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Гипоксические условия, помимо транспорта кислорода и углекислого газа, могут влиять и на другие
функции эритроцитов, такие как ионная и метаболическая регуляция, развитие окислительного
стресса, транспорт нитритов, аммиака, мочевины и других соединений. Используя методы лазер-
ной дифракции, спектрометрии и проточной цитометрии, мы провели сравнительные исследова-
ния физиологически значимых реакций эритроцитов низших позвоночных и человека (регулятор-
ное уменьшение объема, транспорт аммиака/аммония, ответ на окислительный стресс) в условиях
нормоксии и гипоксии. В ответ на гипоосмотическую нагрузку эритроциты низших позвоночных
после первичного набухания восстанавливают объем, инициируя реакцию регуляторного уменьше-
ния объема (RVD). Мы показали, что в условиях гипоксии в эритроцитах Carassius carassius (золотой
карась) и Rana temporaria (травяная лягушка) ингибируется реакция RVD, которая восстанавливает-
ся реоксигенацией. Транспорт аммиака/аммония в эритроцитах человека обусловлен функцио-
нальной взаимосвязью анионного (AE1) и аммонийного (RhAG) транспортеров. Показано, что ги-
поксия ингибирует лизис эритроцитов в аммонийной среде. Перевод гемоглобина из R- в T-форму
в условиях гипоксии восстанавливает скорость гемолиза. Окислительный стресс приводит к инги-
бированию эстеразной активности, окислению гемоглобина (Hb) до ферри-форм (Fe(III) и Fe(IV)),
экстернализации фосфатидилсерина, кластеризации AE1 и образованию микрочастиц, содержа-
щих окисленные формы гемоглобина. В условиях окислительного стресса гипоксия предотвращает
развитие гибели клеток по апоптозному сценарию, ингибируя экстернализацию фосфатидилсери-
на, кластеризацию AE1 и образование микрочастиц. Полученные результаты указывают на то, что
конформация Hb играет важную роль в процессах регуляции объема эритроцитов уже у низших по-
звоночных. В эритроцитах человека конформация Hb определяет процессы транспорта CO2

 и NH3  посредством регуляции активности AE1. Гипоксические условия предотвра-
щают гибель эритроцитов, предохраняя их от последствий окислительного стресса. Таким образом,
гипоксические условия могут улучшать состояние эритроцитов при хранении крови, не нарушая
энергетику эритроцитов, предотвращая образование микрочастиц и гемолиз.

Ключевые слова: гипоксия, эритроциты, окислительный стресс, аммонийный стресс, осмотический
стресс, кислород, AE1, RhAG
DOI: 10.1134/S0233475519050086

ВВЕДЕНИЕ
Эритроциты играют ключевую роль в систем-

ном транспорте кислорода и углекислого газа за
счет функционирования структурно-связанных
белков, гемоглобина (Hb), анионного транспор-
тера AE1 (белок полосы 3) и карбоангидразы
(CAII) в условиях реализации эффектов Бора и
Халдейна [1, 2]. Эритроциты реагируют на гипо-
ксические условия посредством кислородзависи-
мой регуляции метаболизма, которая включает

конкурентное связывание дезоксигемоглобина
(дезокси-Hb) и комплекса гликолитических фер-
ментов с N-концевым цитозольным доменом
анионного транспортера (cdAE1, cdb3) [3–6]. Та-
кая реакция на гипоксию способствует формиро-
ванию концепции аллостерической модуляции,
раскрывающей механизм переключения метабо-
лизма в эритроцитах при изменении кислородно-
го режима. Высокая насыщенность кислородом
приводит к ингибированию гликолиза (путь Эмб-

( )3HCO− ( )4NH+
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дена–Мейергофа) и активацию пентозофосфат-
ного пути (синтез антиоксиданта NADP-Н) и на-
оборот [7–9]. Несмотря на значительные дости-
жения в понимании регуляции метаболизма, ряд
механизмов адаптации к гипоксии остается неис-
следованным как в эволюционном, так и клеточ-
но-биологическом аспекте.

В отличие от эритроцитов человека и млеко-
питающих, эритроциты низших позвоночных со-
держат митохондрии и ядро, и выявленная регу-
ляция метаболизма в полной мере не проявляется
на этом уровне эволюции [10]. Эритроциты низ-
ших позвоночных, в отличие от эритроцитов мле-
копитающих, способны активно восстанавливать
объем в реакциях регуляторного изменения объе-
ма (регуляторное снижение объема RVD и регу-
ляторное увеличение объема RVI) [11, 12]. Актив-
ность транспортных путей ионной регуляции
объема клеток модулируется различными физио-
логическими стимулами, среди которых наиболее
существенными являются гормоны стресса и
парциальное давление кислорода [13]. В эритро-
цитах низших позвоночных обнаружены кисло-
родзависимые реакции объемной регуляции [10,
14], но всестороннего понимания механизмов та-
кой зависимости нет.

Эритроциты, помимо функции транспорта
кислорода, принимают участие в переносе других
веществ (нитритов, фосфатов, хлоридов) и регу-
ляции их содержания в крови [15–19]. Ранее мы
показали активное участие эритроцитов в транс-
порте аммиака/аммония, обусловленное сопря-
женным функционированием анионного (AE1) и
аммонийного (RhAG) транспортеров, что позволя-
ет эритроцитам поддерживать физиологическую
концентрацию аммиака/аммония в крови [20, 21].
Однако неясно, влияет ли изменение конформа-
ции Hb на транспортную функцию AE1, в том
числе на взаимодействие с аммонийным транс-
портером эритроцитов RhAG.

Окислительный стресс (ОС) является основным
фактором, индуцирующим трансформацию и по-
следующую элиминацию эритроцитов [22–24].
Можно предположить, что в гипоксических усло-
виях ОС должен развиваться интенсивнее в связи
с переключением пентозофосфатного пути на гли-
колиз [5, 24] и торможением синтеза NADPН, не-
обходимого для восстановления метгемоглобин-
редуктазой окисленного Hb [25]. Однако возмож-
но существование альтернативных механизмов
влияния гипоксии на развитие ОС в эритроцитах.

В данной работе с помощью методов лазерной
дифракции, спектрометрии и проточной цито-
метрии проведены сравнительные исследования
физиологически значимых реакций эритроцитов
низших позвоночных и человека (регуляторное
уменьшение объема, транспорт аммиака/аммо-
ния, ответ на ОС) в условиях нормоксии и гипо-

ксии. Мы показали, что в эритроцитах низших
позвоночных гипоксические условия предотвра-
щают реакцию RVD, а в эритроцитах человека
ингибируется транспорт аммиака/аммония и об-
разование микрочастиц при ОС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В экспериментах использованы следующие

реактивы (конечная концентрация в клеточной
суспензии или в рабочей среде): BCECF-AM,
5 мкМ (Molecular Рrobes); кальцеин-AM, 0.1 мкМ
(Molecular Рrobes); аннексин-V-FITC, 0.1 мкг/мл
(Biolegend); эозин-5-малеимид, 0.05 мг/мл (Mo-
lecular Рrobes); трет-бутилгидропероксид, 1.5 мМ
(Sigma–Aldrich); нигерицин, 20 мкМ (Sigma–
Aldrich), нитропруссид натрия (sodium nitrofer-
ri-cyanide (III) dihydrate, SNP), 10 мкМ, (Sigma–
Aldrich).

Для эритроцитов Carassius carassius использо-
вали среду следующего состава (в мМ): NaCl, 128;
KCl, 3; CaCl2, 1.5; MgCl2, 1.5; HEPES, 15; D-глю-
коза, 2.2 (рН 7.8, осмолярность 260 мОсм/л) [26].
Для эритроцитов Rana temporaria (в мМ): NaCl,
102; KCl, 3; MgCl2, 1.5; HEPES, 10; D-глюкоза, 2.2
(рН 7.6, осмолярность 220 мОсм/л) [27].

Для работы с эритроцитами человека были ис-
пользованы: среда №1 (в мМ: NaCl, 140; KCl, 5;
Hepes, 10; MgCl2, 2; D-глюкоза, 5; EGTA, 2;
рН 7.4, осмолярность 300 мОсм/л) и среда № 2 (в
мМ: NH4Cl, 140; KCl, 5; HEPES, 10; MgCl2, 2;
D-глюкоза, 5; pH 7.4, осмолярность 300 мОсм/л)
при аммонийной нагрузке. Осмолярность среды
контролировали осмометром Osmomat 030
(Gonotec, Германия).

Подготовка суспензии эритроцитов. Использо-
вали взрослых особей золотого карася C. carassius,
(n = 12) и травяной лягушки R. temporaria, (n = 10)
обоих полов. Кровь отбирали из хвостовой вены
(С. carassius) или пункцией сердца (R. temporaria) ге-
паринизированным шприцем. Далее кровь разбав-
ляли соответствующей средой и проводили трое-
кратную отмывку центрифугированием (центри-
фуга CM-50, Elmi, Латвия; 500 g, 5 мин).

В исследовании влияния конформации Hb на
транспорт аммония/аммиака и образование мик-
рочастиц эритроцитов человека использовали
кровь здоровых доноров после подписания ими
добровольного согласия. Проведение всех проце-
дур одобрено этическим комитетом ИЭФБ РАН
(протокол № 15 от 21.11.2017) и соответствовало
Хельсинкской декларации. Цельную венозную
кровь центрифугировали (350 g, 3 мин), отбирали
эритроциты и промывали изотоническим буфе-
ром (среда № 1).

Основные параметры крови и суспензии эрит-
роцитов (концентрация эритроцитов – RBC и
средний объем эритроцитов – MCV) определяли
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с помощью гематологического анализатора Me-
donic-M20 (Boule Medical A.B., Швеция).

Исследование объемных характеристик эрит-
роцитов. Изменение объема клеток (MCV) и на-
чальной скорости увеличения их объема (Vi) оцени-
вали методом лазерной дифракции на анализаторе
частиц LaSca-TM (БиоМедСистем, РФ) [28–30].
Для исследования изменения начальной скоро-
сти увеличения объема клеток (Vi), использовали
данные регистрации прямого светорассеяния в
диапазоне угла 1°. Динамику изменения объема
клеток оценивали с использованием алгоритма
определения размеров частиц [30]. Изменение
объема клеток дополнительно регистрировали с
помощью проточного цитофлуориметра Navios
(Beckman Coulter, США; прибор ЦКП ИЭФБ
РАН) в экспериментах по исследованию pHi по
данным прямого светорассеяния (параметр FS
INT LIN). Для контроля определения абсолютных
значений среднего объема клеток в качестве ввод-
ного значения для расчета использовали данные
гематологического анализатора (Medonic-M20).

Спектрометрия. Спектр гемоглобинов реги-
стрировали с помощью сканирующего спектро-
фотометра СПЕКС ССП-715-М (ООО “Спектро-
скопические системы”), диапазон от 400 до
700 нм, шаг длины волны 0.1 нм (щель 0.8), режим
термостатирования кюветы. Отмытые эритроци-
ты (106 кл/мл) вносили в изотонический буфер
(среда №1, 25°С, 37°С) и регистрировали спектры
Hb цельных клеток. Свободный гемоглобин по-
лучали при лизисе клеток в гипоосмотической
среде.

Связывание лигандов гемоглобином. Для полу-
чения спектров окси-Hb использовали эритроци-
ты (106 кл/мл) в условиях нормоксии, затем, для
вытеснения кислорода, суспензию барботирова-
ли аргоном (15 мин), запечатывали кювету герме-
тизирующей пленкой (Parafilm-M) и снимали
спектры в условиях гипоксии (дезокси-Hb). Для
получения спектра NO-Hb в гипоксическую сус-
пензию вносили донор NO – нитропруссид на-
трия (SNP), 10 мкМ.

Гипоксия. Гипоксию создавали дегазировани-
ем суспензии аргоном в течение 15 мин. Содержа-
ние кислорода контролировали с помощью кисло-
родного датчика mini-Oksik 3 (“Аналитика-Сер-
вис”) в гипоксической камере (Billups Rothenberg),
спектры Hb контролировали в диапазоне сканиро-
вания 300–700 нм. Во время измерения спектров
кювету запечатывали герметизирующей пленкой
для сохранения гипоксических условий.

Количественная оценка форм гемоглобина. Ко-
личественную оценку трансформированных форм
Hb проводили на основании спектров после лизи-
са клеток. Процентное содержание форм гемогло-
бина рассчитывали с использованием значений
оптической плотности анализируемого раствора

при четырех длинах волн (560, 577, 630, 700 нм).
Расчет проводили в соответствии с методом Ben-
esch и соавт. [31].

Измерение внутриклеточного pH (pHi). Клетки
нагружали флуорофором BCECF-AM в соответ-
ствии с протоколом производителя. Отмытые
клетки (106 кл/мл) инкубировали c BCECF-AM
(5 мкМ, 30 мин, 37°С, 300 об/мин). Далее 3 раза
отмывали средой № 1 и хранили при 4°С (для
предотвращения выхода красителя из эритроци-
тов) до проведения эксперимента. Флуоресцен-
цию измеряли методом проточной цитофлуори-
метрии. Флуоресценцию BCECF возбуждали при
488 нм, регистрировали на FL1 (530/40 нм) и FL3
(613/20 нм). Изменение pHi оценивали по пара-
метру RATIO FL1/FL3. Эксперименты проводили
при 25°С. Параметр RATIO (FL1/FL3) отражает
динамику изменений pHi независимо от возмож-
ного выхода красителя из клетки, фотообесцвечи-
вания и изменений клеточного объема. Для калиб-
ровки значений внутриклеточного pH использо-
вали “нигерициновый метод”. Эритроциты,
предварительно окрашенные 5 мкМ BCECF-AM,
вносили в изотонический калиевый буфер (KCl,
140; HEPES, 10; MgCl2, 1.5, D-глюкоза, 5; EGTA),
содержащий 20 мкМ нигерицина (pH: 7.0, 7.2, 7.4,
7.6, 7.8, 25°С), инкубировали в течение 5 мин для
установления равновесия [K+]in = [K+]out, после
чего измеряли флуоресценцию флуорофора и
строили калибровочную кривую зависимости
флуоресценции от рН [32–36].

Определение экстернализации фосфатидилсе-
рина на поверхности эритроцита. Аннексин-V явля-
ется Ca2+-зависимым красителем, поэтому для ан-
нексинового теста в среду №1 вместо EGТА добав-
ляли кальций (2 мМ). Эритроциты (0.5 × 109 кл/л)
инкубировали с аннексином-V (0.1 мкг/мл, 15 мин,
25°С), флуоресценцию регистрировали на кана-
ле FL1.

Исследование эстеразной активности. Эстераз-
ную активность клеток оценивали по интенсив-
ности флуоресценции кальцеина. Эритроциты
(0.5 × 109 кл/л) инкубировали с кальцеином
(0.1 мкМ, 60 мин, 37°С), флуоресценцию реги-
стрировали на канале FL1.

Исследование кластеризации белка полосы 3.
Участие цитоскелета в трансформации эритроци-
тов при ОС оценивали с использованием эозин-
5-малеимида, EMA. Эритроциты (0.5 × 109 кл/л)
инкубировали с ЕМА в среде №1 (1.5 мМ, 60 мин,
37°С), затем проводили анализ на проточном ци-
тометре (FL1).

Анализ данных. Данные проточной цитометрии
анализировали с использованием программ
Flowing Software Perttu Terho и Cytometry List
Mode Data Aquisition&Analysis Software.
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Время гемолиза (Them), скорость гемолиза
(Vhem) и начальную скорость увеличения объема
клеток (Vi) рассчитывали с использованием ори-
гинальной программы лазерного анализатора
LaSca-TM – LaSca_32.exe.

Статистический анализ. Во всех эксперимен-
тах данные представлены как среднее ± стандарт-
ная ошибка. Статистическую значимость результа-
тов определяли с помощью tкритерия Стьюдента.
Различия между группами считали статистически
значимыми при p < 0.05. В каждой серии экспери-
ментов использовали не менее шести доноров.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Регуляторное снижение объема эритроцитов

низших позвоночных ингибируется в условиях гипо-
ксии. Регуляция объема – неотъемлемое свойство
ядерных клеток. Снижение осмолярности среды
приводит к компенсаторному увеличению объема
клеток за счет входа воды, которое обусловлено
необходимостью выравнивания осмотического
давления. После фазы увеличения объема активи-
руются специфические ионные транспортеры,
обеспечивающие восстановление исходного объе-
ма клеток (регуляторное снижение объема эритро-
цитов, RVD) [10, 37]. В эритроцитах позвоночных,
за исключением птиц, реакция RVD осуществляет-
ся путем выхода из клетки К+ и Cl– через K+-Cl–-
котранспортер [37], общим свойством которого
является активация при гипоосмотическом увели-
чении объема и зависимость от концентрации кис-
лорода [10]. В эритроцитах позвоночных деокси-
генация ингибирует транспорт ионов через ко-

транспортер. Подобная зависимость транспорта
ионов от концентрации кислорода в среде пред-
полагает возможность изменения характера
протекания осмотических реакций клеток в усло-
виях гипоксии. Неизвестно, является ли подоб-
ное свойство общим для позвоночных. Путь пе-
редачи сигнала об изменениях концентрации
кислорода в среде на мембранные каналы эрит-
роцитов недостаточно исследован. Наиболее ве-
роятным кандидатом на роль переключателя ме-
таболизма и транспорта ионов в эритроцитах
млекопитающих при гипоксии считается мем-
браносвязанный гемоглобин, роль которого в ре-
гуляции осмотических реакций низших позво-
ночных недостаточно изучена [8].

В связи с этим в первой части нашей работы
изучена реакция RVD эритроцитов R. temporaria и
C. carassius при различных режимах (нормоксия,
гипоксия и реоксигенация).

Для контроля состояния Hb определены спек-
тры конформаций Hb R. temporaria (рис. 1а) и
C. carassius (рис. 1б).

Снижение осмолярности среды с 260 мOсм/л
(физиологическая осмолярность) до 113 мOсм/л
(гипоосмотический шок) инициировало увеличе-
ние объема оксигенированных эритроцитов
C. carassius на 29%. После 5 мин инкубации клетки
начинали восстанавливать свой исходный объем,
осуществляя компенсаторное снижение объема,
RVD (<1% различий), которое завершилось в тече-
ние 125 мин (рис. 2а). Разбавление инкубационной
среды дистиллированной водой вызывало стати-
стически значимое увеличение объема деоксиге-

Рис. 1. Спектры конформаций Hb эритроцитов R. temporaria (а) и C. carassius (б). а – Cпектр Hb эритроцитов R. tempo-
raria в условиях нормоксии (окси-Hb) и гипоксии (дезокси-Hb); б – спектр Hb эритроцитов C. carassius в условиях
нормоксии (окси-Hb) и гипоксии (дезокси-Hb).
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нированных клеток, аналогично эритроцитам, на-
ходящимся в условиях нормоксии. Однако даль-
нейшего изменения объема деоксигенированных
клеток не происходило. В течение эксперимен-
тального периода объем эритроцитов оставался
увеличенным, клетки не проявляли реакцию RVD.
Естественное насыщение Hb кислородом (реок-

сигенация) инициировало процесс восстановле-
ния объема эритроцитов C. carassius. При этом
динамика реакции RVD у реоксигенированных
клеток была аналогичной эритроцитам, находя-
щимся в условиях нормоксии.

Вне зависимости от присутствия кислорода в
среде эритроциты R. temporaria реагировали на сни-

Рис. 2. RVD эритроцитов золотого карася и травяной лягушки ингибируется в условиях гипоксии. а – Запись кинети-
ки изменения объема эритроцитов C. carassius в различных кислородных режимах (репрезентативный эксперимент).
б – Процентное соотношение форм Hb в условиях нормоксии и гипоксии в эритроцитах C. carassius, полученное в ре-
зультате обработки спектров. в – Кинетика изменения объема эритроцитов R. temporaria в различных кислородных ре-
жимах. г – Процентное соотношение форм Hb в условиях нормоксии и гипоксии в эритроцитах R. temporaria, полу-
ченное в результате обработки спектров. Измерение объема проводились на лазерном анализаторе микрочастиц по
изменению интенсивности светорассеяния в 1°. Снижение сигнала соответствует уменьшению объема эритроцитов.
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жение осмолярности среды (с 220 до 95 мOсм/л)
быстрым увеличением объема до 122 ± 2% от кон-
троля, принятого за 100%. Затем объем оксигени-
рованных клеток снижался до 116.0 ± 7.4%. Пол-
ное восстановление объема эритроцитов наблю-
далось спустя 1.5 ч. Подобная двухфазная реакция
клеток в ответ на гипоосмотический шок – увели-
чение объема и постепенный возврат к исходным
значениям – соответствует типичному протека-
нию реакции RVD. В условиях гипоксии фаза
снижения объема клеток отсутствовала, объем
эритроцитов R. temporaria оставался увеличен-
ным. Реоксигенация суспензий инициировала
реакцию RVD, в результате чего исходный объем
эритроцитов полностью восстанавливался.

Аналогичные результаты получены на эритро-
цитах других представителей костистых рыб
(карп и радужная форель) [12, 38]. Восстановле-
ние объема у гипоксических клеток было непол-
ным, а насыщение суспензий кислородом приво-
дило к инициации RVD. В настоящей работе ди-
намика возврата эритроцитов C. carassius и
R. temporaria к исходному объему совпадала. Та-
ким образом, зависимость объемной регуляции
от кислорода в среде, вероятно, является общим
свойством эритроцитов низших позвоночных.

Деоксигемоглобин ингибирует транспорт ам-
мония/аммиака в эритроцитах человека. Конфор-
мационное состояние Hb изменяется в зависимости
от связываемого лиганда. Различают T- и R-формы
Hb, при этом R-форма (лигандированный Hb,
например, окси-Hb) практически не связывается
с мембраной, однако при изменении конформа-
ции на T-форму (дезокси-Hb) Hb связывается с
мембраной с высокой аффинностью через сайт
прикрепления на cdAE1 [3, 4, 39]. Связывание Hb
с cdAE1 предположительно снижает активность
эритроцитарного анионного обменника [8]. Вза-
имодействие дезокси-Hb с cdAE1, по-видимому,
меняет конформацию всего AE1, вытесняя ряд
ферментов из 22–24 концевых остатков cdAE1
[3]. В результате конкуренции между Hb и глико-
литическими ферментами за сайт связывания на
cdAE1 энергетический метаболизм переключается
между гликолитическим и пентозофосфатным
путями [3, 5]. Это указывает на возможность регу-
ляции гемоглобином свойств эритроцита посред-
ством лиганд-зависимого взаимодействия с AE1 [3].

Таким образом, несмотря на имеющиеся дан-
ные о взаимодействии cdAE1 и дезокси-Hb, фи-
зиологическая роль данного процесса изучена не
в полной мере. Остается неясным, влияет ли из-
менение конформации Hb на транспортную
функцию AE1, в том числе на взаимодействие с
аммонийным транспортером RhAG.

Ранее нами была показана функциональная
взаимосвязь AE1 и RhAG [20, 21], что позволило
применить тест на аммонийную нагрузку эритро-

цитов для оценки функции AE1. С этой целью
оценивали параметры лизиса эритроцитов в изо-
тонической аммонийной среде (среда № 2) [20],
косвенно характеризующие транспорт аммиа-
ка/аммония (NH3/ ), осуществляемый со-
пряженным функционированием анионного AE1
и аммонийного RhAG транспортеров эритроцитов.
В условиях гипоксии лигандирование гемоглобина
NO способно переводить Hb из T- в R-форму [40]. В
данной работе в гипоксических условиях Hb пере-
водили из T-формы (связывающая cdAE1) в R-фор-
му (не связывающая cdAE1) донором NO – SNP,
10 мкМ. Этот прием позволил оценить влияние
конформации Hb (T- и R-формы) на функцию
AE1 в условиях гипоксии.

Предварительно проведен контроль состоя-
ний Hb спектроскопическим методом (рис. 3).

Влияние гипоксических условий на гемолиз в
аммонийной среде (аммонийный стресс) оцени-
вали методами лазерной дифракции (рис. 4) и
проточной цитометрии (рис. 5).

Скорость начального увеличения объема (Vi)
эритроцитов, содержащих дезокси-Hb, была в
2.23 ± 0.25 (n = 8, p < 0.05) раза ниже, чем у эрит-
роцитов, содержащих окси-Hb. При этом время
гемолиза клеток в условиях гипоксии (эритроци-
ты с дезокси-Hb) увеличивалось статистически
значимо (в 2.31 ± 0.17 раза, n = 8, p < 0.05).

Образование NO-производных Hb не влияло
существенно на кинетику гемолиза в условиях
нормоксии, Vi, и время лизиса сохранялись на
уровне контрольных значений. Перевод Hb в R-
форму (NO-Hb) при гипоксии возвращал Vi на
уровень, близкий к контролю (окси-Hb), при
этом время гемолиза уменьшалось статистически
значимо (в 1.25 ± 0.18 раза, n = 8, p < 0.05) (рис. 4).

Данные, полученные методом проточной цито-
метрии (рис. 5a, 5в), коррелировали с данными, по-
лученными методом лазерной дифракции (рис. 4).
Максимальное значение внутриклеточного pH
эритроцитов составляло: при нормоксии –
7.35 ± 0.01 (n = 8), при гипоксии – 7.51 ± 0.02 (n = 8,
p < 0.05) и при гипоксии с SNP – 7.40 ± 0.02 (n = 8,
p < 0.05) (рис. 5б, 5г).

Таким образом, было выявлено, что транспорт
NH3/  ингибировался в гипоксических усло-
виях, в то время как изменение формы Hb с T- на
R-форму в условиях гипоксии возвращало пока-
затели кинетики транспорта NH3/  на уро-
вень, близкий к контролю. Vi достоверно снижа-
лась, а время лизиса клеток, содержащих дезокси-
Hb, повышалось по сравнению с эритроцитами,
содержащими окси-Hb. При этом в условиях ги-
поксии максимальный pHi в аммонийной среде
достигал более высоких значений, чем в условиях
нормоксии, что указывает на ингибирование од-
ной из основных функций AE1 – контроля и под-

4NH+

4NH+

4NH+
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держания внутриклеточного pH [33]. Перевод Hb из
T-формы в R-форму с помощью NO-донора в усло-
виях гипоксии приводил к возвращению парамет-
ров на уровень, близкий к контролю (рис. 4, 5). По-
лученные результаты указывают на ингибирова-
ние функции AE1 при взаимодействии дезокси-
Hb с cdAE1 [8], приводящее к ингибированию
транспорта NH3/  в эритроциты человека.

Индуцированное окислительным стрессом обра-
зование микрочастиц эритроцитов ингибируется в
условиях гипоксии. ОС – один из важных факто-
ров, ограничивающих срок хранения эритроци-
тов [24, 41]. ОС приводит к окислению Hb, обра-
зованию АФК, последующему окислению бел-
ков, липидов и полиненасыщенных жирных
кислот. Эти факторы наравне с накоплением ме-
таболитов приводят к нарушению деформируе-
мости (из-за нарушения структуры и целостности
мембраны и цитоскелета) и липидной асиммет-
рии мембраны (выход фосфатидилсерина на по-
верхность мембраны), а также к образованию
микрочастиц и последующему гемолизу [24]. В
данной части работы мы сравнили развитие ОС в
условиях нормоксии (окси-Hb) и гипоксии (дез-
окси-Hb).

Предварительно был проведен спектральный
анализ форм Hb в условиях нормоксии и гипо-

4NH+

ксии (окси-Hb, дезокси-Hb) и при ОС, индуци-
рованном трет-бутил-гидропероксидом (tBH,
1.5 мМ) (окси-Hb – tBH, дезокси-Hb – tBH)
(рис. 6а). В результате расчета содержания фер-
ри-форм Hb (Fe(III), Fe(IV)) по методу Benesch и
соавт. [31] было выявлено, что процент образова-
ния ферри-Hb при ОС в условиях нормоксии со-
ставляет 50.7 ± 13.9, n = 7 (окси-Hb – tBH) и в
условиях гипоксии – 57.2 ± 12.6, n = 7 (дезокси-
Hb – tBH) (рис. 6б).

Развитие индуцированного ОС при действии
tBH на эритроциты зависит как от концентрации
пероксида, так и от концентрации эритроцитов.
Воздействие tBH (1.5 мM) на суспензию эритро-
цитов (0.5 × 109 кл/мл) в условиях нормоксии
(окси-Hb) приводило к: а) увеличению объема;
б) окислению Hb до метгемоглобина MetHb
(Fe(III)) (~50%) и гемихрома HbChr (Fe(IV))
(~35%); в) экстернализации фосфатидилсерина
(процент аннексин-V-позитивных клеток ~60%);
г) кластеризации полосы 3 (увеличение флуорес-
ценции ЕМА) и д) образованию микрочастиц
(0.4–0.9 мкм), содержащих окисленные формы
Hb. Наибольший выход микрочастиц (30–60%) и
трансформацию эритроцитов наблюдали через
24 ч после воздействия tBH (1.5 мM) в условиях
нормоксии (рис. 7, контроль; рис. 8, контроль).

Рис. 3. Спектры Hb эритроцитов человека. Эритроциты человека (106 кл/мл) вносили в изотонический буфер (среда
№ 1), снимали спектры Hb цельных клеток в условиях нормоксии (окси-Hb), затем суспензию барботировали арго-
ном (2 мин), закрывали кювету герметизирующей пленкой и снимали спектры в условиях гипоксии (дезокси-Hb). Для по-
лучения спектра NO-Hb, в эритроциты в условиях гипоксии вносили донор NO – нитропруссид натрия SNP, 10 мкМ.
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Таким образом, ОС вызывает структурные из-
менения эритроцитов с маркерными признаками
апоптоз-подобного сценария клеточной гибели:
ингибирование эстеразной активности, экстер-
нализация фосфатидилсерина, образование мик-
рочастиц (рис. 7, контроль; рис. 8, контроль).

Далее мы проверили, как влияют гипоксиче-
ские условия (дезокси-Hb) на эти маркеры. Уже
через 3 ч после добавления tBH (1.5 мМ) в суспен-
зию эритроцитов (RBC 0.5 × 109 кл/мл) выявлено:
а) уменьшение образования микрочастиц при ги-
поксии (процент образования микрочастиц): ок-
си-Hb 7.55 ± 1.37, дезокси-Hb 2.81 ± 1.22, p < 0.04,
n = 15 (рис. 8а); б) значительное уменьшение экс-
тернализации фосфатидилсерина при гипоксии
(% аннексин-V-позитивных клеток): окси-Hb
66.8 ± 18.2, дезокси-Hb 2.8 ± 1.2, p < 0.0001, n = 13
(рис. 2б); в) кластеризация AE1 при нормоксии и
ее снижение при гипоксии (флуоресценция ЕМА):
окси-Hb 609.2 ± 87.4, дезокси-Hb 320.1 ± 15.4, p <
< 0.01, n = 12 (рис. 8в). В то же время ингибирова-
ние эстеразной активности при действии перок-
сида (кальцеин-AM) не зависело от состояния
Hb: контроль 2687 ± 197, окси-Hb 1190 ± 247, дез-
окси-Hb 1102 ± 281 (рис. 2г).

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что индуцированная tBH трансформация
эритроцитов и последующее образование микро-
частиц ингибируются в условиях гипоксии.

Наши данные и работы других авторов [3, 4]
указывают на то, что ингибирующий эффект ги-
поксических условий на ОС может быть связан с
конкуренцией форм Hb за сайт связывания цито-

плазматического домена анионного транспорте-
ра AE1. Нами показано, что формирование ком-
плекса дезокси-Hb-cdAE1 может ингибировать
кластеризацию AE1, индуцируемую окисленны-
ми формами Нb (Fe(IV)) и приводящую к образо-
ванию микрочастиц. Полученные результаты до-
полняют данные работ [3, 4, 23, 24, 42, 43] и ука-
зывают на то, что гипоксические (анаэробные)
условия могут являться благоприятным факто-
ром при хранении препаратов крови (концентра-
ты эритроцитов), так как при этом не нарушается
энергетика эритроцитов и предотвращается кла-
стеризация AE1, образование микрочастиц и по-
следующий гемолиз.

ОБСУЖДЕНИЕ

Понимание системных механизмов адаптации
к гипоксии представляет сложную задачу, акту-
альную для большого количества исследователей
и клиницистов. Эритроциты осуществляют ос-
новную функцию транспорта кислорода и долж-
ны рассматриваться как один из основных эле-
ментов адаптационной системы. Количество
эритроцитов и их статус неизбежно рассматрива-
ются как основной фактор устойчивости орга-
низма к гипоксии [44]. Гипоксические условия
могут влиять на другие функции эритроцитов, не
связанные с транспортом кислорода и углекислого
газа, которые важны, в частности, для ионной и
метаболической регуляции, развития ОС и транс-
порта таких соединений, как нитриты, аммиак,
мочевина.

Рис. 4. Гемолиз в изотонической аммонийной среде (140 мМ NH4Cl) ингибируется в гипоксических условиях (репре-
зентативный эксперимент на LaSca-TM, лазерная дифракция). Исследование проводили методом лазерной дифрак-
ции на Lasca-TM. Эритроциты (106 кл/мл) помещали в изотоническую аммонийную среду (среда № 2, pH 7.4). Опыт
повторяли для трех конформаций Hb: в условиях нормоксии (окси-Hb, R-форма Hb), в условиях гипоксии (дезокси-
Hb, T-форма Hb), в условиях гипоксии с добавлением SNP (NO-Hb, R-форма Hb).
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Среди возможных участников регуляции кис-
лородзависимых процессов в эритроцитах значи-
тельное внимание уделяется гемоглобину. Из-
вестно, что эритроциты реагируют на гипоксию
кислородзависимой регуляцией метаболизма, ко-
торая включает конкурентное связывание дезок-
си-Hb и ключевых гликолитических ферментов
(фосфофруктокиназа – PFK, альдолаза – ALDO,
глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа – GAPDH)
с сайтом связывания cdAE1. Эти ферменты функ-

ционально ингибируются анионным транспорте-
ром AE1 при высоком насыщении кислородом,
что приводит к гликолитической блокаде и сдви-
гу к NADPН-продуцирующему пентозофосфат-
ному пути [7, 24, 45]. Однако роль конформации
Hb в кислородзависимых изменениях объемной
регуляции эритроцитов низших позвоночных
остается неясной. Известно, что в эритроцитах
человека сродство дезокси-Hb с мембраной эрит-
роцита в 8 раз выше, чем у окси-Hb [46]. Экспери-

Рис. 5. Гемолиз в изотонической аммонийной среде ингибируется в гипоксических условиях (метод проточной цито-
метрии). Исследование проводили на проточном цитометре в режиме TIME. Эритроциты (2 × 106 кл/мл), инкубиро-
ванные с 5 мкМ BCECF-AM 30 мин, помещали в изотонический буфер (среда № 1, pH 7.4) – контроль, в изотоническую
аммонийную среду (среда № 2, pH 7.4) – 140 мМ NH4Cl. Опыт повторяли для трех конформаций Hb: в условиях нор-
моксии (окси-Hb, R-форма Hb), в условиях гипоксии (дезокси-Hb, T-форма Hb), в условиях гипоксии с добавлением
донора NO – SNP (NO-Hb, R-форма Hb). а – Изменение интенсивности прямого светорассеяния, отражающее изме-
нение объема клеток; б – соотношение интенсивностей флуоресценции FL1/FL3, отражающее изменение pHi. а, б –
Репрезентативный эксперимент на проточном цитометре; в, г – оцифровка данных приведенного эксперимента с по-
мощью Cytometry List Mode Data Aquisition&Analysis Software; а, в – данные прямого светорассеяния отражающие из-
менение объема клеток; б, г – соотношение интенсивностей флуоресценции FL1/FL3, отражающее изменение pHi.
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менты на трансгенных мышах свидетельствуют о
том, что связывание дезокси-Hb с клеточной мем-
браной регулирует переключение метаболизма
клеток на гликолиз при гипоксии [4, 44]. Показано
также, что дефицит кислорода влияет на структур-
ную организацию цитоскелета эритроцитов как
человека, так и рыб [8, 23]. Вероятно, в эритроци-
тах низших позвоночных связывание Hb с мем-
браной эритроцита также играет роль переключа-
теля активности мембранных транспортеров. В
пользу данной гипотезы говорит высокая ско-
рость инициации реакции RVD как у C. carassius,
так и у R. temporaria при при реоксигенации эрит-
роцитов, содержавшихся в условиях гипоксии.
Известно, что цикл оксигенация–деоксигенация
Hb – практически мгновенный процесс, в то вре-
мя как иные возможные пути регуляции, к при-
меру, изменения в уровне экспрессии генов при
дефиците кислорода, требуют более продолжи-
тельных периодов времени [47]. Таким образом,
полученные результаты указывают на то, что кон-
формация Hb играет важную роль в процессах ре-
гуляции клеточного объема уже у низших позво-
ночных.

Ранее [20, 21] мы показали, что эритроциты
способны осуществлять импорт NH3/ , пред-
положительно предотвращая токсические эф-
фекты при физических нагрузках и патологии, в
состоянии гипераммониемии, т.е. при концен-
трации NH3/  в крови более 60 мкМ. Так как

4NH+

4NH+

незаряженная молекула аммиака крайне цито-
токсична, мы предположили, что сопряженное
функционирование RhAG и AE1 может играть
важную роль в сохранении оптимального уровня
NH3/  в крови, обеспечивая захват и депони-
рование NH3/  внутри эритроцитов [21]. Тем
не менее структурная и физиологическая роль
взаимодействия RhAG и AE1-транспортеров в
эритроцитах изучена не в полной мере. Нами ис-
следовано влияние гипоксических условий (свя-
зывание cdAE1 дезокси-Hb) на транспорт
NH3/  в эритроцитах человека. Установлено,
что в гипоксических условиях транспорт
NH3/  подавлен по сравнению с условиями
нормоксии. Образование связи cdAE1-дезокси-
Hb приводило к изменению регуляции внутрикле-
точного pH (рис. 5б, 5г), к ограничению транс-
портной функции AE1, что согласуется с данными
[8, 44], и, как следствие, к ингибированию сопря-
женного транспорта, осуществляемого аммоний-
ным RhAG и анионным AE1-транспортерами
(рис. 5а, 5в). Эти данные указывают на важность
синергизма процессов транспорта CO2 и NH3. Та-
ким образом, нами установлено, что конформа-
ция Hb определяет процессы транспорта CO2

( ) и NH3 ( ) посредством регуляции ак-
тивности AE1.

Окислительный стресс напрямую связан с
проблемами хранения компонентов крови [24].

4NH+

4NH+

4NH+

4NH+

3HCO−
4NH+

Рис. 6. Спектры Hb эритроцитов человека (а) и процентное содержание форм Hb (б) в условиях ОС. а – Эритроциты
человека (1 × 106 кл/мл) вносили в изотонический буфер (среда № 1), снимали спектры Hb цельных клеток в условиях
нормоксии (окси-Hb, контроль), затем суспензию барботировали аргоном (15 мин) и снимали спектры в условиях ги-
поксии (дезокси-Hb, контроль). Для получения спектра окси-Hb в условиях ОС, использовали эритроциты, обрабо-
танные 1.5 мМ tBH 3 ч. Для получения спектра дезокси-Hb в условиях ОС использовали эритроциты, содержащие дез-
окси-Hb, обработанные 1.5 мМ tBH в течение 3 ч; б – в условиях ОС выявлено равное процентное содержание ферри-
форм Hb (рассчитано по методу Benesch и соавт. [29]), p < 0.4.
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При долговременном хранении концентратов
эритроцитов в аэробных условиях увеличивается
образование окисленных форм Hb (мет-Hb, ге-
михром), что может приводить к различным
осложнениям у реципиентов при переливании
крови [41]. В нашей модели ОС процент окисле-
ния Hb до ферри-форм (рис. 7) и ингибирование
эстеразной активности (рис. 8г) при нормоксии и
гипоксии практически не различались. Получен-
ные результаты указывают на то, что гипоксиче-
ские условия не влияют на первичное окисли-
тельное действие tBH. Тем удивительней, что в
гипоксических условиях замедлена как экстерна-
лизация фосфатидилсерина и гибель клеток по
апоптозному сценарию (рис. 8б), так и образова-
ние микрочастиц (рис. 8а), обусловленное класте-

ризацией анионного транспортера AE1 (рис. 8в).
Можно предположить, что ингибирующий эф-
фект гипоксии связан с конкуренцией форм Hb
за сайт связывания цитоплазматического домена
анионного транспортера AE1 (cdAE1). Связанная
структура дезокси-Hb-cdAE1 может ингибиро-
вать кластеризацию AE1, индуцируемую окис-
ленными формами гемоглобина Fe(IV) и Fe(V) и
приводящую к образованию микрочастиц. Полу-
ченные результаты указывают на то, что гипокси-
ческие условия могут благоприятно влиять на
хранение крови. Действительно, группой Yoshida
предложен и запатентован [24] метод массовой
деоксигенации концентратов эритроцитов и по-
казано, что при анаэробном хранении эритроци-
тов гемолиз ниже, чем в аэробных условиях, а

Рис. 7. Гипоксические условия ингибируют образование микрочастиц эритроцитов при окислительном стрессе. Сус-
пензию эритроцитов (0.5 × 109 кл/мл) инкубировали с 1.5 мМ tBH в течение 3, 6 и 24 ч. Показаны точечные диаграммы
(dot-plots) для проб через 3, 6, 24 ч (данные репрезентативного эксперимента на проточном цитометре). *MPs – мик-
рочастицы.
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также лучше сохраняется морфология клеток,
снижена осмотическая резистентность и подав-
лено образование микрочастиц [23]. Метаболом-
ные исследования частично подтвердили поло-
жительное влияние гипоксии на сохранение
уровня ATP и 2,3-ДФГ, несмотря на уменьшение
уровня восстановленного глутатиона (снижение
синтеза NADPH при блокаде пентозофосфатного
пути).

При хранении эритроцитов в гипоксических
условиях увеличено восстановление нитрита до
нитрата, которое ассоциировано с образованием
мет-Hb [23]. Обсуждается способность эритроци-
тов продуцировать NO в условиях гипоксии (нит-
рит-редуктазная активность Hb в дезокси-форме).

Активно продвигается гипотеза, согласно которой
эритроциты являются одним из важнейших эле-
ментов транспортировки NO внутри организма
[19]. Однако проведенные нами ранее исследова-
ния показали, что эритроциты способны только
захватывать NO (с последующим образованием
нитритов и нитратов), но ни при каких физиоло-
гических условиях (гипоксия, гипоксия–нор-
моксия) не способны продуцировать NO [48].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные нами данные поз-

воляют рассматривать эритроциты как сенсоры
кислорода в системе крови. Изучение новых
функций, связанных с окислительным стрессом,

Рис. 8. Маркерные события, предшествующие и/или приводящие к образованию микрочастиц, ингибируются в гипо-
ксических условиях. Суспензию эритроцитов (0.5 × 109 кл/мл) инкубировали с 1.5 мМ tBH в условиях нормоксии
(окси-tBH) и гипоксии (дезокси-tBH). В качестве контроля использовали интактные клетки. а – Образование микро-
частиц эритроцитов при ОС значительно ингибировалось в условиях гипоксии; б – % аннексин-V-положительных
клеток при окислительном стрессе в условиях нормоксии выше, чем при гипоксии; в – кластеризация AE1 при ОС в
условиях нормоксии выше, чем при гипоксии; г – сходное ингибирование эстеразной активности в условиях окисли-
тельного стресса при гипоксии и нормоксии. ** p < 0.01 (t-критерий Стьюдента).
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транспортом аммонийных форм, ионной регуля-
цией может оказаться ключевым для понимания
того, что изменение функциональных характери-
стик эритроцитов может кардинально изменить
общесистемный ответ на гипоксические условия
и выявить еще неизвестные адаптационные меха-
низмы.

Исследования методом проточной цитометрии
выполнены на базе ЦКП ИЭФБ РАН. Работа под-
держана средствами государственного бюджета по
госзаданию (№ г.р. АААА-А18-118012290371-3.).
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Erythrocytes’ Reactions to Osmotic, Ammonium, and Oxidative Stress
are Inhibited Under Hypoxic Conditions

I. V. Mindukshev1, *, J. S. Sudnitsyna1, E. A. Skverchinskaya1, A. Yu. Andreyeva1, I. A. Dobrylko1,
E. Yu. Senchenkova1, A. I. Krivchenko1, and S. P. Gambaryan1

1Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
pr. Thoreza, 44, St. Petersburg, 194223 Russia

*e-mail: iv_mindukshev@mail.ru

Hypoxic conditions, in addition to effects on the CO2 and O2 transport, may have an impact on various func-
tions of red blood cells (RBCs) including ion and metabolic regulation, oxidative stress induction, and trans-
port of nitrites, ammonia, urea, etc. We used laser diffraction, spectrometry, and f low cytometry for evalua-
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tion of the responses of lower vertebrates’ and human RBCs to hypoosmotic conditions, ammonia and oxi-
dative stress in normoxia and hypoxia. Under hypoosmotic conditions RBCs of lower vertebrates swell and
immediately initiate the regulatory volume decrease (RVD) reaction. In our experiments, the RVD reaction
in RBCs of Carassius carassius and Rana temporaria was inhibited in hypoxic conditions and restored by re-
oxygenation. Transport of ammonia/ammonium in human RBCs is facilitated via functional interaction of
ammonium (RhAG) and anion (AE1) transporters. Ammonium transport in human RBCs was inhibited in
hypoxic conditions, whereas the switch of hemoglobin from R- to T- state in hypoxia restored the rate of am-
monia/ammonium transport. Oxidative stress inhibits esterase activity, triggers hemoglobin oxidation to fer-
ri-forms, Fe(III), Fe(IV), phosphatidylserine externalization, AE1 clusterization, and microparticle forma-
tion. In the conditions of oxidative stress, hypoxia prevents cell death via apoptosis by inhibiting phosphati-
dylserine externalization, AE1 clusterization, and microparticles formation. The obtained results indicate
that hemoglobin conformation plays a significant role in the process of volume regulation not only in higher
but in lower vertebrates as well. In human RBCs transport of CO2 ( ) and NH3 ( ) is dependent on
the AE1 activity, which is regulated by hemoglobin conformational changes. Hypoxic conditions prevent
apoptosis of RBCs by preserving them from oxidative stress. Thus, our data clearly show that hypoxic condi-
tions have beneficial effects on the RBC long-term storage.

Keywords: hypoxia, erythrocytes, oxidative stress, ammonium stress, osmotic stress, oxygen, ammonium
transporter (RhAG), anion transporter (AE1)
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