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ВЛИЯНИЕ ХОЛОДОВОГО ФАКТОРА И ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ 
НА СТРУКТУРНОЕ СОСТОЯНИЕ ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ МЕМБРАН 
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Результаты проведенных исследований по изучению комбинированного действия ацетата свинца и низких 
температур на структурное состояние плазматической мембраны клеток показали, что в указанных условиях про-
исходит модификация структурно-функционального состояния плазматических мембран клеток тимуса крыс по 
сравнению с раздельным действием повреждающих факторов. При воздействии ацетата свинца на тимоциты 
происходит переориентация компонентов мембраны, что приводит к изменению ее конфигурации, то есть те-
кучести, а также запускаются процессы перекисного окисления липидов, при которых происходит уменьшение 
содержания полиненасыщенных жирных кислот мембранных фосфолипидов и изменяются физико-химические 
свойства мембран, что играет важную физиологическую роль в адаптации различных организмов к  внешним
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экстремальным воздействиям. Цель работы – изучение влияния сочетанного действия ацетата свинца и низ ких 
температур на структурно-функциональные характеристики плазматических мембран тимоцитов эксперимен-
тальных животных. Объектом исследования являлись тимоциты экспериментальных животных (крыс). Изуче-
ние изменения структуры мембран тимоцитов при низкой температуре позволит дополнить сведения о  развитии 
адаптивного ответа и реакции организма на низкие и сверхнизкие температуры, добиться определенных успехов 
не только в медицине, но и в современных развивающихся науках и их направлениях. 

Ключевые слова: температура; полярность; микровязкость; аннулярный липид; липидный бислой; флуорес-
центный зонд пирен; ацетат свинца. 
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The purpose of this work is to study the effect of combined action of lead acetate and low temperatures on the 
structural and functional characteristics of plasma membranes of thymocytes from experimental animals. The object of 
the study was thymocytes of experimental animals (rats). Under the influence of low temperatures on the cell, damage and 
changes in plasma membranes are associated with phase transitions in the lipid component. The results of the conducted 
studies of the combined action of lead acetate and low temperatures on the structural state of the plasma membrane of 
cells showed that under these conditions, the structural and functional state of the plasma membranes of rat thymus cells 
is modified in comparison with the separate effect of damaging factors. According to the results obtained, with the action 
of lead acetate on thymocytes, a reorientation of the membrane components takes place, which leads to the change in its 
configuration, i.e. fluidity, the processes of lipid peroxidation are also triggered, in which the content of polyunsaturated 
fatty acids of membrane phospholipids decreases and physicochemical properties of membranes change, which plays 
an important physiological role in the adaptation of various organisms to external extremes. The study of changes in the 
structure of thymocyte membranes at a low temperature will allow us to better understand the adaptive response and the 
body's response to low and ultra-low temperatures, to achieve certain successes not only in medicine but also in modern 
developing sciences and their directions.

Key words: temperature; polarity; microviscosity; annular lipids; lipid bilayer; fluorescent probe pyren; lead acetate.

Введение
Тесная взаимосвязь физических, химических и биологических явлений позволяет утверждать, что 

исследование влияния низких температур и солей тяжелых металлов может привести к фундаменталь-
ным открытиям, что необходимо для создания технологий будущего. Влияние низких и сверхнизких 
температур на организм и клетки не изучено до конца. Процессы, происходящие при охлаждении и по-
падании в клетку тяжелых металлов, являются основными для изучения различных направлений био-
логии, космической биологии, медицины, физики, нейрохирургии и других наук.  Изучение механиз-
мов индивидуальной устойчивости организма к неблагоприятному действию различных физических 
факторов имеет большое социальное и медицинское значение. На основании данных современной на-
уки можно утверждать, что различные представители животного мира, а также органы, ткани и клетки 
по-разному реагируют на действие холода [1]. 

Опасность свинца для человека определяется его значительной токсичностью и способностью нака-
пливаться в организме. Различные его соединения обладают разной токсичностью. Однако на практике, 
как правило, анализируется только общее содержание свинца в различных компонентах окружающей 
среды, продовольственном сырье и пищевых продуктах, без дифференциации на фракции и идентифи-
кации вида соединений. В организм человека большая часть свинца поступает с продуктами питания 
(от 40 до 70 % в разных странах и по различным возрастным группам), а также с питьевой водой, ат-
мосферным воздухом, при курении, при случайном попадании в пищевод кусочков содержащей свинец 
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краски или загрязненной свинцом почвы. С атмосферным воздухом поступает незначительное коли-
чество свинца – всего 1–2 %, но при этом большая его часть абсорбируется в организме человека [2].

В продовольственное сырье и пищевые продукты свинец может поступать из почвы, воды, воздуха, 
кормов сельскохозяйственных животных по ходу пищевой цепи. Кроме того, определенное значение 
имеет и возможность прямого загрязнения при производстве готовых предметов торговли. Наиболее 
высокие уровни содержания свинца отмечаются в консервах в жестяной таре, рыбе свежей и мороже-
ной, пшеничных отрубях, желатине, моллюсках и ракообразных. Высокое содержание свинца наблюда-
ется в корнеплодах и других растительных продуктах, выращенных на землях вблизи промышленных 
районов и вдоль дорог. Загрязнение продуктов в сборной жестяной банке объясняется тем, что припой, 
используемый при сварке швов, содержит до 60 % свинца, а используемые покрытия не выдерживают 
«агрессивной» среды товара [3].

Основной механизм действия свинца на организм заключается в том, что он блокирует ферменты, 
участвующие в синтезе гемоглобина, в результате чего красные кровяные тельца не могут переносить 
кислород, развивается анемия и хроническая недостаточность кислорода. В настоящий момент неясно, 
может ли воздействие невысоких доз свинца из окружающей среды привести к ухудшению функцио-
нирования организма. 

Проблема исследования действия свинца на компоненты биологических мембран в настоящее вре-
мя весьма актуальна. Вопросы о том, какие компоненты мембран наиболее чувствительны и по каким 
механизмам осуществляется поражение, чрезвычайно важны для понимания последствий воздействия 
свинца на организм. В настоящее время накоплен обширный материал об относительной чувствитель-
ности белковой и липидной фаз биологических мембран. Многочисленными исследованиям обнаруже-
но уменьшение доли суммарных липидов и накопление холестерина, увеличение количества липопере-
кисей и перераспределение фракций индивидуальных фосфолипидов в мембранах клеток пораженного 
организма [4].

В связи с этим исследование комбинированного влияния низких температур и тяжелых металлов на 
состояние клеточных мембран различных популяций клеток при адаптации организма к экстремаль-
ным условиям представляет большой интерес.

Цель данной работы – исследование влияния холодового фактора и солей тяжелых металлов на 
структурное состояние плазматических мембран тимоцитов крыс. 

Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлись тимоциты экспериментальных животных (крыс). Все операции по 

выделению тимоцитов проводили на холоде по стандартной методике [5]. Охлаждение клеток прово-
дили путем помещения их в морозильную камеру на 5–35 мин до достижения температуры раствора 
от –3 до +16 °С. Жизнеспособность клеток и их количество определяли в гемоцитометрической каме-
ре при помощи окрашивания раствором трипанового синего. Действие ацетата свинца моделировали 
следующим образом: вносили в суспензию клеток раствор ацетата свинца в конечных концентрациях 
0,4 мкг/л и 0,04мкг/л и инкубировали в течение 15 мин.

Структурное состояние плазматических мембран тимоцитов оценивали по изменению полярности 
и микровязкости липидного бислоя и аннулярного липида [6]. В возбужденном состоянии молекулы 
пирена способны объединяться в долгоживущие комплексы – эксимеры, испускание квантов у кото-
рых смещено в более длинноволновую область по сравнению с мономером. Эксимеризация является 
диффузионно-контролируемым процессом и может характеризовать микровязкость окружения зонда. 

Измерение флуоресценции пирена при длинах волн возбуждения 286 нм и 337 нм позволяет учи-
тывать гетерогенность липидной фазы. При возбуждении зонда светом с длиной волны 337 нм флуо-
ресценция определяется суммарным вкладом пирена, локализованного как вблизи белка, так и в общей 
липидной фазе. При стимуляции флуоресценции квантами относительно низковолновой части спектра 
(286 нм), возникающая затем эмиссия определяется молекулами пирена, расположенными в прибелко-
вой области, так как формируется за счет безизлучательного переноса энергии на зонд с мембранных 
триптофанилов.

Статистическая обработка результатов проводилась с применением пакета статистических про-
грамм Microsoft Excel 2010. Результаты экспериментов выражали в виде среднего значения и стандарт-
ной ошибки среднего, а достоверность различий в группах оценивали по t-критерию Стьюдента. При 
этом различия считали достоверными при р ≤ 0,05 [7].
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Результаты исследования и их обсуждение
Согласно данным литературы [1; 8], в клетках в точке замерзания или после предшествующего пере-

охлаждения может наступить кристаллизация льда. По мере понижения температуры некоторые виды 
клеток постепенно обезвоживаются, так как молекулы воды выходят из клеток во внешнюю среду и там 
превращаются в лед. Кристаллы льда могут образоваться как в ядре, так и в цитоплазме. Может про-
исходить также миграционная перекристаллизация, в результате которой как внутри, так и вне клеток 
мелкие кристаллы превращаются в крупные. Поэтому, чтобы избежать сильного повреждения клеток 
и клеточных мембран, в ходе эксперимента клетки подвергали постепенному охлаждению.

В ходе исследования выживаемости тимоцитов при снижении температуры суспензии клеток была 
отмечена тенденция к уменьшению выживаемости клеток. Однако установленные изменения в жизне-
способности клеток незначительны. Так, при контрольной температуре в 21 °C количество погибших 
клеток не превышало 3 %, что входит в пределы нормы, а  при снижении температуры уже до 4 °C – 
89 %, что говорит о гибели менее 10 % тимоцитов. Данная зависимость свидетельствует о том, что при 
снижении температуры более чем в 5 раз сохраняется жизнеспособность клеток. Причиной увеличения 
гибели может быть повреждение структуры клеток, которые связанны с фазовыми переходами в липид-
ном и белковом компоненте, в результате чего происходит нарушение различных свойств мембраны, 
ведущее к гибели клетки.

Как известно, важнейшая биологическая функция липидов – построение клеточных мембран. При 
образовании мембраны молекулы липидов ориентируются полярными группами («головками») на-
ружу, а неполярными углеводородными концами («хвостами») внутрь. Образованный таким образом 
двойной слой определяет основное свойство мембран – их избирательную проницаемость. Изменения 
полярности липидного бислоя и аннулярного липида ведет к возможному нарушению их связывания, 
образованию «пробелов» в мембранах, а также к нарушению  выполняемых функций [8–9].

Таким образом, в ходе исследования были проанализированы показатели полярности плазматиче-
ских мембран тимоцитов при охлаждении (рис. 1).

Рис. 1. Динамика изменения полярности различных областей плазматической мембраны тимоцитов при охлаждении

Fig. 1. Change in polarity of different areas of thymocytes plasma membrane upon cooling

Как следует из данных, представленных на рис. 1, при снижении температуры суспензии клеток 
тимуса до 11 °C не наблюдается статистически значимых изменений полярности аннулярного липида. 
При дальнейшем снижении температуры до 1 °C наблюдалось постепенное увеличение показателей 
примерно на 30 % по отношению к суспензии клеток при комнатной температуре (21 °C). Аналогичная 
тенденция наблюдалась при изучении показателей полярности липидного бислоя – увеличение на 20 % 
при снижении температуры до 1 °C. Процесс температурозависимого перехода мембраны из жидко-
кристаллического состояния в гелеобразное ведет к образованию стабильной структуры, пластичность 
которой резко отличается от мембран при физиологических температурах [10].

Температура фазового перехода зависит от длины и степени насыщенности его жирнокислотного 
компонента, а также от природы полярной головки. В механизмах холодовой адаптации особая роль 
отводится степени насыщенности: с увеличением числа двойных связей в жирнокислотных хвостах ли-
пидов температура фазового перехода понижается, что позволяет мембране нормально функционировать 
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в области пониженных температур. В двухкомпонентных смесях ФЛ с сильно различающимися темпе-
ратурами переходов они идут независимо, а в диапазоне температур между переходами жидкокристал-
лическое и гелеобразное состояние сосуществуют. В разделении фаз на этапе фазового перехода важна 
роль латеральной диффузии. В более сложных смесях кооперативность перехода менее выражена: он 
протекает в достаточно широкой температурной зоне, поскольку наличие холестерина обусловливает 
расширение температурных границ фазового перехода [10; 11]. 

Агрегатное состояние мембранных липидов влияет на клеточные функции, примером является из-
менение проницаемости для ионов и метаболитов. Поэтому характер фазовых переходов также имеет 
значение  для прогнозирования процессов репарации мембранных структур в фазе отогрева заморо-
женной системы. Отметим, что в области низкотемпературного перехода и особенно фазового разделе-
ния липидов уровень дефектности мембраны возрастает, что при отогреве ведет к утечке содержимого 
из  клетки. При этом большое значение имеют латеральное разделение липидов в плоскости бислоя, 
которое облегчается в условиях низких температур, и время релаксации этого процесса после отогрева, 
когда необходимо реализовать механизм восстановления возникших трансмембранных дефектов [11].

Основой мембраны является липидный бислой, с ним связаны белки, либо погруженные в бислой, 
либо присоединенные к цитоплазматической поверхности, в нем также жестко закреплены интеграль-
ные белки. Микровязкость мембраны сильно влияет на ее функционирование.

Результаты экспериментов по изучению микровязкости аннулярных липидов и общего липидного 
бислоя представлены на рис. 2.

а / a б / b

Рис. 2. Изменение микровязкости различных областей плазматической мембраны при холодовом воздействии:  
а – микровязкость липидного бислоя; б – микровязкость аннулярного липида

Fig. 2. Change in microviscosity of different areas of thymocytes plasma membrane upon cooling:  
a – microviscosity of lipidic biolayer; b – microviscosity of annular lipids

В ходе исследования было установлено (рис. 2, а), что охлаждение тимоцитов приводит к увеличе-
нию микровязкости общего липидного бислоя приблизительно в 1,4 раза в диапазоне температур от 
21 °C до 1 °C. Микровязкость аннулярного липида также увеличивается по мере снижения температу-
ры примерно в 1,4 раза (рис. 2, б).

При увеличении микровязкости мембраны происходит снижение ее проницаемости для воды и дру-
гих малых гидрофильных молекул, также снижается и скорость латеральной диффузии интегральных 
белков. Если активный центр интегрального белка, осуществляющий некую функцию, располагается 
исключительно в гидрофильной его части, то изменение текучести липидов, вероятно, не скажется 
слишком сильно на активности белка. Но если белок выполняет транспортную функцию и транспорт-
ный компонент пересекает мембрану, то изменения свойств липидной фазы могут привести к значи-
тельному изменению скорости транспорта [10]. 

При оценке белкового компонента плазматических мембран тимоцитов отмечены некоторые изме-
нения (табл.).

Судя по полученным результатам, снижение температуры в пределах положительных значений не 
приводит к серьезным изменениям структурного состояния мембраносвязанных белков на основании 
изучения степени тушения белковой флуоресценции пиреном. 

Можно предположить, что при понижении температуры ниже нуля будет наблюдаться значительное 
снижение степени тушения, поскольку известно, что снижение температуры среды приводит к мигра-
ции белков из липидного матрикса к его поверхности, агрегации и сегрегации внутри липидного бислоя.
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Т а б л и ц а 
Изменение степени тушения белковой флуоресценции плазматических мембран тимоцитов крыс 

при действии низких температур
Ta b l e 

Change in degree of quenching of protein fluorescence of rats’ thymocytes plasma membranes at low temperature

Температура, °C Степень тушения белковой флуоресценции, %
Контроль 

21 24,15±2,08
11 25,12±2,06
6 25,68±2,78
3 28,03±2,53
1 28,41±2,83

При исследовании комбинированного действия ацетата свинца и низких температур на изменение 
липидного компонента мембраны при помощи флуоресцентного зонда пирена были получены следую-
щие результаты (рис. 3).

а / а

б / b

Рис. 3 . Изменение полярности различных областей плазматической мембраны тимоцитов при комбинированном  
воздействии: а – полярность липидного бислоя, отн. ед.; б – полярность аннулярного липида, отн. ед.

* – результаты достоверны по отношению к контролю при p ≤ 0,05

Fig. 3. Change in polarity of different areas of thymocytes plasma membrane upon combined effect:  
a – polarity of lipidic biolayer, rel. units; b – polarity of annular lipids, rel. units
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Как следует из рис. 3, а, значение полярности липидного бислоя при концентрации ацетата свинца 
0,4 мкг/л и 0,04 мкг/л изменяется фазно, максимум увеличения изучаемого показателя отмечен при 
охлаждении клеток до +3 и –1 °C и составило 18–20 % по отношению к контролю.

В области аннулярных липидов отмечена противоположная тенденция (рис. 3, б). Было установлено 
снижение показателя  полярности на 15–18 % по отношению к контролю при охлаждении. Различий, 
связанных с изменением концентрации ацетата свинца в среде инкубации клеток, установлено не было.

а / а

б / b

Рис. 4. Модификация микровязкости различных областей плазматической мембраны тимоцитов при комбинированном  
воздействии: а – микровязкость липидного бислоя, в отн. ед; б – микровязкость аннулярного липида, в отн. ед.

* – результаты достоверны по отношению к контролю при p ≤ 0,05

Fig. 4. Change in microviscosity of different areas of thymocytes plasma membrane upon combined effect:  
a – microviscosity of lipidic layer, rel. units; b – microviscosity of annular lipids, rel. units

Значения показателя микровязкости липидного бислоя плазматической мембраны представлены на 
рис. 4, а. В эксперименте наблюдается фазные изменения данного показателя при действии ацетата 
свинца в концентрации 0,4 мкг/л: сначала повышение его на 10  % по отношению к значениям при 
температуре суспензии 21 °C при охлаждении до 11 °C, а затем снижение на 20 % при достижении тем-
пературы суспензии 3 °C; после чего микровязкость области общих липидов повышается на 25–30 %. 
При действии ацетата свинца в концентрации 0,04 мкг/л отмечено увеличение изучаемого показателя 
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с максимумом при 3 °C – на 35 % по отношению к значениям при комнатной температуре.
Как следует из рис. 4, б, значение микровязкости аннулярного липида при действии ацетата свинца 

в концентрации 0,4мкг/л имело статистически значимое снижение на 15 % при охлаждении до температуры 
3 °С. При изучении влияния соли свинца в конечной концентрации 0,04 мкг/л наблюдается тенденция к не-
значительному увеличению микровязкости этой области липидов (на 5 % при температуре раствора 3 °C).

Можно предположить, что комбинированное действие ацетата свинца и понижение температуры 
привели не только к фазовым переходам в структуре мембран от жидкокристаллического состояния 
к гелеобразному, но и увеличению скорости процесса перекисного окисления липидов.

Как правило, биомембраны находятся в жидкокристаллическом состоянии и, по-видимому, поддер-
жание такого состояния очень важно для их функционирования. Жидкая часть мембраны ограничена 
внутренней гидрофобной фазой, которая состоит из углеводородных цепей жирных кислот. Эта фаза, 
однако, не всегда бывает жидкой. При охлаждении до температур ниже 10 °С мембраны замерзают, то 
есть жидкая фаза затвердевает, приобретая свойства двумерного кристалла [1; 11].

Изучение зависимости структурного состояния биологических мембран от температуры во мно-
гом основано на том, что многие клеточные функции, непосредственно или опосредованно связанные 
с мембранами, проявляют аномалии в температурных зависимостях. 

Наиболее вероятной причиной этих аномалий являются структурные изменения в белковом и ли-
пидном компонентах мембранных систем. 

С понижением температуры в мембране увеличивается доля структурированных липидов, область 
кластеров расширяется, а мембранные белки перемещаются ближе к поверхности мембраны. Обра-
зование кластеров в мембранах при снижении температуры существенно влияет на липид-белковые 
взаимодействия и модифицирует ферментативную активность [12].

Итак, в дальнейших экспериментах был проведен анализ влияния ацетата свинца и охлаждения 
в изучаемом диапазоне температур на состояние белкового компонента плазматических мембран тимо-
цитов крыс (рис. 5).

Рис. 5. Динамика изменения степени тушения белковой флуоресценции пиреном при комбинированном воздействии

* – результаты достоверны по отношению к контролю при p ≤ 0,05
Fig. 5. Change in degree of quenching of protein fluorescence upon combined effect

Как следует из рис. 5, при изучении влияния ацетата свинца в концентрации 0,4 мкг/л на степень ту-
шения белковой (триптофановой) флуоресценции не наблюдается достоверных различий исследуемого 
показателя, а при действии свинца в концентрации 0,04 мкг/л мы видим увеличение данного показателя 
на 40 % при охлаждении до температуры 11 °C с последующим снижением при дальнейшем  пониже-
нии температуры инкубации суспензии клеток. При минимальной температуре –3 °C установлено по-
вышение степени тушения на 15 % по отношению к значениям при комнатной температуре.
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Заключение 
Результаты проведенных исследований по изучению влияния свинца на структурное состояние плаз-

матической мембраны клеток свидетельствуют, что данный элемент обладает способностью модифици-
ровать их структурно-функциональное состояние. Этот эффект заключается в способности свинца изме-
нять физико-химические характеристики липидного компонента цитоплазматической мембраны клеток. 

Таким образом, при воздействии низких температур и тяжелых металлов на клетку наблюдается 
повреждение и изменение мембран, связанное с возможными фазовыми переходами при охлаждении 
клеток in vitro. Так как мембраны тимоцитов представляют собой белково-липидный слой, то криовоз-
действие направлено на модификацию их взаимодействия. При воздействии на липидный компонент 
изменялось естественное агрегатное состояние, что может оказывать большое  влияние  на функцию 
и структуру белков, липидов, и их взаимодействие. Согласно результатам, полученным из проведенно-
го опыта, можно говорить, что основным фактором, повреждающим мембраны и приводящим к гибели 
клеток, является изменение структуры липидов, так как липиды участвуют в различных функциях кле-
ток и мембран (структурная, защитная, транспортная, энергетическая, и др.) 
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