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Ии-т клеточ. биологии и генет. инженерии А Н Украины, Киев П о л у ч е н о 21.07.92: 

УДК 577.391 

В. И. Древаль 

ПОСТРАДИАЦИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ СТРУКТУРЫ ЛИПИДОВ 
И БЕЛКОВ ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ МЕМБРАН ТИМОЦИТОВ 

Крыс облучали в дозах 1,5; 4,0; 7,0 и 10,0 Гр. Спустя 1, 8, 15, 22 и 30 сут в тимоци-
тах определяли связывание І-анилинонафталин-8-сульфоната, вязкость липидов и кон-
станту Штерна — Фольмера для белков плазматических мембран. Установлено, что 
для процесса пострадиационных изменений характерна фазовая периодичность струк-
турных перестроек плазматических мембран. 

Введение. В настоящее время успешно развиваются исследования, на-
правленные на расшифровку механизма интерфазной гибели клеток, 
лежащей в основе клеточного опустошения кроветворной системы при 
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лучевой болезни [1, 2]. Многие из этих работ связаны с изучением ти-
муса — центрального органа иммунной системы, в котором происходит 
созревание и дифференцировка лимфоцитов [3, 4]. Существующие экс-
периментальные данные указывают на то, что в реализации гибели кле-
ток под действием радиации участвуют процессы, связанные с измене-
нием структуры мембран [5]. Среди различных типов мембран в функ-
ционировании клетки важное место принадлежит плазматической мем-
бране, выполняющей роль не только барьера, отделяющего содержи-
мое клетки от внешней среды, но и осуществляющей клеточную рецеп-
цию, участвующую в построении мультиферментных комплексов и под-
держивающую клеточный гомеостаз [6]. В связи с этим представляло 
интерес исследовать изменения структуры липидного и белкового ком-
понентов плазматических мембран тимоцитов облученных животных в 
пострадиационный период. 

Материалы и методы. Крыс-самцов линии «Вистар» массой 100— 
120 г облучали на ускорителе электронов энергией 5 МэВ в дозах 1,5; 
4,0; 7,0 и 10 Гр. Спустя 1, 8, 15, 22 и 30 сут подопытных и контроль-
ных (не подвергавшихся облучению) животных декапитировали. Тимус 
очищали и мелко измельчали ножницами в ледяной среде Хенкса (без 
кальция). Измельченный тимус пропускали несколько раз шприцем 
через иглу диаметром 2 мм до получения однородной суспензии и филь-
тровали через 6 слоев капрона. Клетки осаждали центрифугированием 
при 250 g в течение 10 мин и дважды промывали средой Хенкса с по-
следующим переосаждением. Количество погибших тимоцитов, опреде-
ленное в камере Горяева по тесту прокрашивания 0,2 %-м раствором 
трипанового синего, не превышало 2 % количества выделенных клеток. 
Концентрацию тимоцитов (Скл) устанавливали при длине волны 570 нм 
в кювете с толщиной слоя 1 см [71: 
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Связывание флюоресцентного зонда 1 -анилинонафталин-8-сульфо-
ната (AHC) с тимоцитами изучали на спектрофлюориметре «Hitachi 
MPF-2A» (Япония) по методу [8] . 

Микровязкость липидов плазматических мембран тимоцитов опре-
деляли по степени эксимеризации флюоресцентного зонда пирена — 
F^F3 (где Fм — интенсивность флюоресценции мономеров, F3 — интен-
сивность флюоресценции эксимеров пирена) для анулярных и свобод-
ных липидов [9]. 

Константу Штерна — Фольмера (ZCsv) для тушения белковой флю-
оресценции акриламидом находили при λΒο36 = 285 нм и λψΛ —330 нм, 
Концентрацию акриламида варьировали в пределах 0,08—0,38 Μ. Ве-
личину КSv рассчитывали по формуле: 

где F1 и F2 — интенсивности флюоресценции белков в отсутствие туши-
теля и при концентрации тушителя [Q] [10]. 

Статистическую обработку данных [11] с использованием /-крите-
рия Стьюдента и расчеты коэффициента корреляции (г) осуществля-
ли на ЭВМ «Искра-1030». 

Результаты и обсуждение. Для характеристики структурных изме-
нений липидов и белков плазматических мембран тимоцитов исследо-
вали связывание AHC с поверхностью клеток, изучали микровязкость 
липндной компоненты мембраны с помощью флюоресцентного зонда 
пирена; о динамике структуры белков плазматических мембран суди-
ли по тушению флюоресценции белков внешним тушителем. 

Результаты определения микровязкости анулярных и свободных 
липидов (на расстоянии свыше 3 нм от интегральных белков) приве-
дены в табл. 1 и 2. Обращает на себя внимание тот факт, что при всех 
колебаниях вязкости липидов в пострадиационный период вязкость 
анулярных липидов выше таковой свободных липидов. Следует также 
отмстить фазный характер изменения вязкости, о чем уже сообщалось 



ранее [12]. Можно выделить общую тенденцию изменения вязкости ли-
пидной компоненты плазматических мембран — повышение этого по-
казателя как в анулярных, так и свободных липидах в первые же сут-
ки после воздействия радиации на животных. Вместе с тем, если вяз-
кость анулярных липидов начинает снижаться уже к 8-м сут после 
облучения, то вязкость свободных липидов — только к 15-м. Как для 
свободных, так и для анулярных липидов к 30-м сут после воздействия 
радиации вязкость снижается до контрольного уровня. Расчеты вели-
чины коэффициента корреляции показывают, что имеет место тесная 
взаимосвязь изменения вязкости анулярных и свободных липидов при 
облучении животных дозами 1,5 и 4,0 Гр (г=0,081 и 0,97 соответствен-
но), но величина коэффициента корреляции снижается при дозах 7,0 
и 10,0 Гр ( г = 0 , 6 8 и 0,54). 

Результаты определения константы (Ka) и числа мест (N) связы-
вания AHC с плазматическими мембранами тимоцитов приведены в 
табл. 3 и 4. Здесь также можно отметить фазность в изменениях как 
Ka, так и Nt что подтверждает полученные ранее данные [13]. После 
воздействия ионизирующего излучения в различных дозах на живот-
ных величина Ka в целом имеет тенденцию к возрастанию на 8-е сут 
после облучения и в дальнейшем к 30-м сут снижается до контрольно-
го уровня (см. табл. 3). Анализ показывает (см. табл. 4), что число 
мест связывания AHC возрастает в первые же сутки после облучения, 
снижаясь к 15-м сут по сравнению с необлученными и к 30-м — воз-
вращаясь к контрольному уровню. Исследование изменений Ka и N в 
пострадиационный период выявило отрицательную корреляцию ( г = 
= —0,61) при дозе 1,5 Гр, тесную при 4,0 Гр ( г=0 ,82) и отсутствие 
таковой при 7,0 и 10,0 Гр. 

Для регистрации конформационных изменений белков плазмати-
ческих мембран тимоцитов определяли константу Штерна — Фольме-
ра при тушении акриламидом триптофановой флюоресценции мембран-
ных белков [10, 14]. Очевидно, наблюдаемые изменения величины Ksv 
(табл. 5) свидетельствуют об изменении доступности как поверхност-
ных, так и скрытых остатков триптофана акриламиду, что является 

Т а б л и ц а 1 
Пострадиационные изменения вязкости анулярных липидов плазматических мембран 
тимоцитов крыс (FMIF0, М±ш) 

Доза об-
лучения, 

Гр 

Время после облучения , сут 
Доза об-
лучения, 

Гр 
Контроль 

• 8 15 22 30 

1,5 
4,0 
7,0 

10,0 

1 ,22+0 ,11 
1 ,22+0 ,11 
1 ,22+0 ,11 
1 ,22+0 ,11 

2 , 1 4 + 0 , 1 9 * 
2 , 2 6 + 0 , 2 0 * 
2 , 5 7 + 0 , 2 3 * 
3 , 1 6 + 0 , 2 8 * 

2 , 5 9 + 0 , 2 3 * 
2 , 5 9 + 0 , 2 3 * 
1 ,72+0 ,16* 
1 , 0 5 + 0 , 0 9 

1 , 4 9 + 0 , 1 3 * 
1 ,61+0 ,15* 
1 ,18+0 ,11 
1 , 0 4 + 0 , 0 9 

0 , 9 7 + 0 , 0 9 * 
1 , 3 7 + 0 , 1 2 
1 ,62+0 ,15* 
1 , 7 1 + 0 , 1 5 * 

1 , 0 7 + 0 , 1 0 
1 , 0 4 + 0 , 0 9 
1 , 4 0 + 0 , 1 3 
1 , 5 9 + 0 , 1 4 * 

П р и м е ч а н и е . З д е с ь и в табл . 2 — 5 звездочкой отмечены отличия , д о с т о в е р н ы е по 
отношению к к о н т р о л ю ( р с 0 , 0 5 ) . 

Т а б л и ц а 2 
Пострадиационные изменения вязкости несвязанных с белками липидов плазматических 
тимоцитов крыс (FM/F3, М±т) 

Доза об-
лучения, 

Гр 

Время после облучени я, сут 
Доза об-
лучения, 

Гр 
Контроль 

1 8 15 22 30 

1,5 
4,0 
7,0 

10,0 

1 , 0 9 + 0 , 0 9 
1 , 0 9 + 0 , 0 9 

1 , 0 9 + 0 , 0 9 
1 , 0 9 + 0 , 0 9 

1 , 5 1 + 0 , 1 2 * 
1 , 7 8 + 0 , 1 5 * 

1 , 9 8 + 0 , 1 6 
2 , 4 8 + 0 , 2 0 * 

2 , 0 9 + 0 , 1 7 * 
2 , 2 5 + 0 , 1 9 * 
1 , 3 6 + 0 , 1 9 
0 , 8 2 + 0 , 2 0 * 

1 , 1 6 + 0 , 1 6 * 
1 , 5 4 + 0 , 1 4 * 
1 , 0 2 + 0 , 1 0 
0 , 8 2 + 0 , 0 7 * 

0 , 8 5 + 0 , 0 7 * 
1 ,28+0 ,11 
1 , 4 3 + 0 , 1 2 * 
1 , 5 9 + 0 , 1 4 * 

0 , 8 5 + 0 , 0 7 * 
0 , 9 6 + 0 , 0 8 
1 , 0 9 + 0 , 0 8 
1 , 2 4 + 0 , 1 0 
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следствием перестроек структуры мембранных белков [10, 14]. Обра-
щает на себя внимание близость динамики изменений Ksv для живот-
ных, облученных при различных дозах. Это может указывать на одни 
и те же сдвиги свойств белков плазматических мембран тимоцитов. 
В целом следует отметить тенденцию к снижению Ksv К 30-м сут пос-
ле воздействия радиации на животных по сравнению с контролем. 

Т а б л и ц а 3 
Пострадиационные изменения константы связывания (Ka-Ю~г, мкМ~1) AHC 
с тимоцитами крыс (М±пг) 

Доза об-
лучения, 

Гр 

Время после облучения, сут 
Доза об-
лучения, 

Гр 
Контроль 

I 8 15 22 30 

1,5 
4,0 
7,0 

10,0 

6 2 , 9 - М 0,8 
62,9-4-10,8 
62,9-4-10,8 
6 2 , 9 + 1 0 , 8 

6 7 , 9 + 1 1 , 7 
1 0 1 , 2 + 1 7 , 7 * 
8 5 , 5 + 1 4 , 7 
7 8 , 5 + 1 3 , 7 

6 2 , 6 + 1 0 , 4 
7 2 , 2 + 1 2 , 3 

1 3 1 , 4 + 2 2 , 5 * 
174 ,0+28 ,7* 

8 7 , 5 + 1 3 , 6 * 
6 2 , 5 + 1 0 , 7 
7 7 , 8 + 1 3 , 3 
86,1 + 12,2* 

7 2 , 2 + 1 3 , 9 
7 7 , 2 + 1 3 , 2 
8 7 , 5 + 1 2 , 9 * 
9 6 , 8 + 1 6 , 2 * 

6 2 , 3 + 1 0 , 6 
6 4 , 9 + 1 1 , 4 
6 9 , 8 + 1 2 , 0 
8 0 , 5 + 1 3 , 8 

Т а б л и ц а 4 
Пострадиационные изменения числа 
мембранами тимоцитов крыс (FoTH.ec 

мест связывания AHC с плазматическими 
J-IO7 клеток), (MAzm) 

Доза об-
лучения, 

Гр 

Время после облучения, сут 
Доза об-
лучения, 

Гр 
Контроль 

1 8 15 22 30 

1,5 
4,0 
7,0 

10,0 

8 9 , 6 + 6 , 9 
8 9 , 6 + 6 , 9 
8 9 , 6 + 6 , 9 
8 9 , 6 + 6 , 9 

9 7 , 5 + 7 , 5 
1 1 0 , 2 + 8 , 5 * 
1 2 0 , 1 + 9 , 2 * 
1 2 9 , 0 + 9 , 9 * 

1 0 4 , 6 + 7 , 9 * 
8 6 , 0 + 6 , 6 
8 5 , 8 + 6 , 6 

108 ,4+8 ,3* 

8 8 , 7 + 6 , 8 
8 1 , 5 + 6 , 3 
8 0 , 6 + 6 , 2 
6 4 , 5 + 4 , 6 * 

8 9 , 6 + 6 , 7 
9 5 , 4 + 7 , 3 
9 6 , 8 + 7 , 5 

1 0 0 , 4 + 7 , 3 

1 0 4 , 8 + 8 , 1 * 
9 6 , 8 + 7 , 5 
8 6 , 9 + 6 , 7 
7 1 , 7 + 5 , 2 * 

Т а б л и ц а 5 
Пострадиационные изменения константы Штерна — Фольмера (Кзу)для белков 
плазматических мембран тимоцитов крыс (Mzhm) 

Доза об-
лучения, 

Гр 

Время после облучения, сут 
Доза об-
лучения, 

Гр 
Контроль 

1 8 15 22 30 

1,5 
4,0 
7,0 

10,0 

4 , 9 1 + 0 , 2 3 
4 , 9 1 + 0 , 2 3 
4 , 9 1 + 0 , 2 3 
4 , 9 1 + 0 , 2 3 

4 , 8 6 + 0 , 1 9 
4 , 8 6 + 0 , 1 9 
5 , 0 1 + 0 , 1 5 
5 , 3 5 + 0 , 2 0 * 

5 , 0 5 + 0 , 1 5 
4 , 5 7 + 0 , 1 8 
4 , 6 6 + 0 , 1 4 
5 , 0 6 + 0 , 3 0 

5 , 0 6 ± 0 , 3 0 
4 , 9 1 + 0 , 2 9 
4 , 6 6 + 0 , 1 9 
4 , 5 2 + 0 , 1 4 

5 , 0 1 + 0 , 2 5 
5 , 0 6 + 0 , 1 5 
5 , 1 6 + 0 , 2 1 
5 , 3 5 + 0 , 2 0 * 

4 , 6 2 + 0 , 1 4 
4 , 5 2 + 0 , 2 3 
4 , 4 2 + 0 , 2 5 * 

4 , 3 2 + 0 , 2 6 * 

Полученные данные позволяют заключить, что для процесса пост-
радиационных изменений тимуса характерна фазовая периодичность 
структурных модификаций плазматических мембран. Это подтвержда-
ет имеющиеся данные о фазном характере реакции клеток на внеш-
ние воздействия [15]. Нормализация изученных характеристик струк-
турного состояния плазматических мембран тимоцитов к 30-м сут пос-
ле облучения животных может, в принципе, отражать реальную эффек-
тивность репарационных систем организма. Очевидно, зарегистрирован-
ные изменения структуры плазматических мембран тимоцитов харак-
теризуют процессы восстановления организма после острого лучевого 
поражения, при котором происходит восполнение убыли популяции кле-
ток критических органов и восстановление их функциональной актив-
ности [16]. 
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S u m m a r y . The r a t s w a s i r r a d i a t i o n a t doses 1,5; 4,0; 7,0 a n d 10,0 Gr . A f t e r 1, 8, 
15, 22 and 30 d a y s in t h y m o c y t e s w a s d e t e r m i n e b i n d i n g l - a n i l i n o n a p h t h a l e n e - 8 - s u l f o n a -
te, v i scos i ty l ip ids and c o n s t a n t S h t e r n — F o l m e r for p ro t e ins by p l a s m a m e m b r a n e s . 
W a s place, t h a t for p rocess p o s t r a d i a t i o n c h a n g e s of t h y m o c y t e s c h a r a c t e r i s t i c p h a s e 
per iodical s t r u c t u r a l c h a n g e s p l a s m a m e m b r a n e s . 
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УДК 577.37 

В. Д. Крупин, С. А. Курилко, 
В. Н. Ткаченко, Г. П. Горбенко, В. В. Товстяк 

ВЛИЯНИЕ УЛЬТРАЗВУКА НА ЭЛЕКТРОСТАТИЧЕСКУЮ 
ПОДВИЖНОСТЬ ЛИМФОИТОВ И ИХ СПОСОБНОСТЬ СВЯЗЫВАТЬ 
1,8-АНИ Л ИНОН АФТ АЛИНСУЛЬФОНАТ 

Исследовано действие ультразвука на электрокинетические свойства тимоцитов крысы. 
Установлено, что озвучивание сопровождается уменьшением электрофоретической под-
вижности клеток. Предполагается, что наблюдаемый эффект обусловлен изменением рас-
пределения заряженных групп на клеточной поверхности. 

Введение. Одним из важных аспектов влияния ультразвука на биоло-
гические структуры является модификация физико-химических свойств 
клеточных мембран [1—3]. К настоящему времени выявлены основные 
закономерности действия ультразвуковых волн на структурно-функцио-
нальное состояние биомембран. Показано, что ультразвук может из-
менять ионную проводимость липидного бислоя [4, 5], Пространствен-
ен В. Д. Крупин, С. А. Курилкод В. Н. Ткаченко, Г, П. Горбенко, Bt B1 Tobcthk1 1993 
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