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Влияние криопротектора 1,2-пропандиола на мембраны эритроцитов человека было исследовано при 
помощи набора флуоресцентных зондов – орто-гидроксипроизводных оксазола и оксадиазола. Показано, 
что флуоресцентные зонды на основе орто-гидроксипроизводных оксазола могут использоваться в 
качестве индикаторов изменений физико-химических свойств и структуры мембраны под действием 1,2-
пропандиола: установлено, что начальная концентрация 1,2-пропандиола, вызывающая изменения 
структуры мембраны эритроцита человека, составляет 5 об.%. Показано, что при воздействии 1,2-
пропандиола изменения в мембранах эритроцитов происходят в полярных областях мембраны, в то же 
время, воздействие этого криопротектора не приводит к изменениям в гидрофобных областях мембран 
эритроцитов. Полученные сведения могут оказаться полезными для выбора оптимальных условий 
криопротектирования. 
 
Ключевые слова: эритроциты, биомембрана, криопротектор, 1,2-пропандиол, флуоресцентные 
зонды. 

 
Дослідження впливу 1,2-пропандіолу на мембрани еритроцитів методом 

флуоресцентних зондів 
 Є.М.Корнієнко, Є.О.Посохов 

 
Вплив кріопротектора 1,2-пропандіолу на мембрани еритроцитів людини було досліджено за допомогою 
набору флуоресцентних зондів – орто-гідроксипохідних оксазолу й оксадіазолу. Продемонстровано, що 
флуоресцентні зонди на основі орто-гідроксипохідних оксазолу можуть використовуватися як індикатори 
змін фізико-хімічних властивостей і структури мембрани під дією 1,2-пропандіолу: встановлено, що 
початкова концентрація 1,2-пропандіолу, яка спричиняє зміни структури мембрани еритроцита людини, 
складає 5 об.%. Продемонстровано, що під впливом 1,2-пропандіолу зміни в мембранах еритроцитів 
відбуваються в полярних областях мембрани, в той же час, вплив цього кріопротектора не спричиняє зміни 
у гідрофобних областях мембран еритроцитів. Отримані відомості можуть виявитися корисними для 
вибору оптимальних умов кріопротектування. 
 
Ключові слова: еритроцити, біомембрана, кріопротектор, 1,2-пропандіол, флуоресцентні зонди. 
 

The study of 1,2-propanediol influence on red cell membranes by method of 
fluorescent probes 

 Ye.M.Kornienko, Ye.O.Posokhov 
 

The influence of cryoprotectant 1,2-propanediol on human red cell membranes has been studied by use of the set 
of fluorescent probes – orto-hydroxy derivatives of oxazole and oxadiazole. It has been shown that fluorescent 
probes on the base of ortho-hydroxy derivatives of oxazole can be used as indicators of the changes of physico-
chemical properties and structure of red cell membranes under the action of 1,2-propanediol: it has been found 
that the initial concentration of 1,2-propanediol, which causes the changes in the structure of human red cell 
membranes, is 5 vol.%. It has been shown that under the influence of 1,2-propanediol the changes occur in polar 
regions of the membranes, while no changes occur in hydrophobic regions of red cell membranes. The obtained 
findings may be useful for choice of optimal conditions for cryoprotecting. 
 
Key words: red blood cells, biomembrane, cryoprotector, 1,2-propandiol, fluorescent probes. 

 
Введение 
1,2-пропандиол (1,2-Пд) – проникающий криопротектор (Давыдова, Гордиенко, 2009; Компаниец 

и др., 1990; Компаниец, Иванова, 1990; Межидов, 1999) представитель ряда полиолов, обладающий 
высокой эффективностью при замораживании клеток (Шраго и др., 1987; Луговой и др., 1988). Для 
успешного криоконсервирования клеток, как правило, требуются значительные концентрации 
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криопротекторов (от единиц до нескольких десятков массовых процентов (Fuller et al., 2004; Gallagher 
et al., 2003). Криопротекторы не являются инертными к эритроцитам, вызывая нарушения структуры и 
физических свойств фосфолипидного бислоя плазматических мембран, влияя на функционирование 
ферментных систем и изменяя гидратацию биомакромолекул (Arakawa et al., 1990; Delaunay, 2004; 
Bruce et al., 2005; Корниенко, 2012).  

Известно, что полиолы способны модифицировать липид-липидные и липид-белковые 
взаимодействия, в мембране изменять поверхностный потенциал (Коваленко и др., 2009; Линник и 
др., 2010), проникая в клетку двумя альтернативными путями (непосредственно диффузией в 
липидный бислой и через аквапорины). Механизм защитного действия 1,2-Пд при 
криоконсервировании заключается в препятствии образования и роста кристаллов льда из 
внутриклеточной воды, сохраняя, таким образом, целостность клетки (Николенко, 1989; Компаниец и 
др., 1989). Однако недостаточно изучены концентрационные эффекты 1,2-Пд, приводящие к 
изменению в липидном бислое мембран эритроцитов (Коваленко и др., 2009). 

Сведения о воздействии криопротектора на липидные мембраны являются полезными для 
выбора оптимальных условий криопротектирования: подбора оптимального криопротектора, подбора 
оптимальных концентраций криопротектирования. Это и обусловило проведение настоящего 
исследования по изучению влияния 1,2-Пд на состояние мембран эритроцитов человека. 

Одним из подходов, позволяющих производить оценку степени влияния криопротектора на 
состояние липидного бислоя и определять топологию распределения в нем криопротектора, является 
использование флуоресцентных зондов, молекулы которых нековалентно связываются с мембранами 
и достаточно быстро реагируют на микроокружение (Dyubko et al., 2006; Корниенко, Посохов, 2011; 
Корнієнко, Посохов, 2012). 

Целью исследования явилось изучение влияния 1,2-Пд на мембраны эритроцита методом 
флуоресцентных зондов. В качестве флуоресцентных зондов использовались орто-
гидроксипроизводные оксазола и оксадиазола. 

 
Материалы и методы 
В настоящей работе были проведены измерения флуоресценции зондов D7 (2-(2-ОН-фенил)-5-

(4-N(CH3)2-фенил)-1,3,4-оксадиазол), D1 (2-(2-ОН-фенил)-5-фенил-1,3,4-оксадиазол); O1O (2-(2-ОН-
фенил)-5-фенил-1,3-оксазол); O6O (2-(2-ОН-фенил)-5-(4-фенил-фенил)-1,3-оксазол); PH7 (2-(2-ОН-
фенил)-9,10-фенантр-1,3-оксазол) в физиологических растворах, содержащих эритроциты, 
модифицированные 1,2-Пд. Эритроциты мужчин ІІ группы Rh (+), получаемые из эритроцитарной 
массы, приготовленной ХОЦСК на глюгицировом консерванте, непосредственно перед 
экспериментом четырёхкратно отмывались путем центрифугирования 3 мин при 3000 об/мин. в 10-
кратном объеме физиологического раствора (0,15 моль/л NaCl ) при комнатной температуре 20–220С. 
Лейкоцитарную пленку и супернатант удаляли методом аспирации. Модификацию клеток 
осуществляли 40-минутной экспозицией эритроцитов с 1,2-Пд путем смешивания с соответствующей 
криоконсервирующей средой 1:1 (гематокрит 40–45 %). Плотность клеток в суспензии 
характеризовалась величиной пропускания (%Т), при котором учитывалось рассеяние света: 
пропускание света через суспензию клеток при длине волны 545 нм находилось в пределах 70–75 %. 
Флуоресцентные зонды растворяли в ацетонитриле до начальной концентрации 210–4 моль/л. 10 мкл 
ацетонитрильного раствора каждого зонда добавляли к 2 мл суспензии эритроцитов. Конечная 
концентрация каждого из зондов в суспензии исследуемых мембран – 110–6 моль/л, таким образом, 
молярное отношение липид/зонд составляло 1000:1. Измерение спектров флуоресценции 
производилось на спектрофлуориметре «Hitachi 850» через 1 час после прибавления зондов к 
раствору клеток. Спектры флуоресценции зондов измеряли в области 340–600 нм при ширине щелей 
монохроматоров возбуждения и флуоресценции 5 и 5 нм соответственно, и длине волны 
возбуждения 330 нм. В качестве контрольного образца использовали клетки, не подвергавшиеся 
действию 1,2-Пд. 

 
Результаты исследований 
Для исследования влияния 1,2-пропандиола на мембраны эритроцитов нами использовались 

флуоресцентные зонды D7, D1, O1O, O6O, PH7, успешно применявшиеся ранее для исследований 
биомембран (Посохов и др., 1999, 2001; Посохов, 2011, 2012; Posokhov et al., 2013). 
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Выбор флуоресцентных зондов D7, D1, O1O, O6O, PH7 (набор орто-гидроксипроизводных 2,5–
диарил-1,3-оксазола и 2,5-диарил-1,3,4-оксадиазола) для исследования влияния 1,2-пропандиола на 
физико-химические свойства биомембран обусловлен тем фактом, что флуоресцентные 
характеристики этих зондов зависят от физико-химических свойств их микроокружения: от 
водородосвязывающей способности (т.е. способности к образованию водородных связей), 
полярности и вязкости микроокружения (Дорошенко и др., 1997; Дорошенко, Посохов, 1999; 
Doroshenko et al., 2000, 2002). 

 

O

N
OH

O

N
OH

ВМФПП

N* T*

O

N
OH

O

N
OH

N T

375 нм 470 нм330 нм

возбуждённое электронное состояние

основное электронное состояние

O

N
OH

O

N
OH

ВМФПП

N* T*

O

N
OH

O

N
OH

N T

375 нм 470 нм330 нм

возбуждённое электронное состояние

основное электронное состояние
 

 
Рис. 1. Схема внутримолекулярного фотопереноса протона (ВМФПП) в 2-(2-ОН-фенил)-5-

фенил-1,3-оксазоле (зонд O1O) 
Примечания: стрелка, направленная вверх, представляет электронное возбуждение, а 

стрелки, направленные вниз, представляют испускание света (флуоресценцию). 
Соответствующие максимумы флуоресценции представлены в нанометрах      

 
В возбужденном состоянии для орто-гидроксипроизводных 2,5-диарил-1,3-оксазола и 2,5-

диарил-1,3,4-оксадиазола характерно протекание реакции внутримолекулярного фотопереноса 
протона (ВМФПП) (рис. 1): гидроксильная группа в орто-положении бокового бензольного кольца 
выступает в роли протонодонора, а атом азота оксазольного (оксадиазольного) цикла – в роли 
протоноакцептора. Результатом реакции ВМФПП является образование фототаутомерной формы 
(T*), флуоресцирующей в существенно более длинноволновой области по сравнению с исходной 
формой (N*) (Дорошенко и др., 1997; Дорошенко, Посохов, 1999; Doroshenko et al., 2000, 2002). 

Наличие двухполосной флуоресценции позволяет проводить рациометрические измерения, т.е. 
использовать отношение интенсивностей флуоресценции фототаутомерной формы (IT*) и исходной 
формы (IN*) в качестве параметра для оценки физико-химических свойств микросреды. 
Использование рациометрических флуоресцентных проб позволяет исключить как погрешности 
измерений, связанные с девиацией концентрации флуоресцентной пробы (например, неравномерным 
содержанием флуоресцентной пробы в различных мембранах), так и погрешности измерений, 
связанные с девиацией настроек флуоресцентной техники (девиации интенсивности источника 
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возбуждающего излучения, изменения в фокусировке, изменения в чувствительности фотодетектора 
и т.д.) (Shapiro, 1995). 

Для настоящего исследования были отобраны соединения, различающиеся по своей 
липофильности (Посохов и др., 1999, 2001; Посохов, 2011, 2012). Ожидается, что области 
локализации отобранных зондов в мембране различны и соответствуют липофильности зондов 
(рис. 2) (Посохов и др., 1999, 2001; Посохов, 2011, 2012; Добрецов, 1989). Ожидаемая локализация и 
ориентация D7, D1, O1O, O6O, PH7 на основе их флуоресцентных свойств в липидных мембранах 
(Посохов и др., 1999, 2001; Посохов, 2011, 2012) и на основе их структурного подобия с 
флуоресцентными зондами с известной локализацией в липидных мембранах (Добрецов, 1989): зонд 
D7 – в области полярных головок фосфолипидов и в области глицериновых остатков фофолипидов; 
зонд D1 – в области глицериновых остатков фофолипидов; зонд O1O – в области глицериновых 
остатков фофолипидов и в области карбонильных групп фофолипидов; зонд O6O – в области 
карбонильных групп фофолипидов и в области метиленовых цепочек фосфолипидов; зонд PH7 – в 
области метиленовых цепочек фосфолипидов и в центре бислоя (рис. 2). 
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Рис. 2. Ожидаемая локализация и ориентация флуоресцентных зондов D7, D1, O1O, O6O, 

PH7 на основе их флуоресцентных свойств в липидных мембранах (Посохов и др., 1999, 2001; 
Посохов, 2011, 2012) и на основе их структурного подобия с флуоресцентными зондами с 
известной локализацией в липидных мембранах (Добрецов, 1989)  

Примечание: для обозначения локализации зондов показаны две молекулы 
фосфатидилхолина из внешнего монослоя. 
 

Флуоресцентные зонды D1 и D7 практически не флуоресцируют в водной среде, однако имеют 
заметную флуоресценцию при их встраивании в мембраны (интенсивность флуоресценции зондов D1 
и D7 возрастает в десятки раз при попадании зондов в гидрофобную среду (Посохов и др., 1999)). 
Было установлено, что в случае зондов D1 и D7 в суспензии эритроцитов не происходит возрастания 
флуоресценции этих зондов за 1 час инкубации (не показано). По-видимому, зонды D1 и D7 либо не 
встраиваются в мембраны эритроцитов за 1 час инкубации (т.е. остаются в буфере), либо 
встраиваются в мембраны эритроцитов, но, вследствие значительной гидратации мембран 
эритроцитов в области локализации зондов D1 и D7 (полярная область мембраны), возрастания их 
флуоресценции не происходит. Таким образом, зонды D1 и D7 не позволяют производить мониторинг 
изменений в мембранах эритроцитов под действием 1,2-Пд. 
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Рис. 3. Спектры флуоресценции зондов O1O (А), O6O (Б), PH7 (В) в растворах, 
содержащих контрольные эритроциты и подвергшиеся воздействию (0 об.%, 2,5 об.%, 5 об.%, 
7,5 об.%, 15 об.%) 1,2-пропандиола  
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Рис. 4. Зависимость соотношения интенсивностей таутомерной и исходной формы IT*/IN* 
для зондов O1O (А), O6O (Б), РН7 (В) от концентрации криопротектора 1,2-пропандиола 
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В результате воздействия 1,2-пропандиола на эритроциты наблюдалось заметное увеличение 
интенсивности коротковолновой полосы флуоресценции нормальной формы (IN*) и гипсохромный 
сдвиг полосы флуоресценции фототаутомера (Т*) для зондов O1O, O6O. В тоже время, в случае 
зонда РН7 не наблюдалось заметных изменений его спектра флуоресценции при воздействии 1,2-Пд 
на эритроциты. Увеличение интенсивности коротковолновой полосы флуоресценции нормальной 
формы (IN*) и гипсохромный сдвиг полосы флуоресценции фототаутомера (Т*) зондов O1O, O6O 
свидетельствует об увеличении полярности и способности к образованию водородных связей 
микроокружения этих зондов в мембранах эритроцитов, подвергнувшихся действию 1,2-Пд. 
Обсуждаемое увеличение полярности и способности к образованию водородных связей 
микроокружения зондов O1O, O6O может быть вызвано как накоплением растворителя 1,2-Пд в 
области локализации этих зондов, так и увеличением гидратированности микроокружения зондов 
O1O, O6O в результате нарушения упаковки мембран эритроцитов под действием 1,2-Пд. Влияние 
возрастания концентрации криопротектора 1,2-Пд на соотношение интенсивностей таутомерной и 
исходной формы IT*/IN* для зондов O1O, O6O, РН7 показано на рис. 4. 

Наиболее значительное уменьшение соотношения IT*/IN* для O1O и O6O наблюдалось в 
интервале концентраций 1,2-Пд 2,5–5,0 об. %. Соотношение IT*/IN* для РН7 не изменялось при 
воздействии 1,2-Пд (рис. 4). 

Таким образом, показано, что ряд флуоресцентных зондов, составленный из орто-
гидроксипроизводных оксазола (О1О, О6О, РН7), может быть использован в качестве индикатора 
изменений структуры мембран под действием криопротектора 1,2-Пд и, следовательно, может быть 
использован в криобиологии. Установлено, что начальная концентрация 1,2-Пд, вызывающая 
изменения в мембранах эритроцитов человека, составляет 5 об.%. Показано, что при воздействии 
1,2-Пд изменения в мембранах эритроцитов происходят в областях локализации зондов O1O и O6O, 
т.е. в достаточно полярных областях мембраны: предположительно, в области глицериновых 
остатков фофолипидов и в области карбонильных групп фофолипидов. В то же время, воздействие 
1,2-Пд не приводит к изменениям в области локализации зонда РН7, т.е. в более гидрофобных 
областях мембран эритроцитов: предположительно, в области метиленовых цепочек фосфолипидов 
и в центре бислоя. 
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