внимание на себя тот факт, что после
пролонгирования гипотермии содержание боль-
шинства изученных ПНЖК, пониженное после
кратковременной гипотермии, возрастает. Так,
содержание С22:2 возрастает на 31.3%, С22:4 – на
13.5%, С22:6 – на 28.1% относительно контроля.
Содержание С22:5 также возрастает относитель-
но кратковременной гипотермии, хотя остается
ниже контроля. В то же время общее содержание
ПНЖК после пролонгированной гипотермии,
как и после кратковременной гипотермии, не из-
меняется относительно контроля. Индекс нена-
сыщенности для ФЭА после пролонгированной
гипотермии не отличается от значений контроля.
Отношение ПНЖК/МНЖК возрастает до значе-
ний контроля.

В табл. 6 приведены данные по влиянию гипо-
термии на жирнокислотный состав п-ФЭА. В
контроле в составе п-ФЭА преобладающей НЖК
является пальмитиновая, МНЖК – олеиновая,
ПНЖК – арахидоновая. Для п-ФЭА характерно
очень высокое содержание ПНЖК. При кратко-
временной гипотермии общее содержание НЖК
существенно возрастает (на 33.6%) относительно
контроля. Это повышение происходит как за счет

Таблица 4. Содержание жирных кислот (ЖК) в монофосфоинозитидах мембран эритроцитов крыс при гипотер-
мии (% суммы всех ЖК)

ЖК Контроль
Гипотермия 30°C

30 мин через 3 ч

С16:0 20.57 ± 0.64 21.63 ± 0.92 23.85 ± 1.18*
С16:1 1.80 ± 0.09 2.03 ± 0.23 2.49 ± 0.12*
С18:0 34.06 ± 1.25 35.05 ± 1.36 30.25 ± 1.13#

С18:1 6.06 ± 0.31 7.51 ± 0.38* 6.45 ± 0.49
С18:2 4.15 ± 0.29 5.41 ± 0.34* 6.23 ± 0.33*
С20:4ω6 25.44 ± 0.98 22.80 ± 1.24 21.78 ± 1.19*
С22:2 2.86 ± 0.12 2.05 ± 0.16 4.55 ± 0.37*#

С22:4ω6 5.03 ± 0.14 3.42 ± 0.17* 3.62 ± 0.19*
Насыщенные 54.63 56.68 54.10
Моноеновые 7.86 9.54 + 21.4 8.94 + 13.7
Полиеновые 37.48 33.68 36.18
Индекс ненасыщенности 143.8 ± 5.9 129.3 ± 4.9 132.1 ± 4.4
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С16:0 (14.9%), так и С18:0 (119%). При гипотер-
мии общее количество МНЖК снижается на 20%
по отношению к контролю, это происходит в ос-
новном за счет снижения содержания С16:1 (на
15.1%) и С18:1 (на 21.4%). При гипотермии разно-
направленные изменения происходят в составе
ПНЖК. Так, содержание С18:2, С20:4, С22:4 воз-
растает, а содержание С22:2, С22:5ω3 и С22:5ω6
снижается. В целом при гипотермии значение
индекса ненасыщенности для п-ФЭА не изменя-
ется по отношению к контролю. Отношение
ПНЖК/МНЖК возрастает с 18.6 в контроле до
23.1 при кратковременной гипотермии (табл. 6).

При пролонгировании гипотермии общее со-
держание НЖК в составе п-ФЭА снижается до
уровня контроля (табл. 6). После пролонгирова-
ния гипотермии общее количество МНЖК про-
должает снижаться. Общее содержание ПНЖК
после пролонгированной гипотермии, как и по-
сле кратковременной гипотермии, не изменяется
относительно контроля. Однако при этом содер-
жание С18:2 и С22:4 существенно возрастает, в
тоже время содержание С22:2, С22:5ω3 и С22:5ω6 –
снижается. Содержание С20:4 после пролонгиро-
ванной гипотермии, как и после кратковремен-
ной гипотермии не изменяется относительно
контроля. Значение индекса ненасыщенности
для п-ФЭА после пролонгированной гипотер-
мии, как и после кратковременной гипотермии,
не изменяется по отношению к контролю.

Пролонгирование гипотермии способствует уве-
личению отношения ПНЖК/МНЖК с 18.6 (кон-
троль) до 25.3.

ОБСУЖДЕНИЕ

Эритроцитарная мембрана эволюционно
адаптирована для реагирования на механический
стресс путем быстрых и обратимых изменений
формы. Эта своеобразная морфологическая гиб-
кость обеспечивается сложным взаимодействием
между компонентами мембраны: различными
видами липидов, большим количеством инте-
гральных мембранных белков и актин-спектри-
новой сети цитоскелета. Состав липидов плазма-
тической мембраны зрелых эритроцитов млеко-
питающего поддерживается на протяжении
жизни клетки. Его молекулярный состав включа-
ет более 250 различных видов глицерофосфоли-
пидов [19]. В зрелом эритроците все липиды на-
ходятся в бислое мембраны и состоят из ФЛ и хо-
лестерина в молярном соотношении 1.2 : 1.
Полученные нами данные свидетельствуют о том,
что в липидах мембран эритроцитов крыс больше
всего имеется ФХ, минорным компонентом явля-
ется МФИ, остальные ФЛ представлены пример-
но в одинаковом количестве (рис. 2). Примерно
половина жирных кислот в ФЛ мембран пред-
ставлена ненасыщенными кислотами (табл. 1),
что согласуется с литературными данными [20].

Таблица 5. Содержание жирных кислот (ЖК) в фосфатидилэтаноламинах мембран эритроцитов крыс при гипо-
термии (% суммы всех ЖК)

ЖК Контроль
Гипотермия 30°C

30 мин через 3 ч

С16:0 17.59 ± 0.67 19.23 ± 1.19 16.43 ± 0.97
С16:1 1.97 ± 0.15 2.03 ± 0.11 1.97 ± 0.13
С17:0 0.62 ± 0.04 Сл –
С18:0 6.78 ± 0.31 7.23 ± 0.29 6.97 ± 0.37
С18:1 21.04 ± 1.13 22.80 ± 1.47 21.76 ± 1.79
С18:2 10.34 ± 0.52 10.33 ± 0.68 9.30 ± 0.50
С20:1 1.15 ± 0.06 0.70 ± 0.05* 0.60 ± 0.04*
С20:3 Сл 0.80 ± 0.06 Сл
С20:4ω6 25.06 ± 1.31 26.87 ± 1.69 25.80 ± 1.26
С22:2 3.58 ± 0.13 2.73 ± 0.15* 4.70 ± 0.26*#

С22:4ω6 5.05 ± 0.38 2.20 ± 0.10* 5.73 ± 0.33#

С22:5ω3 3.14 ± 0.15 1.57 ± 0.13* 2.13 ± 0.11*
С22:6ω3 3.59 ± 0.16 3.47 ± 0.21 4.60 ± 0.18
Насыщенные 24.99 26.46 23.40
Моноеновые 24.16 25.53 24.33
Полиеновые 50.76 47.97 52.26
Индекс ненасыщенности 209.7 ± 9.3 199.0 ± 8.9 216.7 ± 11.1
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В физиологических условиях эритроциты
имеют асимметричное распределение ФЛ: ФХ и
СФМ, составляющие большинство ФЛ, распола-
гаются на внешнем слое, а ФС и ФЭА сконцен-
трированы на внутреннем слое мембраны [21].
Такие минорные ФЛ, как фосфатидная кислота,
ФИ и его производные, также находятся на цито-
зольной стороне мембраны. Следует отметить,
что при гипотермии, независимо от ее длительно-
сти, содержание холинсодержащих ФЛ (ФХ,
СФМ), расположенных на внешнем слое мембра-
ны, не изменилось (рис. 2). Содержание ФС, рас-
положенного на внутреннем слое мембраны, сра-
зу после падения температуры тела возрастает и
продолжает увеличиваться при пролонгировании
гипотермии. Несмотря на то что ФЭА также рас-
положен на внутренней стороне мембраны, его
количество при гипотермии не изменяется. Воз-
можно, что различия в изменении количества ФЛ
при гипотермии являются следствием различия
функций, которые выполняют эти липиды в мем-
бране эритроцитов. При гипотермии изменяется
также жирнокислотный состав индивидуальных
ФЛ, степень которого зависит от длительности
гипотермии.

Метаболически эритроциты довольно про-
стые клетки. Они имеют ограниченный энергети-
ческий обмен (отсутствуют митохондрии), не
способны синтезировать ЖК (нет синтаз жирных
кислот, десатураз и элонгаз), а также они не спо-
собны синтезировать ФЛ (отсутствует эндоплаз-
матический ретикулум). Тогда каким образом из-
меняется липидный состав мембран эритроцитов
при снижении температуры тела животного?

Анализ полученных нами результатов, а также
данные литературы позволяют предположить,
что в изменении липидного состава мембран
эритроцитов при гипотермии могут быть задей-
ствованы несколько механизмов. Это может быть
результатом (1) включения механизмов ремоде-
лирования мембранных липидов путем деацили-
рования и реацилирования ФЛ, (2) обмена с ФЛ
плазмы, а также (3) изменения возрастного соста-
ва популяции циркулирующих эритроцитов.

Известно, что эритроциты весьма чувстви-
тельны к АФК, образующимся в самой клетке и в
плазме [22]. Основным источником внутрикле-
точных АФК в эритроцитах является процесс
аутоокисления оксигемоглобина (Hb), дающий
супероксид, после дисмутации которого образу-
ется H2O2 [10]. Установлено, что в интактных
эритроцитах небольшая часть Hb, связанная с
мембранами, способствует генерации трудно
нейтрализуемых АФК, поскольку в примембран-
ном пространстве они менее доступны для кле-
точной антиоксидантной системы, которая лока-
лизована в основном в цитоплазме. При гипотер-
мии существенно возрастает доля Hb, связанного
с мембранами [23]. Это может быть причиной ак-
тивации свободнорадикальных процессов в эрит-
роцитах на начальных этапах снижения темпера-
туры тела у крыс, о чем свидетельствует повыше-
ние уровня продуктов ПОЛ и окислительной
модификации белков мембран эритроцитов, а
также снижение активности антиоксидантной за-
щиты клеток [5, 11, 24].

В составе ФЛ ПНЖК более восприимчивы к
пероксидации, что приводит к образованию в

Таблица 6. Содержание жирных кислот (ЖК) в плазмалоген-фосфатидилэтаноламинах мембран эритроцитов
крыс при гипотермии (% суммы всех ЖК)

ЖК Контроль
Гипотермия 30°C

30 мин через 3 ч

С16:0 4.18 ± 0.17 4.91 ± 0.27 4.22 ± 0.23
С16:1 1.06 ± 0.09 0.90 ± 0.10 0.91 ± 0.08
С18:0 0.79 ± 0.06 1.73 ± 0.12* 1.08 ± 0.2
С18:1 3.78 ± 0.27 2.97 ± 0.12 2.68 ± 0.13*
С18:2 1.50 ± 0.13 1.87 ± 0.09* 1.85 ± 0.07*
С20:4ω6 55.06 ± 0.42 59.03 ± 0.35* 57.88 ± 0.43
С22:2 3.83 ± 0.30 2.47 ± 0.13* 2.34 ± 0.17*
С22:4ω6 5.53 ± 0.28 6.27 ± 0.29 7.85 ± 0.41*
С22:5ω3 12.88 ± 0.67 10.30 ± 0.39* 10.91 ± 0.54
С22:5ω6 11.31 ± 0.68 9.43 ± 0.51 10.19 ± 0.79
Насыщенные 4.97 6.64 5.30
Моноеновые 4.84 3.87 3.59
Полиеновые 90.11 89.37 91.02
Индекс ненасыщенности 378.8 ± 9.6 372.4 ± 10.9 380.4 ± 11.2
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мембранах эритроцитов ряда альдегидов, в том
числе и малонового диальдегида (МДА) [25]. Как
следствие, наблюдается заметное увеличение
НЖК и снижение уровня МНЖК и ПНЖК в
мембранах клеток. В ЖК суммарных ФЛ эритро-
цитарных мембран индекс ненасыщенности, а
также отношение ПНЖК/НЖК и неНЖК/НЖК
сразу после снижения температуры тела суще-
ственно не изменяется, но после пролонгирован-
ной гипотермии заметно снижается (табл. 1). Од-
нако в пяти исследованных ФЛ (ФХ, ФС, МФИ,
ФЭА, п-ФЭА) мы обнаружили обратную картину
(табл. 2–6). Значительное снижение отношения
ПНЖК/НЖК и неНЖК/НЖК, обнаруженное в
индивидуальных классах ФЛ мембран эритроци-
тов после кратковременной гипотермии, свиде-
тельствует об их пероксидации. Эти результаты
согласуются с данными о более высоком уровне
таких продуктов ПОЛ, как МДА, обнаруженном
нами [11] и другими исследователями [26] в эрит-
роцитах крыс после кратковременной гипотер-
мии. В то же время после пролонгированной ги-
потермии значения отношения ПНЖК/НЖК и
неНЖК/НЖК в исследованных классах ФЛ воз-
растают до уровня контроля или даже выше. Эти
результаты также согласуются с нашими данны-
ми о снижении интенсивности процессов ПОЛ в
эритроцитах крыс после пролонгированной 3 ч
гипотермии [11]. Таким образом, в динамике уме-
ренной гипотермии изменение жирнокислотного
состава индивидуальных ФЛ коррелирует с изме-
нением интенсивности ПОЛ в эритроцитах.

Поскольку после пролонгированной гипотер-
мии происходит нормализация процессов окис-
лительной модификации липидов и белков мем-
бран эритроцитов, нормализация активности
компонентов антиоксидантной защиты [11] и ос-
мотической хрупкости эритроцитов [27], а также
структурно-функционального состояния мем-
браны [28], то мы склонны думать, что и норма-
лизация жирнокислотного состава индивидуаль-
ных ФЛ, обнаруженная в данной работе, является
адаптивной реакцией, направленной на сохране-
ние функциональной активности клеток.

Изменения в составе/структуре липидов под
воздействием различных факторов имеют реша-
ющее значение для поддержания стабильности и
функций мембраны эритроцитов. Несмотря на
отсутствие возможности синтезировать липиды
de novo, эритроциты способны обновлять липиды
мембран. Ван ден Бум с коллегами [29] ввели в
мембраны изолированных эритроцитов кролика
радиоактивно меченные ФЛ, а затем реинфузи-
ровали их в кровоток животным. По потере ра-
диоактивности их жирнокислотных радикалов
определили скорость обновления ФЛ. Оказалось,
что наиболее быстро обновлялся ФХ (полупериод
обновления составил 1.5 сут), медленнее всех об-
новлялся ФЭА (12 сут), а полупериод обновления

остальных ФЛ составлял примерно 5 дней. По
данным авторов примерно 1/3 часть ФХ обновля-
лась в течение суток либо путем замены, либо за
счет деацилирования и реацилирования. В целом
исследование показало, что in vivo скорость об-
новления ФЛ мембран эритроцитов зависит от
структуры их полярных головок, их локализации
в мембране и, в большей степени, от состава ЖК.

Процессы обновления ФЛ ускоряются после
их окислительной модификации, в ходе которого
окисленные ацильные цепи быстро удаляются из
ФЛ мембран под действием (кальций-зависимой)
фосфолипазы А2 [30]. Свободные ЖК из плазмы
крови поглощаются эритроцитами и этерифици-
руются с КоА в АТР-зависимой реакции, катали-
зируемой ацил-КоА-синтетазой для ЖК с длин-
ной цепью [31]. Переэтерификация ацильной
группы из ацил-КоА в лизофосфолипид затем ка-
тализируется ацил-КоА : лизофосфолипид-ацил-
трансферазой [32].

Выше мы отмечали, что при острой гипотер-
мии запускается механизм гормонзависимого ли-
полиза депонированных липидов, в результате
чего в плазме крови существенно возрастает уро-
вень свободных ЖК [4]. Причем в их спектре уве-
личивается количество неНЖК. Позже было
установлено, что гормонзависимый липолиз при-
водит к селективной мобилизации неНЖК из
триацилглицеролов белой жировой ткани [33],
которые затем используются для ремоделирова-
ния ФЛ мембран различных тканей. В своей мо-
нографии В.Н. Гурин предполагал, что повыше-
ние уровня неНЖК в плазме необходим для сни-
жения вязкости мембран клеток в условиях
гипотермии. Учитывая динамику изменения
интенсивности процессов ПОЛ, индекса нена-
сыщенности, отношений ПНЖК/НЖК и неНЖК/
НЖК в зависимости от длительности гипотер-
мии, мы полагаем, что процессы пероксидации
липидов доминируют в начале гипотермии, в пе-
риод развития холодового стресса, а процессы ре-
моделирования липидов запускаются при про-
лонгировании этого состояния. В пользу этого
предположения свидетельствуют также данные
по изменению содержания ЛФЛ в мембранных
липидах при гипотермии (рис. 2). Так, после
кратковременной гипотермии их содержание
возросло на 37.7% по сравнению с контролем, а
через 3 ч гипотермии, наоборот, снизилось почти
в 2 раза относительно контрольного уровня.

При гипотермии в зависимости от ее длитель-
ности происходит изменение содержания неко-
торых ФЛ в составе мембран. Такие изменения
могут происходить не только за счет ремоделиро-
вания ФЛ, но также в результате их участия в ме-
таболических и регуляторных процессах.

Полученные нами результаты показали, что
сразу после снижения температуры тела до 30°C
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имеется тенденция к повышению уровня ФС, а
через 3 ч гипотермии его содержание в мембран-
ных липидах достоверно на 23.2% увеличилось.

Известно, что в норме ФС локализуется ис-
ключительно на внутреннем листке клеточной
мембраны [21], что важно для нормального функ-
ционирования эритроцитов. ФС взаимодейству-
ет со спектрином, что способствует поддержанию
формы клеток и таких механических свойств
мембраны, как деформируемость и стабильность.
Гликирование определенных аминокислотных
остатков спектрина приводит к значительному
снижению деформируемости мембраны [21, 34].
ФС, связываясь с этими аминокислотными остат-
ками-мишенями спектрина, блокирует их глики-
рование, что предотвращает снижение деформи-
руемости мембраны. Следовательно, обнаружен-
ное нами повышение уровня ФС в мембране
может иметь адаптивное значение, поскольку это
будет способствовать поддержанию деформируе-
мости мембраны эритроцитов при гипотермии.

Большое значение для асимметричного рас-
пределения ФС имеет уровень свободного Ca2+ в
эритроцитах. Базальная концентрация свободно-
го Ca2+ в эритроцитах в физиологических услови-
ях находится в диапазоне от 30 до 60 нМ [35].
Огромный градиент (не менее 40000 раз) между
цитозолем и плазмой крови поддерживается из-
за особенно низкой проницаемости мембран
эритроцитов для Ca2+ (~50 мкмоль на клетку в
час), а также эффективного удаления этих ионов
из клетки Ca2+-насосом. У молодых эритроцитов,
когда внутриклеточный уровень АТР высокий, а
Са2+ низкий, асимметричное распределение ФС
поддерживается за счет работы АТР-зависимой
аминофосфолипдтранслоказы – флипазы [21, 36].
Активность флипазы ингибируется высокими
концентрациями Са2+. При старении эритроци-
тов концентрация Ca2+ в клетке повышается
(>1 мкмоль/л), что приводит к ингибированию
флипазы и активированию скрамблазы, осу-
ществляющей перенос ФС с внутреннего листка
мембраны на внешний [21]. Экстернализация ФС
является одним из путей, вызывающих удаление
эритроцитов из кровообращения путем фагоци-
тоза макрофагами ретикуло-эндотелиальной си-
стемы.

В условиях окислительного стресса флипаза
может быть ингибирована в результате окисления
важной для транслоказы тиоловой группы [37].
Кроме того, окислительный стресс приводит к
ингибированию Са2+-ATP-азы [38], которая от-
ветственна за поддержание низкой концентрации
кальция в клетке. К тому же Ca2+-насос чрезвы-
чайно чувствителен к температуре: скорость обо-
рота фермента падает примерно в 30 раз на каж-
дые 10°C [39].

Полагают [40], что при гипотермии в эритро-
цитах происходит снижение уровня АТР и повы-
шение содержания Са2+. Кроме того, после крат-
ковременной гипотермии в эритроцитах обнару-
жено развитие окислительного стресса, который
сопровождается существенным повышением
окислительной модификации липидов и белков
мембран, а также снижением уровня восстанов-
ленного глутатиона [11]. В нашей лаборатории
также показано, что кратковременная умеренная
гипотермия приводит к значительному сокраще-
нию продолжительности жизни эритроцитов [41].
Эти данные позволяют предположить, что при
кратковременной гипотермии в части эритроци-
тов создаются условия для экстернализации ФС и
элиминации таких клеток макрофагами ретику-
ло-эндотелиальной системы.

Одним из минорных ФЛ мембран эритроци-
тов является МФИ. Следует отметить, что сразу
после снижения температуры тела и особенно по-
сле пролонгированной гипотермии содержание
МФИ в мембранах эритроцитов снижается (рис. 2).
Фосфоинозитиды, расположенные на цитоплаз-
матической стороне мембраны, из-за их отрица-
тельного заряда (до –4 при рН 7) служат сайтами
для взаимодействия с цитозольными белками,
имеющими специфические участки, и, таким об-
разом, участвуют в сигнальных процессах и ремо-
делировании цитоскелета [36]. В плазматических
мембранах МФИ находится в виде фосфатидили-
нозитол-4-фосфата, который в последующем
подвергается фосфорилированию с образовани-
ем фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата. При
активации фосфолипазы Cδ из фосфатидилино-
зитол-4,5-бисфосфата образуются два вторичных
мессенджера – диацилглицерол и инозитол-
1,4,5-трифосфат, участвующие в сигнальных про-
цессах. Следовательно, снижение содержания
МФИ в структуре мембран может происходить
вследствие его большого расходования в качестве
предшественника вторичных мессенджеров внут-
риклеточных процессов. Снижение уровня МФИ
может происходить также в результате его дегра-
дации из-за усиления свободнорадикального
окисления ПНЖК, которыми богат данный ФЛ.
Действительно, после кратковременной гипотер-
мии как количество ПНЖК, так и индекс нена-
сыщенности в МФИ снижается (табл. 4).

В зависимости от длительности гипотермии в
мембранных липидах изменяется также и содер-
жание п-ФЭА. Уровень п-ФЭА, после кратковре-
менной гипотермии снижается на 10%, но после
пролонгированной гипотермии повышается до кон-
трольных величин (рис. 2). Энгельман с сотр. [42]
показали, что п-ФЭА, в отличие от диацил-ФЭА,
быстро переходит из липопротеинов плазмы в мем-
брану эритроцитов. Можно предположить, что
нормализация уровня п-ФЭА в мембранах эрит-
роцитов после пролонгированной гипотермии
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связана с поступлением их из липопротеинов
плазмы крови.

Установлено, что плазмалогены являются
естественными антиоксидантами, способными
перехватывать свободные радикалы, тем самым
защищая ПНЖК ФЛ от пероксидации [43]. По-
скольку изменение содержания п-ФЭА в дина-
мике гипотермии противоположно изменению
интенсивности процессов пероксидации липи-
дов мембран эритроцитах крыс [11], то можно
предположить, что снижение уровня п-ФЭА по-
сле кратковременной гипотермии и повышение
после пролонгированной гипотермии отражает
также степень их участия в свободнорадикальных
процессах в эритроцитах.

Снижение уровня п-ФЭА после кратковре-
менной гипотермии может быть связано также с
его метаболизмом. Поскольку плазмалогены обо-
гащены арахидоновой кислотой, они могут функ-
ционировать в качестве резервуаров для этого
биологически активного липидного медиатора.
Плазмалоген-избирательная Ca2+-независимая
фосфолипаза A2 вызывает деградацию плазмало-
гена с образованием лизоплазмалогена и арахи-
доновой кислоты [44]. Последняя играет важную
роль в передаче сигнала, являясь субстратом для
синтеза простагландинов, тромбоксанов и лейко-
триенов. Образующиеся лизоплазмалогены могут
вызывать изменения проницаемости и текучести
мембраны, а также способствовать поступлению
Ca2+ извне через каналы мембраны.

Как было отмечено выше, эритроциты, в отли-
чие от плазмы крови, содержат лишь незначи-
тельное количество кальция [35]. Интенсивное
проникновение кальция через мембрану эритро-
цитов должно в первую очередь приводить к ак-
тивации кальций-зависимых фосфолипаз. Повы-
шение доли ЛФЛ (рис. 2), обнаруженное нами
после кратковременной гипотермии, является
свидетельством повышения в эритроцитах каль-
ция и активации фосфолипазы А2. Следует под-
черкнуть, что для фосфолипазы А2 предпочти-
тельным субстратом являются окисленные ФЛ [46].
Образующиеся ЛФЛ и свободные ЖК имеют не
цилиндрическую форму [23]. По этой причине их
накопление в мембране приводит к появлению
кривизны в мембране и изменяет латеральный
профиль давления через мембрану, что приводит
к дестабилизации мембраны и повышению ее
проницаемости [46]. Возможно, в результате пре-
вращения в сфероциты такие эритроциты под-
вергаются внутрисосудистому гемолизу. Видимо,
по этой причине после пролонгирования гипо-
термии количество ЛФЛ в мембране эритроцитов
значительно снижается (рис. 2). Однако нельзя
исключить того, что в ходе пролонгирования ги-
потермии ЛФЛ могут подвергаться этерификации.

Оиши и сотр. [47] при исследовании влияния
иммобилизационного стресса на крыс обнаружи-
ли повышение активности антиоксидантных фер-
ментов в эритроцитах и одновременное уменьше-
ние общего количества эритроцитов в крови.
Авторы предположили, что одним из возможных
механизмов таких изменений является лизис
эритроцитов, имеющих низкую активность ан-
тиоксидантных ферментов, в результате чего
остаются только клетки с высокой активностью
ферментов.

Могут ли происходить такие изменения соста-
ва эритроцитов при гипотермии, которые отра-
жаются и на составе липидов их мембран?

По нашим наблюдениям плазма крови крыс,
полученная сразу после снижения температуры
тела до 30°C, всегда имеет интенсивно розовый
цвет. Количественный анализ уровня внеэритро-
цитарного гемоглобина подтвердил факт ускоре-
ния внутрисосудистого гемолиза эритроцитов [5].
Причем чем ниже температура тела (30°C → 20°С),
тем выше уровень гемолиза эритроцитов. Про-
лонгирование умеренной гипотермии в течение
3 ч уменьшает интенсивность внутрисосудистого
гемолиза эритроцитов. Ускорение внутрисосуди-
стого гемолиза эритроцитов при гипотермии мо-
жет быть связано с процессами, происходящими
как в плазме крови, так и в самих эритроцитах.

Установлено, что при снижении температуры
тела происходит нарушение микроциркуляции,
обусловленное вазоспазмом и централизацией
кровотока, повышением вязкости крови, уровней
фибриногена и гематокрита [48, 49]. При этом
уменьшается объем внутрисосудистой жидкости,
возникают гиповолемия и гемоконцентрация [50].
Эритроцит в данном случае находится в условиях
гипоксии, ацидоза, гипоосмолярности, что спо-
собствует развитию окислительного стресса. При
кратковременной гипотермии снижение уровня
восстановленного глутатиона в эритроцитах яв-
ляется дополнительным фактором, способствую-
щим окислительной модификации белков и ли-
пидов мембран [11, 26]. Окислительная деструк-
ция ПНЖК в составе ФЛ приводит к повышению
уровня МДА, который, как известно, обладает
цитотоксическими эффектами, образуя сшивки
между ФЛ и белками мембран эритроцитов [51].
В условиях окислительного стресса накопление
таких дефектов может привести к превращению
части эритроцитов из классической двояковогну-
той формы в эхиноциты и сфероциты с потерей
их нормальной деформируемости [25]. Умерен-
ная гипотермия действительно приводит к сни-
жению количества дискоцитов и повышению
доли их измененных форм (стоматоцитов и сфе-
роцитов) [40]. Снижение деформируемости эрит-
роцитов приводит к снижению капиллярного
кровотока и уменьшению доставки кислорода к
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тканям [52]. В условиях гипотермии, когда эти
поврежденные клетки пытаются пройти через ка-
пиллярную сеть, они агрегируют [53] и разруша-
ются, что приводит к гемолизу [5, 40], микро-
тромбозу и окклюзии этих мелких сосудов [49].

Следует также отметить, что окислительно по-
врежденные эритроциты узнаются и интернали-
зируются макрофагами в отсутствие опсонизации
антителами [54]. Кроме того, в условиях окисли-
тельного стресса происходит транслокация ФС
на наружный монослой мембраны эритроцитов,
что является сигналом для их удаления из крово-
тока путем фагоцитоза макрофагами ретикуло-
эндотелиальной системы [55]. Удаление окисли-
тельно поврежденных клеток из кровотока путем
фагоцитоза, носящее название “внесосудистый
гемолиз”, происходит в физиологических усло-
виях во время старения эритроцитов, и он усили-
вается при некоторых патологических состояни-
ях [56]. Показателем интенсивности этого “вне-
сосудистого” гемолиза эритроцитов является
уровень билирубина в плазме крови [57]. Резуль-
таты анализа уровня билирубина в плазме крови
выявили повышение скорости элиминации эрит-
роцитов сразу после снижения температуры тела
и значительное ее ускорение после пролонгиро-
ванной гипотермии (рис. 1).

Возрастной состав циркулирующих эритроци-
тов может измениться также за счет поступления
в кровоток ретикулоцитов. Так, по данным на-
шей лаборатории [41] после кратковременной
умеренной гипотермии в крови крыс на 50% уве-
личивается количество ретикулоцитов, суще-
ственно снижается продолжительность жизни
эритроцитов и, как следствие, происходит усиле-
ние суточного эритропоэза в качестве компенса-
ции. После пролонгированной 3 ч гипотермии
показатели костномозговой продукции стабили-
зировались и приблизились к контрольным зна-
чениям.

Таким образом, после кратковременной гипо-
термии имеет место усиление элиминации из
кровотока низкорезистентных, старых и дефект-
ных клеток, что является адаптивной реакцией,
направленной на стимулирование эритропоэза.
Это, в свою очередь, способствует появлению в
крови молодых эритроцитов с высокой антиокси-
дантной защитой, препятствующей пероксида-
ции мембранных липидов.

Совокупность ранее полученных нами данных
и результаты настоящего исследования позволя-
ют утверждать, что изменение липидного состава
мембран эритроцитов в динамике умеренной ги-
потермии связано не только с запуском процес-
сов ремоделирования и обмена с липидами липо-
протеинов плазмы крови, но может отражать из-
менение возрастного состава циркулирующих в
сосудистом русле эритроцитов.
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The Effect of Moderate Hypothermia on Phospholipid and Fatty Acid Composition 
of Rat Erythrocyte Membranes

Z. G. Radzhabova2, S. A. Zabelinskii1, *, M. A. Chebotareva1,
E. P. Shukolyukova1, N. K. Klichkhanov2, A. I. Krivchenko1

1Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, St. Petersburg, 194223 Russia
2Dagestan State University, Makhachkala, 367000 Russia

*e-mail: stas@iephb.ru

The effect of moderate hypothermia (30°C) of different duration on the phospholipid (PL) and fatty acid
(FA) composition of the erythrocyte membranes of rats was studied. It was established that the content of
phosphatidylcholine (PC) and sphingomyelin (SPM) is virtually independent of the duration of hypother-
mia, although the PL composition of the inner layer of the membrane does change, especially the content of
phosphatidylserine (PS) and monophosphoinositide (MPI). In total PL of erythrocytes, short-term hypo-
thermia does not lead to significant changes in the content of saturated (SFA), monoenic (MFA), and poly-
unsaturated (PUFA) fatty acids and in the unsaturation index (UI), while upon a prolonged hypothermia an
increase in SFA and MFA and a decrease in PUFA and UI are observed. The duration of hypothermia does
not affect the total characteristics of the PC fatty acids; in other phospholipids – PS, phosphatidylethanol-
amine (PEA), plasmalogen-PEA, and MPI – the deviations observed during short-term hypothermia almost
return to the normal level after a long-term exposure to hypothermia. The normalization of the membrane
lipid composition after a prolonged hypothermia is partly related with the extravascular hemolysis of damaged
erythrocytes, as is evidenced by a decrease in the number of red blood cells and an increase in the level of
bilirubin in the blood. The obtained data are discussed in connection with their significance for understanding
the mechanisms of lipid adaptation of erythrocyte membranes to low temperatures.

Keywords: erythrocytes, rat, hypothermia, phospholipids, fatty acids
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