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С помощью методов спектроскопии комбинационного рассеяния, флуоресцентной спектроскопии
и метода время-коррелированного счета фотонов установлено, что повышение температуры среды
инкубации эритроцитов человека вызывает увеличение гомогенности распределения гемоглобина
в цитоплазме эритроцитов и снижение плотности упаковки молекулы глобина, что, по всей види-
мости, является результатом влияния эффекта «макромолекулярного краудинга» клетки. Выявлен-
ные изменения конформации характерны только для гемоглобина в клетке и не зависят от измене-
ний поверхностного потенциала плазматической мембраны. Предполагается наличие нескольких
пулов молекул гемоглобина, отличающихся между собой по структуре и динамике белковой глобу-
лы, формирующих гетерогенное распределение гемоглобина внутри эритроцита за счет соединения
молекул гемоглобина в кластеры. Обсуждается возможность участия данных эффектов в сигнально-
регуляторной функции переноса и транспорта кислорода.
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В настоящее время большое внимание уделя-
ется исследованию явления «молекулярного кра-
удинга» (недоступность внутриклеточного объе-
ма, занятого определенными макромолекулами
(агентами краудинга) для других молекул), кото-
рое оказывает значительное влияние на распре-
деление и работу белков внутри клетки. Этот
процесс является причиной того, что фермента-
тивные и метаболические процессы, конформа-
ционные изменения и процессы сворачивания
белковой глобулы, агрегация молекул и их спо-
собность формировать комплексы в клетке могут
существенно отличаться от этих процессов вне
клетки [1, 2]. Особенно важную роль «молекуляр-
ный краудинг» может выполнять при функцио-
нировании эритроцитов млекопитающих, где со-
держание гемоглобина достигает 350 г/л и общее
содержание белков в среднем выше, чем в других
эукариотических клетках [1]. 

За последние годы представления о механиз-
мах функционирования внутриклеточного гемо-
глобина (Гб) существенно расширились. Широко
обсуждается роль мембраносвязанного гемогло-
бина и белков мембраны в процессах транспорта
кислорода [3], особенности конформационных
изменений молекулы гемоглобина в функциони-
рующем эритроците [4, 5], влияние на регуляцию
метаболизма и газотранспортные функции моди-
фикации сульфгидрильных групп гемоглобина
[6]. 

Особый интерес представляет исследование
влияния температуры окружающей среды на
свойства эритроцитов, которая может варьиро-
вать, как при движении крови от центральных ор-
ганов к периферии тела, так и при патологиче-
ских состояниях (переохлаждении или гипертер-
мии). Известно, что температура оказывает
непосредственное влияние на способность эрит-
роцитов проникать через капилляры, что связа-
но, по-видимому, со взаимодействием между мо-
лекулами Гб, находящимися внутри клетки в
высокой концентрации [7]. Коэффициент диф-

Сокращения: Гб – гемоглобин, КР – комбинационное рас-
сеяние. 
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фузии Гб в эритроците существенно меньше, чем
в разбавленном растворе, и зависимость этих ве-
личин от температуры различна [8, 9]. Увеличе-
ние температуры приводит к изменению динами-
ки периферических цепей аминокислот в составе
Гб и способствует формированию гидрофобной
поверхности глобулы, способствующей агрега-
ции молекул внутри клетки [9]. 

Таким образом, есть все основания предпола-
гать, что изменение температуры оказывает су-
щественное влияние на эффекты «молекулярного
краудинга» эритроцитов. Изменения состояния
цитоплазмы, кооперативные фазовые переходы
белков, их олигомеризация в нативных условиях
клетки и взаимодействие с мембраной и цитоске-
летом являются основными факторами, обуслав-
ливающими адаптационные возможности эрит-
роцитов млекопитающих [10, 11]. В связи с этим
целью настоящей работы было исследование из-
менений конформации и распределения Гб в за-
висимости от температуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение эритроцитов. В работе использова-

ли суспензию эритроцитов, выделенную из ве-
нозной крови доноров (предоставлена НМИЦ
кардиологии имени академика А.Е. Чазова). 

Кровь хранили при 4°С в течение не более 6 ч,
в качестве антикоагулянта использовали гепарин.
Для выделения суспензии эритроцитов использо-
вали фосфатный буфер Аллена (145 мМ NaCl,
5 мМ KCl, 1 мМ CaCl2, 4 мM Na2HPO4, 1 мM
NaH2PO4, 1 мМ MgSO4, 5 мМ глюкозы, рН 7.4). К
цельной крови добавляли буфер Аллена в соотно-
шении 1 : 3, перемешивали и отмывали эритро-
циты от плазмы трехкратным центрифугирова-
нием при 1500 g в течении 5 мин при 4°С (центри-
фуга Laborfuge 400R, ThermoScientific, США).
Полученную суспензию эритроцитов хранили
при 4°С не более 3 ч.

Выделение гемоглобина. Для выделения гемо-
глобина суспензию эритроцитов разбавляли в со-
отношении 1 : 10 фосфатным буфером для гемо-
лиза (10 мM PBS, pH 7.4), после чего раствор пе-
ремешивали и центрифугировали (Laborfuge
400R) в течении 10 мин при 4°С и 6000 g для оса-
ждения мембран эритроцитов.

Спектроскопия комбинационного рассеяния. Ре-
гистрацию спектров комбинационного рассея-
ния (КР) гемоглобина проводили с помощью
конфокального микроскопа-спектрометра
NTEGRA-SPECTRA (NT-MDT, Россия) в диапа-
зоне частотного сдвига 1000–3200 см–1 с шагом
измерения 1 см–1, охлаждение CCD камеры –
60°C, объектив 5× (Olympus, NA = 0.15), мощ-
ность лазера на образце – менее 3 мВт, длина вол-

ны возбуждения – 532 нм, время регистрации од-
ного спектра – 15–30 с при трехкратном накопле-
нии сигнала. Для регистрации сигнала,
суспензию эритроцитов или раствор гемоглобина
помещали в гематокритный капилляр, каждое из-
мерение проводили не менее пяти раз. 

Для анализа полученных КР-спектров исполь-
зовали соотношение интенсивностей абсолют-
ных величин пиков КР-спектра гемоглобина:

– I1580/I1375 – изменение отношения вклада
асимметричных колебаний метиновых мостиков
в составе порфиринового цикла к вкладу симмет-
ричных колебаний пиррольных колец. Снижение
величины параметра характеризует увеличение
вероятности нахождения гема в куполообразной
конформации [12]; 

– I2880/I2930 – изменение отношения вклада
несимметричных колебаний метиленовых групп
аминокислот по отношению к симметричным
колебаниям концевых метильных радикалов ами-
нокислот. В ряде работ было показано, что увели-
чение температуры сопровождается уменьшени-
ем амплитуды полосы 2880 см–1 и ростом ампли-
туды полосы 2930 см–1 [13, 14]. Данный параметр
использовали для оценки взаимодействия мем-
бранных белков с липидным окружением [13],
при этом увеличение интенсивности полосы 2930
интерпретировали как экспонирование гидро-
фобных участков белка в полярную среду. В связи
с этим мы предполагаем, что отношение
I2880/I2930 может быть использовано для оценки
упорядоченного пространственного расположе-
ния отдельных участков полипептидной цепи и
пропорционально плотности упаковки белковой
глобулы.

Определение поверхностного заряда. В качестве
маркера изменения поверхностного заряда плаз-
матической мембраны эритроцита использовали
ζ-потенциал. Его рассчитывали из эксперимен-
тально определяемой подвижности эритроцитов,
используя уравнение Смолуховского [15]. Изме-
рения ζ-потенциала проводили в разбавленной
суспензии эритроцитов (0.04% гематокрита) в ка-
пиллярной поликарбонатной U-образной кювете
DTS1070 (Malvern, Великобритания) с золотыми
электродами, помещенной в термостатируемую
ячейку анализатора размеров частиц Zetasizer Na-
no ZS (Malvern, Великобритания). Для обработки
результатов использовали программное обеспе-
чение Malvern, поставляемое в комплекте с при-
бором Zetasizer Nano ZS, и MS Excel. 

В рамках теории Гуи–Чепмена–Штерна прини-
мается, что ζ-потенциал равен поверхностному по-
тенциалу мембраны φS (на некотором расстоянии –
так называемой плоскости скольжения) и связан
формулой φ = φSe–kx, где 1/k – дебаевская длина.
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Плоскость скольжения эритроцита соответствует
плоскости скольжения липидных мембран и со-
ставляет 2 Å. Согласно теории Гуи–Чепмена–
Штерна, поверхностный потенциал связан с по-
верхностным зарядом σS выражением

 (ε, ε0, k, e – константы,

с0 – концентрация у поверхности, Т – температура,
z – заряд). Таким образом, можно считать, что ζ-по-
тенциал является маркером поверхностного заряда
на мембране.

Собственная флуоресценция гемоглобина. Реги-
страцию спектров флуоресценции проводили с
использованием спектрометра Flame UV/VIS
(Ocean Insight, США). Изменение состояния гло-
бина Гб оценивали по изменению положения
максимума интенсивности триптофановой флуо-
ресценции. Изменение однородности молекул Гб
в цитоплазме эритроцита оценивали по измене-
нию показателя полуширины пика на его полу-
высоте (показатель FWHM). Измерения прово-
дили в разбавленной суспензии эритроцитов
(0.04% гематокрита) в термостатируемой ячейке
(при 20, 36 и 38°С), время регистрации сигнала —
100 с. Флуоресценцию образцов регистрировали в
диапазоне 180−800 нм, возбуждая флуоресцен-
цию триптофанов импульсным субнаносекунд-
ным УФ-светодиодом (EPLED 265, Edinburgh In-
struments, Шотландия), с максимальным излуче-
нием при 260 нм, скорректированным
металлическим полосовым фильтром (260 нм,
ширина 15 нм; Chroma, США).

Кинетика затухания флуоресценции. Был ис-
пользован метод время-коррелированного счета
фотонов (Time Correlated Single Photon Counting
— TCSPC). Флуоресценцию возбуждали им-
пульсным УФ–светодиодом (EPLED 265, Edin-
burgh Instruments, Шотландия), с максимальным
излучением при 260 нм, скорректированным ме-
таллическим полосовым фильтром (260 нм, ши-
рина 15 нм; Chroma, США), выдающим импульсы
длительностью 700 пс со средней мощностью
0.6 мкВт при частоте повторения 20 МГц. Реги-
страцию сигнала флуоресценции (в диапазоне
300–400 нм, с максимумом при 340 нм) осуществ-
ляли через коллимационную линзу спектрографа
(PML-SPEC, Becker & Hickl GmbH, Германия),
оснащенного детектором PML-16-С и решеткой
1200 штр/мм и имеющим разрешение 6.25 нм. Из-
мерения проводили в режиме FIFO, регистрируя
поток фотонов в программном обеспечении для
измерений SPCM 9.82 (Becker & Hickl GmbH,
Германия). Регистрацию потока ~106 фотонов
проводили в течение 10 с. В эксперименте ис-
пользовали разбавленную суспензию эритроци-
тов (0.04% гематокрита) в термостатирующей
ячейке (20, 36, 38°С). Изменения интенсивности,
времени жизни и спектра флуоресценции обраба-

( )= − 0
S 0

φσ 8εε 2
zekT sh kT

тывали с помощью пакета программ
SPCImage 8.0 (Becker & Hickl GmbH, Германия).
Кривую затухания пикосекундной флуоресцен-
ции триптофана аппроксимировали суммой двух
экспонент:

(1)

где Ai – амплитуды, τi – постоянное время [16].
Разложение считали удовлетворительным при
построении аппроксимационной кривой при
распределении χ2 = [0.88–1.11], что соответствует
величине p-критерия = [0.90–0.80].

Статистический анализ. Выявление статисти-
ческой значимости наблюдаемых различий меж-
ду результатами проводили с использованием те-
ста Краскела–Уоллиса с апостериорным крите-
рием Данна. Различия считали статистически
значимыми при p ≤ 0.05. Все эксперименты про-
водили не менее шести раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние температуры на структуру гема и гло-
бина гемоглобина эритроцитов было исследова-
но методом КР. Установлено, что увеличение
температуры среды инкубации клеток от 20 до
38°С не влияет на вероятность нахождения гема в
«куполообразной» конформации (величина соот-
ношения интенсивностей полос КР-спектра
I1580/I1375 не меняется с увеличением температу-
ры), но приводит к снижению плотности упаков-
ки глобина Гб (снижение величины соотношения
интенсивностей полос КР-спектра I2880/I2930)
(рис. 1). Отметим, что у выделенного Гб измене-
ния конформации не наблюдаются (рис. 1). Ме-
тодом регистрации ζ-потенциала нами показано,
что повышение температуры вызывает снижение
потенциала с –15.3 ± 0.2 мВ (при 20°C) до –15.6 ±
0.2 мВ (при 38°С) на поверхности мембраны це-
лых эритроцитов в суспензии.

Ранее мы показали, что десорбция ионов каль-
ция с поверхности мембраны приводит к увели-
чению потенциала на поверхности эритроцитов,
а блокирование Na+/K+-АТФазы приводит к уве-
личению мембранного потенциала и содержания
ионов натрия внутри клетки [17, 18]. В данной ра-
боте доказано, что увеличение температуры мо-
жет вызывать некоторое увеличение отрицатель-
ного заряда на поверхности клеток, вероятно, в
результате отщепления от отрицательно заряжен-
ных групп сиаловых кислот гликокаликса и отри-
цательно заряженных головок фосфолипидов
различных органических и неорганических кати-
онов, которые экранируют отрицательный заряд.
Надо заметить, что этот эффект имеет небольшую
амплитуду.

( )
− −
τ= +1 2τ

1 2 ,
t t

F t A e A e
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Рис. 1. Изменение соотношения интенсивностей пиков КР-спектра гема (а) и глобина (б) для Гб в клетке (суспензии
эритроцитов) и выделенном Гб при температурах 20, 36 и 38°C: * – статистически значимые различия между пробами
при заданной температуре от его значения при 20°C; # – статистически значимые различия проб, содержащих
эритроциты, от проб, содержащих гемоглобин, при одинаковой температуре (p ≤ 0.05). На врезке представлен спектр
КР гемоглобина.

Таблица 1. Параметры спектров флуоресценции триптофанов гемоглобина озина 

t, 
°C

Суспензия эритроцитов Выделенный гемоглобин

λmax, нм FWHM,
нм

τfl, пс τ1, пс τ2, пс λmax, нм FWHM, 
нм

τfl, пс τ1, пс τ2, пс

20 337.3 ± 1.6 49.97 ± 0.8 129.2 ± 23.5 44.9 ± 15.9 358.0 ± 142.8 339.8 ± 0.4 50.2 ± 0.8 307.9 ± 1.9 81.8 ± 27.7 674.4 ± 255.0

36 336.1 ± 1.6 45.62 ± 0.9* 226.4 ± 5.0* 92.5 ± 3.5* 771.9 ± 2.8 340.1 ± 2.7 51.08 ± 1.3 301.8 ± 1.4 111.0 ± 1.3 840.4 ± 21.8

38 335.1 ± 1.6* 45.63 ± 0.4* 225.2 ± 1.6* 86.5 ± 1.0* 723.1 ± 6.2 340.3 ± 1.6 50.6 ± 0.9 263.8 ± 17.2 106.5 ± 1.8 706.1 ± 67.8

Примечание. λmax – положение максимума пика, FWHM – полуширина пика на полувысоте, τfl – среднее время жизни
триптофановой флуоресценции τ1, τ2 – характерные времена быстрой и медленной компонент затухания флуоресценции;
* – отличия от значений при 20°C, p ≤ 0.05.

Известно, что изменение флуоресценции
триптофанов в составе глобина может служить
индикатором формирования новых конформа-
ционных состояний в белковой глобуле. Так,
остатки триптофана (Trp) в гидрофобном окру-
жении имеют максимум флуоресценции в обла-
сти 320–335 нм, а в гидрофильном окружении
или будучи экспонированными во внешнюю сре-
ду – 340–360 нм [24]. Тетрамер гемоглобина со-
держит шесть остатков Trp, причем остаток в
β-субъединице (βTrp37), расположенный на по-
верхности контакта α- и β-субъединиц (α1β2),
считается основным аминокислотным остатком,
вносящим вклад в собственную флуоресценцию
Гб (рис. 2) [19, 20]. В соответствии с данными ра-

боты [21] можно предположить, что βTrp37 по
сумме расстояний является наиболее близко рас-
положенным к гемам. Расположение βTrp37 на
поверхности (α1β2) указывает на то, что он участ-
вует в гидрофобном взаимодействии между субъ-
единицами Гб [22, 23]. 

В данной работе мы обнаружили, что при уве-
личении температуры от 20 до 38°C наблюдается
смещение положений максимумов спектров
триптофановой флуоресценции внутриклеточно-
го Гб с 337.3 ± 1.6 нм до 335.1 ± 1.4 нм (рис. 3), а
также снижение величины полуширины пика
флуоресценции на его полувысоте (FWHM)
(табл. 1, рис. 3). Кроме того, доказано, что при
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увеличении температуры уменьшается дополни-
тельное плечо пика в области 350−360 нм (рис. 3).
Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что микроокружение βTrp37 в случае выде-
ленного Гб более гидрофильно (максимум флуо-
ресценции смещен вправо), чем у Гб в клетке,
ввиду различной конфрмации молекул Гб. При
повышении температуры наблюдается смещение
максимума флуоресценции Гб эритроцитов в об-
ласть коротких длин волн (рис. 3), что можно ин-
терпретировать как увеличение гидрофобности
микроокружения βTrp37. Важно отметить, что в
случае выделенного Гб подобные изменения при
повышении температуры не наблюдаются, что
свидетельствует о влиянии окружения гемогло-
бина в цитоплазме клетки на его изменения при
повышении температуры. Вероятно, смещение
максимума в спектре флуоресценции βTrp37 вле-
во свидетельствует о наличии эффекта макромо-
лекулярного краудинга, при котором соседние
молекулы в клетке находятся на близком рассто-
янии и оказывают непосредственное влияние
друг на друга. Отметим, что при исследовании
выделенного Гб эти эффекты не обнаружены.
Увеличение температуры вызывает увеличение
подвижности молекул в цитоплазме и вероятно-
сти их взаимодействия за счет эффекта кра-
удинга.

Анализ кинетики затухания триптофановой
флуоресценции гемоглобина свидетельствует о
том, что при всех исследованных температурах

среднее время жизни флуоресценции τfl Гб в со-
ставе эритроцитов меньше, чем для Гб в растворе
(табл. 1). Этот факт можно объяснить тушением
флуоресценции триптофановых остатков моле-
кулы Гб как за счет изменения микроокружения
(например, остатками тирозина), так и гемами
той же молекулы Гб или соседних: в цитоплазме
клетки взаимодействие между молекулами Гб,
сопровождающееся тушением флуоресценции
триптофановых остатков, является более вероят-
ным, чем в разбавленном растворе. Увеличение
времени жизни флуоресценции при увеличении
температуры свидетельствует об уменьшении ту-
шения флуоресценции. Кинетика затухания флу-
оресценции оптимально аппроксимируется дву-
мя экспонентами с характерными временами τ1 и
τ2 (табл. 1), что свидетельствует о двух различных
процессах тушения флуоресценции и, следова-
тельно, о наличии двух пулов остатков триптофа-
на с различным окружением, которые характер-
ны для эритроцита в нормальных условиях.

Исходя из данных о расстояниях остатков
триптофана до гемов в молекуле Гб [21] можно
предположить, что быстро затухающая флуорес-
ценция соответствует βTrp37, а более медленная
компонента – остаткам αTrp14 и βTrp15, которые
суммарно находятся на большем расстоянии от
гемов гемоглобина. Однако известно, что
вклад αTrp14 и βTrp15 в флуоресценцию гемогло-
бина существенно меньше, поэтому более веро-
ятно существование двух популяций молекул Гб,

Рис. 2. Схема строения гемоглобина человека. На рисунке α-субъединицы гемоглобина показаны синим цветом и
β-субъединицы – зеленым; 1 – гем, 2 – αTrp14, 3 – βTrp15, 4 – βTrp37. Для построения рисунка использовалась pdb-
структура из работы [25], изображение создано при помощи программы Rasmol 2.7.5. 
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в которых скорость затухания флуоресценции от-
личается для βTrp37 из-за изменения его микро-
окружения. Такое возможно, если часть молекул
Гб находится в неких упорядоченных кластерах,
где взаимодействие между молекулами более
плотное и вероятность тушения флуоресценции
выше. Однако для обоих компонент флуоресцен-
ции – быстрой (τ1) и медленной (τ2) – характерно
увеличение характерного времени при увеличе-
нии температуры, следовательно, уменьшение
взаимодействия и расстояния между молекулами
характерно для обеих популяций молекул гемо-
глобина.

Изменения температуры являются существен-
ным фактором регуляции функционирования
эритроцитов человека, поскольку температура
разных органов человека может отличаться на не-
сколько градусов, снижаться в периферических
сосудах, увеличиваться при воспалении и гипер-
термии, снижаться при переохлаждении. Все это
может влиять на гемодинамику эритроцитов и
перенос газов Гб. Вязкость плазматической мем-
браны и плотность цитоплазмы могут влиять на
реологию клеток и их прохождение через мелкие
капилляры [26], а состояние белковой части Гб и
его гемовой группы – непосредственно влиять на
сродство к кислороду и способность доставлять
его в ткани организма. По-видимому, изменения
температуры в теле человека могут модифициро-
вать не только непосредственно конформацию
Гб, но и распределение Гб в клетке (эффект моле-
кулярного краудинга). Мы исследовали конфор-
мацию Гб как в клетке, так и выделенного Гб в
разбавленном растворе, для которого эффектом
молекулярного краудинга можно пренебречь. 

Повышение температуры в диапазоне 20–38°C
не вызывало существенных изменений вероятно-

сти существования гема в куполообразной кон-
формации, следовательно, не оказывало непо-
средственного влияния на сродство к кислороду.
Однако при этом снижалась плотность упаковки
глобина гемоглобина эритроцитов. Этот факт, ве-
роятно, свидетельствует о снижении эффектив-
ности взаимодействия Гб с соседними молекула-
ми Гб и формирование более гомогенной среды
внутри клетки. О том же свидетельствует и увели-
чение времени жизни триптофановой флуорес-
ценции Гб эритроцитов при повышении темпе-
ратуры, что связано с уменьшением эффекта ту-
шения от соседних молекул Гб. Также тушение
флуоресценции триптофана возможно вслед-
ствие более «тесных» взаимодействий Trp с мик-
роокружением в молекулах Гб эритроцитов в
условия наличия структуры молекулярного кра-
удинга (например, образование комплексов из
молекул Гб) [27]. В то же время смещение макси-
мума триптофановой флуоресценции в сторону
коротких длин волн может свидетельствовать о
формировании более гидрофильного микроокру-
жения остатка триптофана в области контакта
субъединиц α1β2. Возможно, увеличение темпе-
ратуры в этом случае сопровождается увеличени-
ем вероятности столкновения молекул, их дефор-
маций и локального изменения конформации.

Наличие смещения максимума флуоресцен-
ции Trp в Гб цитоплазмы в коротковолновую об-
ласть (рис. 3, табл. 1) также может быть обуслов-
лено тем, что при снижении взаимодействия Trp с
микроокружением в белке снижается доля энер-
гии, которая тратится на тепловую диссипацию
перед актом испускания кванта флуоресценции
[28]. При этом тушение флуоресценции какой-
либо ротамерной формы Trp и связанный с этим
многокомпонентный характер кинетики затуха-

Рис. 3. Спектр флуоресценции триптофановых остатков в суспензии эритроцитов (а) и выделенном Гб (б).
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ния флуоресценции Trp в белках обычно связыва-
ют с дополнительной возможностью дезактива-
ции возбужденного состояния Trp – переносом
электрона с возбужденного индольного кольца на
амидные группы Trp, либо на электрон-акцеп-
торные боковые связи белка. Изменение τfl Trp
может быть связано с переносом протона с бли-
жайших аминокислот, например, с тирозина на
индольное кольцо [27]. Отсутствие изменений в
спектрах триптофановой флуоресценции выде-
ленного Гб (рис. 3), может быть связано с более
низкой вероятностью взаимодействия макромо-
лекул ввиду большего расстояния между макро-
молекулами в Гб растворе. 

Полученные результаты свидетельствуют о су-
ществовании различных структур, объединяю-
щих молекулы Гб в цитоплазме. Так, помимо пу-
ла примембранного гемоглобина (молекулы Гб,
связанные в примембранной области с цитоплаз-
матическими доменами белка полосы 3) [5] воз-
можно существование структур молекулярного
краудинга. Увеличение температуры в среде ин-
кубации эритроцита модифицирует данную
структуру, что, вероятно, связано не с изменени-
ем поверхностного заряда плазматической
мембраны, а именно с перераспределением цито-
плазматического Гб. Аналогичные эффекты,
оказывающие влияние на собственную флуорес-
ценцию, изменение спектров поглощения, обра-
зование агрегатов молекул Гб и другие, были по-
казаны ранее в работе при инкубации Гб в рас-
творе декстрана, вызывающем эффект
макромолекулярного краудинга [29].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе исследования установлено, что при уве-
личении температуры происходит увеличение го-
могенности распределения Гб в цитоплазме эрит-
роцита человека и снижение плотности упаковки
молекулы глобина, что, по всей видимости, явля-
ется результатом молекулярного краудинга. До-
казано, что выявленные изменения конформа-
ции характерны только для Гб в клетке. Предпо-
лагается наличие нескольких пулов молекул
гемоглобина, отличающихся между собой по
структуре и динамике белковой глобулы, форми-
рующих гетерогенное распределение гемоглоби-
на внутри эритроцита за счет соединения молекул
Гб в кластеры. Обнаруженные эффекты могут
вносить вклад в функционирование эритроцита
за счет кластеризации Гб в цитоплазме клетки,
что повышает эффективность сигнально-регуля-
торной функции переноса и транспорта кисло-
рода.
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 Effects of Macromolecular Crowding in Erythrocyte Cytoplasm
 O.V. Slatinskaya*, E.Yu. Parshina*, A.I. Yusipovich*, N.A. Brazhe*,

A.B. Rubin*, and G.V. Maksimov*, **

*Department of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

**University of Science and Technology MISIS, Leninskiy prosp. 4/1, Moscow, 119049 Russia

Using Raman spectroscopy, f luorescence spectroscopy, and time-correlated single-photon counting, it was
shown that increasing the incubation temperature of human erythrocytes enhances the homogeneity of he-
moglobin distribution in the cytoplasm and reduces globin molecule packing density. This likely results from
the cellular “macromolecular crowding” effect. Observed conformational changes are specific to intracellular
Hb and independent of the plasma membrane surface potential. Multiple pools of hemoglobin with varying
structure and dynamics are proposed, they form clusters, creating heterogeneous hemoglobin distribution.
The role of these effects in oxygen transport and regulatory signaling is discussed.

Keywords: hemoglobin, erythrocytes, Raman scattering, crowding
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