
                                                                                                                                        ОБЩАЯ  БИОФИЗИКА     . 

Актуальные вопросы биологической физики и химии, 2022, том 7, № 3, с. 388-392 

388 

 
ТЕМПЕРАТУРНОЕ ПОВЕДЕНИЕ ГЕМОГЛОБИНА 

Тимченко Н.Н., Головченко И.В. 
Севастопольский государственный университет 

ул. Университетская, 33, г. Севастополь, 299053, РФ; e-mail: timchenko_n@list.ru 
Поступила в редакцию 25.07.2022. DOI: 10.29039/rusjbpc.2022.0532 

 
Аннотация. Широкое применение методов низкотемпературного хранения биологических 
объектов требует изучения механизмов влияния температуры на молекулярном уровне. 
Исследовано влияние температуры в диапазоне +10÷+38°С на гемоглобин А, при этом использовали 
методы температурно-пертурбационной дифференциальной спектрофотометрии и анализа первых 
производных спектров поглощения. Зависимость ∆Е/Е от температуры для раствора гемоглобина А 
имеет S-образный вид. На зависимости ∆Е/Е от температуры для гемоглобина А наблюдаются 
изломы: первый в области температуры +25÷+27°С и второй излом в области температур 
+33÷+35°С. В эксперименте, проведённом на миеломном иммуноглобулине G, получена S-образная 
зависимость интенсивности температурно-пертурбационных дифференциальных спектров от 
температуры, которая имеет изломы при +25 и +35°С. Авторы данную S-образную зависимость 
связывают с наличием конформационного перехода в области температур +25÷+35°С. По-
видимому, можно предположить, что в молекуле гемоглобина А конформационные изменения 
происходят в области температур +25÷+35°С. По данным спектрофотометрии конформационное 
состояние глобина изменяется при температурах около +26÷+30°С. Данные наших исследований 
свидетельствуют о наличии конформационных перестроек в молекуле гемоглобина при +25 и 
+35°С. Наши данные, предположительно свидетельствующие об изменении структуры гемоглобина 
А человека при температуре около +25°С, вероятно, подтверждаются и другими исследованиями с 
помощью динамического светорассеяния, некогерентного светорассеяния, IR-спектроскопии, 
исследованиями для внутриэритроцитарного гемоглобина А донорской крови 5-ти дней хранения о 
содержании оксигемоглобина А, согласно которому, так как уменьшение содержания 
оксигемоглобина А и оксигенация молекулы гемоглобина связана с её конформационным 
состоянием, то, возможно, при +25°С начинает проявляться изменение конформационного 
состояния молекулы гемоглобина А, которое может способствовать более выраженному 
уменьшению содержания оксигемоглобина А. Особенные свойства HbA, определяющие наличие 
специальной температуры около +25°С на температурных зависимостях различных параметров 
гемоглобина, требует дальнейшего исследования в сравнении в различных температурных 
интервалах.  
Ключевые слова: гемоглобин, конформационные изменения, температура. 

 
С расширением задач медицины в настоящее время гемоглобин продолжают изучать, в том числе и в 

медицинских биофизических исследованиях [1-3]. Основной функцией гемоглобина, входящего в состав 
эритроцитов, является транспорт кислорода из легких животного во внутренние органы и обратный – 
углекислого газа. Гемоглобин состоит из двух пар миоглобин-подобных субъединиц. Четыре субъединицы 
вместе образуют почти правильный тетраэдр. Молекула кислорода присоединяется к гемам, используя шестую 
координационную связь Fe2+ так-же как и в случае миоглобина. В связывании углекислого газа участвуют 
свободные α-аминогруппы N-концов гемоглобина [4]. Методом рентгеноструктурного анализа высокого 
разрешения идентифицировано расположение молекул воды, наиболее прочно связанных с деокси- и метформой 
гемоглобина [5]. Некоторое количество молекул воды локализовано в области контактов между субъединицами 
и образует мостиковые связи, дополнительно стабилизируя тетрамер. Много молекул воды на поверхности 
субъединиц зарегистрировано вблизи полярных групп субъединиц гемоглобина [6]. На картах электронной 
плотности гемоглобина всего зарегистрировано только 90 молекул воды. Это составляет 10% от гидратной 
оболочки гемоглобина. Остальная часть обладает большей подвижностью и не может быть зарегистрирована 
рентгеноструктурным методом. Процесс присоединения кислорода тетрамером гемоглобина носит 
кооперативный характер. Кооперативность в данном случае означает, что присоединение первых молекул 
кислорода к гемоглобину облегчает присоединение остальных молекул кислорода. Гемоглобин можно 
рассматривать как белок, моделирующий аллостерические свойства ферментов. В результате подведения итогов 
серии рентгеноструктурных исследований предложен стереохимический механизм гем-гемового взаимодействия 
[7]. При переходе гемоглобина из окси- в деоксиформу наиболее значительно изменяется четвертичная структура 
белка. Пусковым механизмом этих изменений является перемещение атома железа на 0,075 нм относительно 
плоскости порфиринового кольца одной из субъединиц при связывании в шестом положении Fe (ІІ) молекулы 
О2. Fe (ІІ) при этом переходит из высоко- в низкоспиновое состояние и располагается в плоскости гема. Атом 
железа, как бы “подтягивает” к гему проксимальный остаток гистидина. Это вызывает перемещение спирали к 
центру молекулы и вытеснение ТирС2(140) из полости между спиралями. Дальнейшие события приводят к 
поэтапному разрыву солевых мостиков, стабилизирующих четвертичную структуру деоксиформы гемоглобина, 
и переходу гемоглобина в оксиформу. Переход гемоглобина из деокси- в оксиформу сопровождается разрывом  
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Рисунок 1. Зависимость интенсивности в максимуме температурно-пертурбационных дифференциальных 
спектров (ТПДС) при 286 нм раствора HbA (температура сравнения +10°С), пронормированной на 
интенсивность спектра поглощения (СП) при +10°С, от температуры 

 
шести солевых мостиков и освобождением протонов (эффект Бора). Широкое применение методов 
низкотемпературного хранения биологических объектов требует изучения механизмов влияния температуры на 
молекулярном уровне. Исследовано влияние температуры в диапазоне +10÷+38°С на оксиформу гемоглобина А, 
при этом использовали методы температурно-пертурбационной дифференциальной спектрофотометрии и 
анализа первых производных спектров поглощения. Зависимость ∆Е/Е от температуры для раствора гемоглобина 
А имеет S-образный вид (рис. 1). На зависимости ∆Е/Е от температуры для гемоглобина А (рис. 1) видны изломы: 
первый в области температуры +25÷+27°С и второй излом в области температур +33÷+35°С. В эксперименте [8], 
проведённом на миеломном иммуноглобулине G получена S-образная зависимость интенсивности 
температурно-пертурбационных дифференциальных спектров от температуры, которая имеет изломы при +25 и 
+35°С. Авторы [8] данную S-образную зависимость связывают с наличием конформационного перехода в 
области температур +25÷+35°С. По-видимому, можно предположить, что в молекуле гемоглобина А 
конформационные изменения происходят в области температур +25÷+35°С. По данным спектрофотометрии 
конформационное состояние глобина изменяется при температурах около +26-+30°С. Для растворов 
гемоглобина А при +10 и +18°С структуры первых производных спектров поглощения сходны между собой 
(рис. 2). Интенсивности отрицательных максимумов в области 284-286 и 292 нм при температуре +18°С 
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Рисунок 2. IПСП раствора HbA; • - при +10˚С, × - при +18˚С 
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Рисунок 3. IПСП раствора HbA; • - при +10˚С, × - при +36˚С 

 
практически не отличаются от соответствующих интенсивностей при температуре сравнения +10°С. Для 
растворов гемоглобина А при +10 С и +36°С структуры первых производных спектров поглощения отличаются 
между собой (рис. 3). Интенсивности отрицательных максимумов в области 284-286 и 292 нм при температуре 
+36°С отличаются от соответствующих интенсивностей при температуре сравнения +10°С. Из данных (рис. 3) 
можно заключить, что, поскольку для растворов гемоглобина А на первых производных спектров поглощения 
изменяется интенсивность отрицательного максимума в области 284-286 нм (соответствующего суммарном 
поглощению полярных тирозиновых и гидрофобных триптофановых аминокислотных остатков) и 
отрицательного максимума в области 292 нм (соответствующего поглощению гидрофобных триптофановых 
аминокислотных остатков), то это свидетельствует о конформационных изменениях, происходящих в молекуле 
гемоглобина А. Наши данные, предположительно свидетельствующие об изменении структуры гемоглобина А 
человека при температуре около +25°С, вероятно, подтверждаются и другими исследованиями, согласно 
которым наблюдается изменение коэффициента трансляционной диффузии при +27°С и времени 
местожительства между прыжками в прыжковой диффузии при +26,9°С HbA человека в красных кровяных 
клетках, определённые с помощью метода динамического светорассеяния [9]. Согласно данным авторов, можно 
предположить, что до +27°С трансляционное движение больше и до +26,9°С прыжковое движение меньше, а 
после +27°С трансляционное движение меньше и после +26,9°С прыжковое движение больше, возможно, после 
+26,9°С движение более локализовано. Вероятно, на трансляционное и прыжковое движение гемоглобина 
человека в красных кровяных клетках может влиять пространственная организация молекул гемоглобина, 
способствуя им, или наоборот, мешая им. Например, более компактные молекулы могли бы двигаться более 
свободно, чем молекулы в более разрыхлённом состоянии, если это действительно так, то можно сделать вывод, 
что после +26,9÷+27°С пространственное устройство молекулы гемоглобина А изменяется. Кроме того, 
изменяется характер увеличения среднеквадратичного отклонения, т.е. гибкости HbA человека при +26°С, что 
определено авторами с помощью метода некогерентного нейтронного рассеяния [10]. Также увеличивается 
изменение энтальпии во время конформационных переходов, демаскирующих внутренние пептидные атомы 
водорода (PHs) HbA человека между температурами +10÷+30°С и +30÷+40°С в исследованиях авторов с 
помощью IR-спектроскопии [11]. Наблюдается изменение аккумуляции общего глобина в синтезе rHb1.1 в 
Escherichia coli. при +24°С в исследованиях авторов [12]. Также определено изменение структуры гемоглобина 
земляных червей HbGp между +25°С и +38°С для рН 9,0 и 9,3 [13]. Для внутриэритроцитарного гемоглобина А 
донорской крови 5-ти дней хранения нами получены данные о том, что уменьшение содержания 
оксигемоглобина А менее выражено в интервале температур +6÷+25°С, чем в интервале температур +25÷+43°С, 
другими авторами получены результаты об уменьшении содержания оксигемоглобина А при +55°С по 
сравнению с +37°С [14]. Так как после 25°С происходит более выраженное уменьшение содержания 
оксигемоглобина А и оксигенация молекулы гемоглобина связана с её конформационным состоянием, то, 
возможно, при +25°С начинает проявляться изменение конформационного состояния молекулы гемоглобина А, 
которое может способствовать более выраженному уменьшению содержания оксигемоглобина А. Необходимо 
отметить, что исходя из данных литературы следует, что множественным набором методических способов 
возможно определить составляющие компоненты, характеризующие изменение конформации, которые мы 
определили с помощью ультрафиолетовой спектрофотометрии. Особенные свойства HbA, определяющие 
наличие специальной температуры около +25°С на температурных зависимостях различных параметров 
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гемоглобина, вероятно, связаны с электронной конфигурацией атомов, составляющих молекулу гемоглобина и с 
их энергией активации. Свойства гемоглобина вблизи этой температуры требуют дальнейшего исследования, 
возможно, в сопоставлении с изучением сродства гемоглобина к кислороду [15], в том числе и в сравнении в 
различных температурных интервалах. 
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Abstract. The wide application of biological objects low-temperature storage methods requires studying 
the temperature influence mechanisms at the molecular level. The effect of +10÷+38°С temperature range 
on hemoglobin A was studied using the methods of temperature-perturbation spectrophotometry and 
absorption spectra first derivatives analysis. The ∆Е/Е dependence on temperature for hemoglobin A 
solution is of an S-shaped form. On the ∆Е/Е dependence on temperature for hemoglobin A, breaks are 
observed: the first in +25÷+27°С temperature range and the second break in +33÷+35°С temperature range. 
In the experiment performed on myeloma immunoglobulin G, the S-shaped dependence of the temperature-
differential spectra intensity on temperature was obtained, which has breaks at +25 and +35°C. The authors 
attribute this S-shaped dependence to the conformational transition presence in +25÷+35°С temperature 
range. Apparently, it can be assumed that in the hemoglobin A molecule, conformational changes occur in 
+25÷+35°С temperature range of +25÷+35°. According to spectrophotometry data, the globin 
conformational state changes at temperatures around +26÷+30°С. Our studies data indicate the 
conformational rearrangements presence in the hemoglobin molecule at 25 and 35°C. Our data, presumably 
indicating a change in the structure of human hemoglobin A at a temperature of about 25°C, are probably 
confirmed by other studies using dynamic light scattering, incoherent light scattering, IR spectroscopy, 
studies for intraerythrocyte hemoglobin A of donor blood 5 days of storage on oxyhemoglobin A content, 
according to which, since a decrease in oxyhemoglobin A content and hemoglobin molecule oxygenation 
is associated with its conformational state, it is possible that at 25°C a change in the hemoglobin A molecule 
conformational state begins to appear, which can contribute to a more pronounced decrease in 
oxyhemoglobin A content. The peculiar properties of HbA, which determine the presence of a special 
temperature of about 25°C on the various hemoglobin parameters temperature dependences, require further 
study in comparison in different temperature ranges. 
Key words: hemoglobin, conformational changes, temperature. 
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