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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. В существующих в настоящее время мето­
дических приемах криоконсервирования биолох'ических объектов, их 
сохранность и перспективы дальнейшего использования в значитель - 
ной степени определяется эффективным подбором криопротектора 
(Белоус А.М .,1979; M ci2.ua Р. ,1981; Аграненко В.А. ,1983).

Среди физико-химических характеристик криопротекторов, опре­
деляющих их защитное действие, важную роль играют водородные свя­
зи криозащитного вещества с водой и с компонентами биологических 
систем (Doe.t>b/-eii £.,1962 ; //asA Т. ,1966).

Методом ядерного магнитного резонансе на протонах (Н^-ЯМР) 
было установлено (Моисеев В.А.,198'0, что водородные связи способ­
ствуют формированию сольватной оболочки вокруг биомакромолекул из 
молекул воды и криопротекгора, что препятствует стерическому сбли­
жению макромолекул при замораживании и их необратимым повреждени­
ям. Кроме того, коллективный характер водородных связей между во­
дой и криозащитным веществом оказывает влияние на фазовые переходы 
в системе и способствует стекловению раствора при низких темпера­
турах (Зинченко А .В .,198і*). Способность молекул образовывать водо­
родные связи определяется наличием в них гидрофильных центров, та­
ких как: гидроксильная, амидная, сульфоксидная, карбоксильная и 
других групп. Исследования последних лет показали (ЛинникТ.П., 
1986; Пичугин 10.И., 1988; Кощий С .В .,1992), что перспективной явля? 
ется разработка криоэащитных веществ с гидрофильными центрами 
различных типов, однако работы в этом направлении единичны, а ме­
тодом ЯМР детальный анализ водородных связей проводился только в 
водных растворах ряда полиэтиленгликолей (Манк В .В . ,1974 ; Зинчен­
ко В .Д .,1978). Следовательно, актуальность исследований водород­
ных связей определяется, прежде всего, проблемой разработки новых 
криозащитных веществ.

Важным аспектом взаимодействия криопротекторов с биологичес­
кими объектами на уровне клеток является распределение криозащит­
ных веществ между клеткой и средой. Такие традиционные методы как 
радиоизотопный (Трошин А .С .,1985), светорассеивания (L e - n 'H  D.&., 
1983), химический и осмотический (Никольский Н.Н. .Трошин А.С., 
1973)не всегда позволяют однозначно интерпретировать полученные 

“•результаты при исследовании одновременного распределения несколь­
ких экзогенных венцеств между клеткой и средой. В связи с этим



разработка новых неразрушающих методических подходов оценки транс­
мембранного распределения многокомпонентных растворов актуальна 
как с научной точки зрения, так и в связи с практическими задача­
ми отмывания криопротекгоров и удаления их из клеток.

Целью настоящей работы явилось исследование методом ЯМР меж­
молекулярных взаимодействий в биологических системах и в растворах 
криопротекторов, имеющих разные гидрофильные центры и распределе­
ния криопротекторов между клеткой и средой.

Задачи исследования:
1. На основании анализа химических сдвигов и интенсивностей 

сигналов ЯМР оценить влияние белков и солей на протонную подвиж­
ность и невымерзающий компонент воды в растворах широко применяе­
мых криопротекторов.

2. Изучить температурные и концентрационные зависимости хими­
ческих сдвигов сигналов ЯМР в водных растворах амидных соединений 
с целью анализа межмолекулярных взаимодействий и оценки соответ­
ствия исследуемых свойств тем критериям криозащитного действия, 
которые были обнаружены у широко применяемых криопротекторов.

3. Разработать способ оценки распределения криопротекторов 
между внутри- и внеклеточной средой эритроцитов методом ЯМР-спек- 
троскопии и оценить взаимное влияние на перераспределение прони­
кающих и непроникающих криозащитных веществ.

**. Исследовать процесс вымораживания и оценить количество не- 
вымерзией воды в обладающих различной устойчивостью к холоду не­
которых объектов растительного происхождения и в куколках насеко­
мых для выявления общих закономерностей поведения воды при низких 
температурах в живых системах, устойчивых к холоду и искусственно 
создаваемых путем введения криопротекторов.

Научная новизна. Впервые проведено исследование методом Н -̂ 
-ЯМР водных растворов криопротекторов, имеющих разные гидрофильные 
центры, межмолекулярных взаимодействий с компонентами растворов и 
биологическими системами и определяющих особенности поведения си­
стемы при температурах ниже 0°С. Определена структура межмолеку­
лярных водородных связей, характер вымораживания и количество свя­
занной воды. Установлено влияние на исследуемые параметры добавок 
ЛаЭД и альбумина. Впервые обнаружено влияние сывороточного 

альбумина человека (САЧ) на скорость протонного обмена между водой
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з
и гидроксильными группами глицерина, которое при указанных усло­
виях свидетельствует о взаимодействии глицерина не только со сво­
бодной водой, но и с фракцией воды, связанной с белком.

Разработан и защищен авторским свидетельством і  1642342 спо­
соб оценки проникновения веществ в эритроциты человека. Определе­
ны коэффициенты распределения криопротекторов: ПЭГ-1500, ДМСО, ЭГ 
между внутри- и внеклеточной средой эритроцитов.

Установлено существование корреляции между характером вымора­
живания воды в биообъектах, естественно - устойчивых к холоду и 
свойствами воды в системах, создаваемых искусственно при введении 
криозащитных веществ.

Теоретическая и практическая значимость работы
Проведенные в работе исследования позволили создать последо­

вательную программу изучения методом Н -̂ЯМР новых криапротекторов, 
этапами которой являются: исследование структуры их водных раство­
ров, характера вымораживания воды, способности влиять на протонную 
и молекулярную подвижность в системе, а также распределения крио- 
протекторог между внутри- и внеклеточной средой. Показано, что 
гидратационные свойства формамида и >/-метилацетамида близки к 
тем, которые характерны для широко применяемых криопротекторов. 
Следовательно ФА и W -МАЦ могут быть использованы для синтеза на 
их основе новых криозащитных веществ.

Разработанный способ оценки проникновения веществ был апроби­
рован на эритроцитах человека, но может быть применен и для других 
клеточных суспензий.

Автор защищает:
1. Результаты анализа протонной подвижности в растворах гли­

церина с добавками САЧ и гидратации в растворах полиэтиленгликолей 
в присутствии белка, На Ct и в  растворах амидов.

2. Способ оценки распределения криопротекторов между внутри- 
и внеклеточной средой эритроцитов методом ЯМР.

3. Существование корреляции между характером вымораживания 
воды в системах, создаваемых искусственно при введении криозадит- 
ных веществ и свойствами воды в биообъектах, естественно - устой­
чивых к холоду.

Публикация материалов исследования
По теме диссертации опубликовано 12 работ, получено авторское 

свидетельство на изобретение, зарегистрировано 2 рационализатор­



ских предложения.
Апробация работы
Основные результаты диссертационной работы докладывались на 

конференциях молодых ученых ИГІКиК АН Украины (1987-1990 г . г . ) ,  6 
Всесоюзной конференции по спектроскопии биополимеров (Харьков,
1988), 4 Всесоюзной конференции по химии низких температур (Москва, 
1988), 3 Всесоюзной конференции по проблемам физиологии древесных 
растений (Петрозаводск,1989) , П dOWF£R£A/C£ CW LHEMlCdL
ТНЕКМООУМИMl CJ> j Como, TtcxL у ,1990), 8 Всесоюзной конференции 
"Магнитный резонанс в биологии и медицине" (Звенигород,1990), 7 
Всесоюзной конференции по спектроскопии биополимеров (Харьков, 1991).

Структура и объем работы
Диссертация изложена на Ц 2  страницах машинописного текста, 

состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и мето­
дов исследования, разделов, отражающих результаты собственных ис­
следований, заключения и выводов. Работа иллюстрирована 20 рисун­
ками и 3 таблицами. Библиография включает 126 источников.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследования проводились на спектрометре ЯМР высокого разре­

шения " t e s l o  BS-  567 А" (Чехословакия) с рабочей частотой 100 МГц 
для ядер водорода. Точность поддержания температуры в образце сос­
тавляла +0,5°С. Внешним эталоном служил раствор ацетона в четырех­
хлористом углероде или тетраметилсилан (ТМС) в калиброванных запа­
янных капиллярах диаметром 200 мкм. В качестве внутреннего стан­
дарта нами использовались: сигнал метиленовой группы глицерина и 
группы СН3- М - метилацетамида. Воспроизводимость интеграла
в пяти последовательных записях на самописце составляла +2%.

В качестве криопротекторов использовали полиэтиленгликоли 
ПЭГ-ВДО и ПЭГ-1500 фирмы " Мевск " и " F Lu k a  " квалификации 
", диметилсульфоксид (ДМСО), глицерин, 1,2-пропандиол
(1,2-ПД) и этиленгликоль (Э Г ) - отечественного производства (х ч ).
В исследованиях также использовали лиофилизированный сывороточный 
альбумин человека (САЧ) фирмы "Reanai. " и в  качестве потенциальных 
криопротекгоров или материала для дальнейшего синтеза на их основе
- формамид (ФА) и М -метилацетамид CW -МАЦ), синтезированные и 
очищенные в отделе криопротекторов ИПКиК АН Украины. В эксперимен­
тах по протонному обмену использовали тяжелую воду, содержащую 
99,8* Е Я ) .
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Исследование распределения кри о проте кторов между клеткой и 
средой проводили на эритроцитах из донорской крови человека. Ис­
пользовали кровь здоровых доноров Харьковской областной станции 
переливания крови, забранную на цитрате натрия в качестве анти - 
коагулянта. Срок хранения крови при 4°С с консервантом "Глюгицир" 
не превышал 4 суток. Исследование проводили в стандартных ампулах 
диаметром 5 мм при температуре 20°С в условиях диффузионного рав­
новесия. Объем исследуемого образца составлял 0,8 мл.

Для исследования оводненности древесных в качестве объектов 
исследования были выбраны побеги березы бородавчатой B&t-uLa 
yuLgcitig в качестве устойчивой к замерзанию и менее устойчивой - 
яблони MaluS doma^-l-ikcL сорта Кальвиль снежный, взятых с дерева, 
когда температура воздуха длительное время находилась ниже -20°С. 
Регидратацию побегов осуществляли в комнатных условиях, погружая 
побеги в воду. Жизнеспособность побегов определяли отращиванием, 
а гибель по побурениа тканей. Опыты проводили в 3-4 кратной биоло­
гической и 3-6 кратной аналитической повторностях. В таблицах и 
на рисунках даны средние арифметические величины и их ореднеквад- 
ратическая ошибка. При оценке достоверности использовали критерий 
Стыодента при Ъ% уровне значимости. Стандартизацию образцов прово­
дили по размеру и сухой массе исследуемой части побега.

Куколки американской белой бабочки Нм/Ліапіаіо С-чпач х)к.. 
были нам предоставлены к.б.н.Г енсицким И.П. (Институт зоологии 
АН Украины), для исследования особенностей фазового перехода воды. 
Всю статистическую обработку цифрового материала проводили по 
программе S i a t  , разработанной на ВЦ ИПКиК АН Украины.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Молекулярная подвижность и протонный обмен в водных растворах 

глицерина и ПЭГ-400.
Частоты ориентационной и трансляционной подвижности молекул 

являются показателем, на основании которого можно судить о степе­
ни связанности различных фракций воды в растворах. В настоящей ра­
боте на основании исследования межмолекулярного протонного обмена 
изучали молекулярную подвижность в системе: глицерин — XigO с до­
бавками сывороточного альбумина человека.

Как видно из рис.1, в бинарной системе І^О-глицерин с массо­
вым отношением компонентов 1:9 при рН^б.б сигналы Н̂ О и ОН-групп 
регистрируются раздельно во всем исследованном диапазоне темпера-



-  б
тур. Причем зависимость химического сдвига от температуры 6mf ( T  ) 
линейна для обоих сигналов, что характерно для систем с водород­
ными связями.

Рис.1. Зависимости химических сдвигов сигналов Н^-ЯМР HgO и 
ОН-групп от температуры в системе глицерина сВ^О. масс, отноше­
ние компонентов 9:1.

О - смесь глицерин - DgO;
Д - система глицерин - BgO с добавкой САЧ, I  мг/мл
D - после денатурации САЧ нагревом.

На вставке: фрагмент спектра ЯНР систему глицерин - I^ O , -САЧ
вверху - медленный обмен, внизу-быстрый обмен, рН»6,6.

При добавлении САЧ, можно было бы ожидать замедления протон­
ного обмена в результате увеличения вязкостных свойств системы, 
что выразилось бы в еще большем разделении сигналов ЯМР Н̂ О и ОН. 
Однако в диапазоне температур выше Ю °С сигналы сливаются в один
и, лишь ниже этой температуры становится возможным их раздельное 
наблюдение. Следовательно, протонный обмен в присутствии САЧ уско­
ряется. Время протонного обмена при температуре слияния сигналов 
Н̂ О и ОН составляло около 10"^ сек. Если САЧ подвергнуть тепловой



денатурации путем нагрева раствора до 100°С, то сигналы ЯМР HgO 
и ОН-групп наблюдаются раздельно при температурах ниже 20°С. 
Следовательно, в присутствии денатурированного белка обмен уско­
ряется в меньшей степени, чем с нативным белком.

При отклонении от значения pH—б ,6 как в кислую, так и в ще­
лочную область, протонный обмен ускорялся и сигналы ЯМР HgO и 0Н- 
групп наблюдались слитно во всем исследованном температурном диа­
пазоне. На основании полученных результатов была построена схема 
элементарного акта протонного обмена, состоящего из двух стадий. 
Первая стадия представляет собой образование активированного водо­
родно-связанного комплекса вода - глицерин, вторая - перенос про­
тона по цепочке водородных связей. Скорость всего процесса обмене 
определяется первой, более медленной стадией, которая в свою оче­
редь лимитируется частотами ориентационных и трансляционных дви­
жений обменивающихся центров.

Анализ значений производной d-8 / JL T , которая является мерой 
количества и прочности водородных связей в системе или степени 
вовлеченности исследуемой функциональной группы в межмолекулярные 
водородные связи, показал, что наиболее низкая величина d- о / d T  
для сигнала ЯМР HgO наблюдается в системе с денатурированным бел­
ком. Это обусловлено, вероятно, разворачиванием макромолекулы САЧ, 
в результате чего становятся доступными растворителю гидрофобные 
группы белка и изменяется структура ближнего гидратного слоя.

Таким образом, обнаруженные нами изменения в скорости обмене 
протонов в присутствии белка при неизменном pH могут служить еще 
одним доказательством того, что связанная с белком вода представ­
ляет собой сложную фазу и что глицерин взаимодействует не только 
со свободной водой, но и с фракцией связанной с белком воды. 
Поскольку в криобиологических системах в реальных условиях всегда 
присутствуют соли, то представляет интерес изучение влияния ионов 
на связанную воду. В работе исследовали фракцию подвижной воды в 
системе ПЭГ-400 - САЧ -M sC t при температуре ниже точки замерза­
ния основной массы растворителя. Анализ зависимостей относительной 
интегральной интенсивности сигнала ЯМР HgO от концентрации САЧ 
при фиксированных концентрациях ПЭГ-400 и W a ft показал, что в 
присутствии криопротектора увеличивается количество невымерзающе­
го компонента воды. Однако при конкурентном связывании соли с 
крио проте кто ром и белком аддитивности вкладов гидратаций компонен-
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тов раствора в суммарное количество связанной воды не наблюдается. 
Отсюда видно, что в сложном криозащитном растворе взаимное влияние 
центров гидратации происходит как по механизмам водородных связей, 
так и в результате электростатического взаимодействия компонентов 
раствора о заряженными центрами.

Таким образом, количество невымерзающей воды в сложной биоло­
гической системе, содержащей криопротектор и соли, теоретически 
предсказать сложно и ее нахождение в каждом конкретном случае долж­
но проводиться экспериментально.

Исследование межмолекулярных водородных связей в водных 
растворах амидных соединений.

Водородные связи в растворах формамида и // -метилацетамида 
исследовали с целью сопоставления межмолекулярных взаимодействий 
в этих системах с аналогичными характеристиками в растворах широко 
применяемых криопротекторов. Использовали методические приемы, по­
добные описанным выше: анализ температурных и концентрационных за­
висимостей химических сдвигов сигналов ЯМР, их интенсивностей и 
производных dS/cLT.

Температурные зависимости химических сдвигов сигналов ЯМР 
f^O и Д/Н-групп в Л'-МАЦ в широком диапазоне фиксированных концент­
раций (10+80$) линейны, что характерно для систем с водородной 
связью. Однакб, при малых концентрациях N  -МАЦ (10+30$), когда в 
растворе содержится значительное количество свободной воды, при 
температурах ниже -15°С наблюдается излом в область сильных полей, 
как для сигналов ЯМР ^ 0 , так и для групп Л/Н. Такой характер за­
висимостей химических сдвигов от температуры с е я з э н  с проявлением 
анизотропии экранирования протонов при вымораживании основной час­
ти свободной воды в результате возникновения заторможенных движе­
ний. Симбатный характер изменений химических сдвигов сигналов ЯМР 
указывает на то, что между группами Л/Н и молекулами HgO сущест­
вуют межмолекулярные водородные связи.

Для установления стехиометрии водородных связей проводили 
анализ производной d.8/ d T  .

Из рис.2 видно, что зависимость cL8/clT от концентрации имеет 
экстремальный характер для обоих сигналов, достигая максимума при 
соотношении компонентов 3 моля HgO на I  моль //-МАЦ. На основа­
нии этою можно сделать вызод, что при этой концентрации молекулы 
НрО и N  -МАЦ максимально вовлечены в межмолекулярные водородные
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связи и, следовательно, такое соотношение компонентов должно быть 
близко к числу гидратации //-МАЦ.

Рис.2. Зависимость производной d .8/cL Т сигналов ЯМР HgO 
/А/ и ^ N 4 /Б/ от концентрации водного раствора

Ы-Ш .
Другой способ определения числа гидратации N  -МАЦ заключал­

ся в анализе интенсивности сигнала ЯМР незамерзающего компонента 
воды. Температурные зависимости интегральной интенсивности сигна­
ла ЯМР HgO в растворах Л/ -МАЦ при разных концентрациях показали, 
что при малых количествах воды (0,5 моля f^O на I  моль Ы  -МАЦ) 
общее количество подвижной фракции воды не меняется вплоть до 
-40°С. Это указывает на то, что молекулы t^O вовлечены в водород­
ные связи с Н  -МАЦ и кристаллы льда в системе не образуются.

На основании измерений интенсивности сигнала ЯМР воды при 
-50°С нами было найдено количество невымерзшей воды при этой тем­
пературе в растворах различных концентраций (рис .З ).
Из рисунка видно, что при концентрациях около 3 молей HgO на I  
моль //-МАЦ и выше нормированное на моль Л/-МАЦ количество не­
замерзающей воды уже не зависит от концентрации раствора. Это
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значение хорошо согласуется с найденным выше числом гидратации 
из анализа производной d S /Ы, Т и может быть принято, как количество 
связанной воды в системе вода - N  -МАЦ.

Рис.З. Зависимость количества невымерзшей воды при темпера­
туре -50°С от концентрации водного раствора Л/-МАЦ.

Такой же методический подход был использован для водных раст­
воров фо^мамида, имеющего другой гидрофильный центр- амидную груп- 
ПУ ■ ^ыл0 найдено, что число гидратации, соответствующее
максимальной вовлеченности молекул в водородные связи соответст­
вует концентрации 3,5 моля HgO на I  моль ФА. Найденные числа гид­
ратации близки к аналогичным характеристикам таких широко употреб­
ляемых криопротекторов, как полиэтиленгликоли. Следовательно, сое­
динения с функциональными группами }- с\  ц - WH2 согласно их 
характеристикам гидратации могут быть использованы для создания 
криопротекторов на их основе. При этом синтез криозащитных соеди­
нений должен быть направлен на то, что добиться снижения токсич­
ности, одновременно с незначительным изменением гидратационных 
свойств. Это возможно путем оксиэтилирования, поскольку гидрата­
ция будет определяться атомами эфирного кислорода оксиэтильных 
звеньев, а вклад концевых групп будет незначителен, как это
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наблюдается при наращивании числа звеньев у полиэтиленгликолей. 

Ра спред еление криопротекторов между внутри- и внеклеточной
средой эритроцитов.

Исследование распределения криопротекторов между внутри- и 
внеклеточной средой эритроцитов проводили с помощью специально 
разработанного метода, суть которого заключается в одновременном 
измерении интенсивностей сигналов ЯМР сразу нескольких вещеотв в 
плотной суспензии клеток и в межклеточной среде после центрифуги­
рования суспензии. При помощи разработанного метода были рассчита­
ны зависимости интегральной интенсивности сигналов ЯМР криопротек­
торов в надосадке и в эритромассе от количества введенного крио­
протектора в расчете на суммарную массу эритроцитов и надосадка 
(рис.4 ).

Рис.4. Зависимости интегральной интенсивности сигналов ЯМР 
функциональных групп криопротекторов от их концентрации в расчете 
на суммарную массу суспензии эритроцитов: ДМСО, Э Г , ПЭГ-1500, 
смеси ДМСО и ІІЗГ-І500.

1 , 1 * -  надосадок; 2,2* - эритромасса.
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Видно, что интегральная интенсивность сигналов ЯМР криопротекторов 
внутри- и в межклеточном пространстве эритромассы меньше, чем для 
криопротекторов, находящихся в надосадке. В случае непроникающего 
криопротектора ПЭГ-1500 различия сильнее: количество криопротектора 
в надосадочной жидкости примерно в 7 раз превышает его количество 
в эритромассе. Если в системе присутствуют одновременно ПЭГ-1500 и 
ДМСО, то в этом случае интегральная интенсивность сигналов ЯМР для 
высокомолекулярного крио протектора больше низкомолекулярного в над­
осадке и меньше в эритромассе во всем диапазоне концентраций.

Исходя из зависимостей интегральных интенсивностей от концент­
рации были вычислены коэффициенты распределения <3 для всех иссле­
дуемых веществ, равные отношению концентрации криопротектора, нор­
мированной на единицу объема внутриклеточной жидкости, к концентра­
ции, нормированной на единицу объема внеклеточной жидкости, В этом 
ряду минимальное значение Q наблюдается для ПЭГ-1500 от 0,09 до
0,14+0,02 в диапазоне концентраций от 0,5 до 7,0$. Для ЭГ - 0,56+ 
+0,02, а для ДМСО величина Q составляет - 0,77+0,02. При этом при 
малых концентрациях ПЭГ-1500 (около 0,5%) сигнал ЯМР в межклеточ­
ной среде эритромассы не регистрировался, хотя для других проникаю­
щих криопротекторов сигналы ЯМР начинают достоверно фиксироваться 
уже с концентрацией порядка 0,1%. Эти результаты свидетельствуют об 
адсорбции криопротектора на мембранах, поскольку при адсорбции 
сигналы ЯМР уширяются в результате торможения молекулярной подвиж­
ности и не регистрируются в спектрах ЯМР высокого разрешения. При 
концентрациях выше 0,5$ интегральная интенсивность сигнала ЯМР на­
чинает расти с ростом концентрации криопротектора как в надосадке, 
так и в эритромассе.В случае двух компонентной системы: ПЭГ-1500- 
ДМСО, диметилсульфоксид, по всей видимости, увеличивает молекуляр­
ную подвижность ПЭГ-1500, из-за чего адсорбция его не наблюдается.

К достоинствам предложенного метода можно отнести неповреж­
дающий его характер, возможность использования одного и того же об­
разца для проведения серий измерений и одновременное наблюдение 
сигналов ЯМР функциональных групп различных криопротекторов, при­
сутствующих в системе.

Гидратационные параметры естественно-устойчивых к холоду
объектов растительного происхождения и куколок насекомых
Для выявления общих закономерностей поведения воды при низких 

температурах в живых системах, устойчивых к холоду и искусственно
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создаваемых, путем введения криопротекгоров, в работе исследова­
лись температурные зависимости интегральной интенсивности сигналов 
ЯМР воды побегов березы бородавчатой и яблони сорта Кальвиль снеж­
ный, обладающих различной холодоустойчивостью. На рис.5 показаны 
зависимости интенсивности сигнала ЯМР воды от температуры в побе­
гах березы в устойчивом к холоду состоянии (1 ,2 ) ;  яблони, менее 
устойчивой к холоду (3 ,4 ) и березы в состоянии вегетации (5 ,б ),ко г ­
да побеги легко повреждаются холодом.

Различия в температурах начала кристаллизации и разная величи­
на падения интегральной интенсивности сигнала Н -̂ЯМР воды в момент 
начала кристаллизации свидетельствуют о различном количестве слабо­
связанной воды. Видно, что чем более устойчивы побеги к холоду,тем 
выше отношение прочносвязанной воды ко всей воде в растениях (рис.5)

Рис.5. Зависимость интенсивности сигнала ЯМР воды от температу­
ры у побегов березы и яблони.
1,2 - побеги березы .взятые непосредственно с дерева,
3,4 - побеги яблони .взятые непосредственно с дерева,
5,6 - побеги березы после отращивания в комнатных усло^ 

виях.(1,3,5 - охлаждение; 2,4,6 - отогрев).



Аналогичная закономерность наблюдалась в куколках американской бе­
дой бабочки H*phanteic> Сипна _Dr. , которые способны переносить бо­
лее низкие температуры, чем в активном состоянии бабочки.

Таким образом, здесь наблюдается та же закономерность, что и 
в случае искусственной криозащиты, т .е . увеличение пула связанной 
воды в объекте по отношению к общей воде в устойчивом к холоду сос­
тоянии.

в ы в о д и
1. Методом Н1 ЯМР исследована молекулярная подвижность глице­

рина в системе вода-глицерин, оценены времена протонного обмена меж­
ду молекулой НоО и гидроксильной группой глицерина при различных 
pH. Результаты объясняются на основании двухстадийной схемы обмена, 
согласно которой скорость всего процесса определяется скоростью 
молекулярных движений в системе.

2. Обнаружено ускорение протонного обмена между водой и гидрок­
сильными группами глицерина под влиянием сывороточного альбумина че­
ловека, что может служить доказательством взаимодействия глицерина 
не только со свободной водой, но и с фракцией воды, связанной с бел­
ком.

3. Анализ чисел гидратации и значений производной химического 
сдвига по температуре показал, что количество прочно связанной, не­
вымерзающей воды в растворах Л/-МАЦ и $А, определяемой гидрофильны­
ми центрами: -с* ^  и '//Н близко к аналогичному показателю для ши­
роко используемых криопротекторов ряда поли этил енгли кол ей. Оно сос­
тавляет: для Я-МАЦ - 3 моля HgO на I  моль >/-МАЦ; для ФА - 3,5 мо­
ля Н2О на I  моль ФА.

4. Разработан способ определения распределения веществ в кле­
точных суспензиях, который по сравнению с общепринятыми прост, бе­
зопасен и позволяет находить одновременно внутри- и внеклеточную 
концентрацию сразу нескольких веществ и с большей точностью. Опре­
делены коэффициенты распределения ( О )  ряда криопротекторов в эри­
троцитах человека, которые составляют в диапазоне концентраций от
0,5 до 7,0$: для ПЭГ-1500 - от 0,09 до 0,14+0,02; для ЭГ - 0,56+ 
+0,02; для ДМСО - 0,77+0,02.

5. Установлена корреляция между характером вымораживания воды 
в системах, с искусственно созданной холодустойчивостнопутем введе­
ния криозащитных веществ и свойствами воды в биологических объек­
тах, естественно-устойчивых к холоду. В обоих случаях наблюдается

-  14 -
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существование значительной фракции прочносвязанной воды по отноше­
нию ко всей воде в объекте исследования.
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