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У порівняльному аспекті досліджено чутливість 
еритроцитів людини і коня до гіпертонічного шоку 
(4,0 моль/л NaCl) в умовах спільної дії температу-
ри, попереднього часткового зневоднення клітин і 
амфіфільної речовини хлорпромазину. Показано, 
що найменший рівень гіпертонічного гемолізу конт-
рольних еритроцитів людини і коня (за відсутності 
хлорпромазину) спостерігається при спільному 
використанні попередньої інкубації клітин в  
0,4 моль/л NaCl і низької температури. У всіх ви-
падках рівень гіпертонічного гемолізу контрольних 
клітин коня нижче, ніж еритроцитів людини. Цей 
факт свідчить про те, що еритроцити коня більш 
стійкі до дії гіпертонічного шоку. Відомо, що на від-
міну від багатьох еритроцитів ссавців, клітини коня 
позбавлені одного з компонентів цитоскелетного 
комплексу – білка смуги 4.2. Цей білок зв'язується 
з цитоплазматичним доменом білка смуги 3 і взає-
модіє з анкирином в еритроцитах людини. Можли-
во, особливість складу цитоскелет-мембранного 
комплексу еритроцитів коня відповідальна за біль-
шу їх стійкість до дії гіпертонічного шоку в порів-
нянні з клітинами людини. Встановлено, що вико-
ристання хлорпромазину знижує рівень гіпертоніч-
ного ушкодження еритроцитів людини і коня, по-
чатково проінкубованих в середовищі, що містить 
як 0,15 моль/л, так і 0,4 моль/л NaCl при 37 і 0°С. У 
цих умовах величини максимальної антигемолітич-
ної активності хлорпромазину досить високі і зна-
ходяться в діапазоні 38-83%. Незважаючи на різ-
ний рівень вихідного ушкодження еритроцитів 
(перенесених в 4,0 моль/л NaCl з 0,15 моль/л або 
0,4 моль/л NaCl) і значень мінімального гемолізу в 
присутності хлорпромазину, ефективність речови-
ни схожа для клітин людини і коня при 37°С і відріз-
няється при 0°С. В умовах низької температури 
антигемолітична активність хлорпромазину при 
використанні клітин людини в 1,2-1,4 рази вище. 

Ключові слова: еритроцити людини і коня, 
гіпертонічний шок, часткове зневоднення, темпера-
тура, хлорпромазин. 

 

Зв'язок роботи з науковими програмами, 
планами, темами. Робота виконана відповідно до 
наукового напрямку досліджень відділу кріоцитоло-
гіі ІПКіК НАН України «Дослідження чутливості ери-
троцитів ссавців до охолодження, дегідратації і за-
морожування при дії модифікуючих факторів і кріо-
протекторів», № держ. реєстрації 0114U0001318. 

Вступ. Одним з основних факторів, що визна-
чають пошкодження клітин за умов заморожуван-
ня, є дія висококонцентрованих розчинів солей, що 
утворюються в позаклітинному середовищі в  
результаті виморожування води. Дію на клітини 
високої концентрації NaCl (4,0 моль/л), широко 
використовують в модельному експерименті, який 
має назву гіпертонічний шок (ГШ). 

Наразі існують три способи зниження рівня 
гіпертонічного гемолізу еритроцитів: перший –  
пов'язаний з модифікацією клітин на етапах, що 
передують стресовому впливу, другий – із дода-
ванням речовин, які захищають клітини в момент 
дії стресового чинника і третій – із впливом на клі-
тини низької температури (0°С). Так, раніше було 
встановлено, що попереднє часткове зневоднення 
еритроцитів ссавців підвищує їх стійкість до по-
дальшої дії ГШ [1]. Присутність в літичному середо-
вищі в момент внесення еритроцитів амфіфільних 
сполук (зокрема хлорпромазину) дозволяє цим 
речовинам проявляти високу антигемолітичну ак-
тивність [2]. Відомо, що перенесення еритроцитів у 
висококонцентровані гіпертонічні середовища су-
проводжується температурно-залежним пошко-
дженням клітин: при температурі 0°С рівень гемо-
лізу еритроцитів нижче, ніж при 37 °С [1]. 

Дослідженню дії окремих або двох факторів (з 
перерахованих вище) на чутливість еритроцитів до 
ГШ приділялася велика увага [1, 2], проте недо-
статньо даних щодо спільного впливу трьох чинни-
ків (температура 0°С, попереднє часткове зневод-
нення, хлорпромазин) на рівень гемолізу клітин  
в середовищі, що містить 4,0 моль/л NaCl. Меха-
нізм пошкодження еритроцитів за умов дії ГШ  
пов'язаний з утворенням трансмембранних пір, на 
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формування яких може впливати як екзогенні 
(температура, попереднє часткове зневоднення, 
амфіфільні речовини), так і ендогенні (видові особ-
ливості еритроцитів ссавців) фактори. 

Плазматичні мембрани еритроцитів різних ви-
дів ссавців розрізняються за білково-ліпідним скла-
дом [3, 4]. Так, на відміну від еритроцитів інших 
ссавців, клітини коня не містять білок смуги 4.2, 
який відноситься до якірних білків, що зв'язують 
інтегральні білки мембрани з цитоскелетним ком-
плексом [5].  

Доцільно було б в порівняльному аспекті дослі-
дити чутливість еритроцитів людини і коня до дії 
ГШ за умов зміни температури, попереднього част-
кового зневоднення клітин і впливу хлорпромазину. 

Мета дослідження. Вивчити спільний вплив 
трьох чинників, таких як температура, попереднє 
часткове зневоднення і хлорпромазин на чутли-
вість еритроцитів людини і коня до дії гіпертонічно-
го шоку (4,0 моль/л NaCl). 

Матеріал та методи дослідження. Еритроци-
ти одержували з донорської крові за загальноприй-
нятою методикою [2]. Всі середовища готували на 
0,01 моль/л фосфатному буфері, рН 7,4. У роботі 
використовували хлорпромазин (ХПР) фірми 
"Calbiochem". Гіпертонічний шок проводили наступ-
ним чином. За допомогою поршневого дозатора 
Gilson по 50 мкл осаду еритроцитів переносили в 
0,5 мл розчину NaCl (0,15 моль/л або 0,4 моль/л) і 
інкубували 2 хв при температурі 37 або 0°С (етап 
попередньої інкубації). Потім з кожної проби 50 мкл 
суспензії еритроцитів переносили в 1 мл 4,0 моль/л 
NaCl (етап гіпертонічного шоку), що містив ХПР, 
при постійній температурі (37 або 0°С). Після цього 
клітини осаджували центрифугуванням і при дов-
жині хвилі 543 нм спектрофотометрично визначали 
кількість гемоглобіну в супернатанті. Вихід гемо-
глобіну з клітин розраховували у відсотках по від-
ношенню до 100% гемолізу клітин у присутності 
тритона Х-100 (0,1%). Ефективна концентрація 
ХПР відповідає мінімальному значенню рівня гемо-
лізу еритроцитів. Значення максимальної антиге-
молітичної активності ХПР розраховували за фор-
мулою: 

АГmax = (k/ k - a/ k) × 100%, де 

k – рівень гемолізу еритроцитів у відсутності ХПР; 
а – мінімальний рівень гемолізу еритроцитів у при-
сутності ХПР. 

Кожен експеримент проводили не менше 
6 разів з використанням двох паралельних проб. 
Для всіх зразків проводили обчислення середнього 
арифметичного значення і значення середньоквад-
ратичної помилки (M±m). 

Результати дослідження та їх обговорення. 
У таблиці 1 і 2 представлені значення рівня гемо-
лізу еритроцитів людини і коня в середовищі, що 
містить 4,0 моль/л NaCl, при визначених концент-
раціях ХПР за різних умов попередньої інкубації 
клітин (0,15 або 0,4 моль/л NaCl, 37 або 0°С). Вибір 
концентрації NaCl на етапі попередньої інкубації 
клітин обумовлений тим, що часткове зневоднення 
еритроцитів людини і коня в середовищі 0,4 моль/л 
є оптимальним для отримання максимальної стій-
кості клітин до подальшої дії ГШ [1, 2]. 

Таблиця 1 - Вплив попередньої інкубації в середови-
щах 0,15 моль/л і 0,4 моль/л NaCl і температури на 
рівень гемолізу еритроцитів людини в 4,0 моль/л NaCl 
у присутності хлорпромазину 

Концент-
рація 

хлорпро-
мазину, 
мкмоль/л 

Рівень гемолізу, % 

0,15 → 4,0 моль/л 
NaCl 

0,4 → 4,0 моль/л 
NaCl 

37°С 0°С 37°С 0°С 

0 
(контроль) 84±7 71±6 38±4 20±3 

20 60±5 28±4 33±3 11±2* 

40 38±4 38±4 30±3 22±3 

60 25±4 62±5 19±3 28±4 

80 23±3 64±6 17±2 51±6 

100 20±2 73±7 16±2 62±6 

120 17±2 75±8 13±2 70±7 

140 25±3 80±8 18±3 80±8 

160 57±5 86±9 67±6 83±8 

Примітка: * – статистично значущі відмінності у порів-
нянні з контролем (р <0, 05). 

Таблиця 2 – Вплив попередньої інкубації в середови-
щах, що містять 0,15 моль/л і 0,4 моль/л NaCl,  
і температури на рівень гемолізу еритроцитів коня  
в 4,0 моль/л NaCl у присутності хлорпромазину 

Концент-
рація 

хлорпро-
мазину, 
мкмоль/л 

Рівень гемолізу, % 

0,15 → 4,0 моль/л 
NaCl 

0,4 → 4,0 моль/л 
NaCl 

37°С 0°С 37°С 0°С 

0 
(контроль) 47±5 20±3 32±4 16±3 

20 24±3 11±3* 26±4 10±2* 

40 12±2 22±4 22±3 14±3 

60 11±2 74±6 15±2 50±6 

80 8±2 80±7 10±2 68±6 

100 11±2 83±8 20±3 85±7 

120 16±3 90±8 25±4 87±8 

140 20±3 89±9 35±4 88±9 

160 38±5 92±9 37±5 90±9 

Примітка: * – статистично значущі відмінності у порів-
нянні з контролем (р <0, 05). 
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Як і слід було очікувати, рівень гемолізу конт-
рольних еритроцитів людини і коня (за відсутності 
ХПР), перенесених з середовища, що містить  
0,4 моль/л NaCl, в 4,0 моль/л NaCl значно нижче, 
ніж гіпертонічне пошкодження клітин, які поперед-
ньо перебували в фізіологічному розчині (табл. 1, 
2). Видно, що найменший рівень гіпертонічного 
гемолізу контрольних еритроцитів людини і коня 
спостерігається при спільному використанні попе-
редньої інкубації клітин в 0,4 моль/л NaCl і низької 
температури. 

Додаткове використання ХПР знижує рівень 
гіпертонічного пошкодження еритроцитів людини і 
коня, початково проінкубованих в середовищі, що 
містить як 0,15 моль/л, так і 0,4 моль/л NaCl за 
температури 37 і 0°С (табл. 1, 2). Слід зазначити, 
що при 37°С ефективні концентрації ХПР склада-
ють 120 і 80 мкмоль/л для еритроцитів людини і 
коня відповідно. При температурі 0°С мінімальні 
значення гіпертонічного гемолізу еритроцитів лю-
дини і коня спостерігаються при використанні 
більш низької концентрації ХПР (20 мкмоль/л).  

Крім загальних закономірностей, що були від-
значені для гіпертонічної чутливості еритроцитів 
людини і коня за досліджуваних умов (табл. 1, 2), 
слід зазначити особливості реакції клітин коня на 
дію ГШ в порівнянні з еритроцитами людини. Так, у 
всіх випадках рівень гіпертонічного гемолізу конт-
рольних клітин коня нижче, ніж еритроцитів люди-
ни. Цей факт свідчить про те, що еритроцити коня 
більш стійкі до дії ГШ. 

Вважають, що чутливість еритроцитів до дії 
стресових факторів визначається станом їх цитос-
келет-мембранного комплексу [6]. Можливо, особ-
ливість складу цитоскелет-мембранного комплексу 
еритроцитів коня (відсутність білка смуги 4,2 [5]) 
зумовлює їх стійкість до ГШ в порівнянні з клітина-
ми людини. 

Звертає на себе увагу той факт, що ХПР до-
сить ефективний за умов ГШ еритроцитів людини і 
коня незалежно від рівня вихідного пошкодження 
клітин. Для того, щоб порівняти протектуючу дію 
ХПР за різних умов і усунути внесок інших факторів 
(попередньої інкубації клітин і температури) в зміну 
рівня гіпертонічного гемолізу еритроцитів, ми вико-
ристовували поняття максимальної антигемолітич-
ної активності речовини. Як видно з даних табли-
ці 3, величини максимальної антигемолітичної ак-
тивності ХПР досить високі і знаходяться в діапа-
зоні 38–83%. Незважаючи на різний рівень вихідно-
го гіпертонічного пошкодження еритроцитів і зна-
чень мінімального гемолізу в присутності ХПР, його 
ефективність схожа для клітин людини і коня при 
37°С. Відмінності в ефективності ХПР для еритро-
цитів людини і коня за умов дії ГШ виявляються 

при 0°С: для клітин людини антигемолітична актив-
ність ХПР в 1,2–1,4 рази вища (табл. 3). 

Молекули ХПР вбудовуються в еритроцитарну 
мембрану і переважно розподіляються у внутріш-
ньому моношарі ліпідного бішару [7, 8]. На користь 
цього свідчать особливості трансформації еритро-
цитів за типом дискоцит-стоматоцит [9]. Оскільки 
ХПР знаходиться в літичному середовищі перед 
внесенням клітин, то речовина проявляє антигемо-
літичну активність безпосередньо в момент дії на 
клітини стресового чинника. Відповідно до гіпотези, 
запропонованої Хагестрендом [10], молекули амфі-
фільної речовини, вбудовуючись в мембрану в 
момент дії стресового чинника, здатні тимчасово 
розупорядковувати її, роблячи мембрану більш 
лабільною, тим самим запобігаючи її руйнуванню. 

Розподіл молекул ХПР в плазматичній мембра-
ні еритроцитів носить гетерогенний характер. Пла-
зматичні мембрани еритроцитів різних видів ссав-
ців розрізняються за ліпідним складом [4]. Можли-
во при 0°С місця вбудовування молекул ХПР в 
мембрану змінюються (за рахунок структурного 
переходу деяких ліпідів при 0°С) і відрізняються 
для еритроцитів людини і коня, що і призводить до 
відмінностей в прояві антигемолітичної активності 
ХПР за низької температури. 

Висновки. Отже, спільний вплив трьох чинни-
ків, таких як низька температура, попереднє част-
кове зневоднення клітин (0,4 моль/л NaCl) і ХПР 
підвищують стійкість людини і коня до дії ГШ  
(4,0 моль/л NaCl). Для клітин людини і коня ефек-
тивність ХПР схожа при 37°С і відрізняється при  
0°С. А саме, за умов низької температури антиге-
молітична активність ХПР для еритроцитів людини 
в 1,2–1,4 рази вища. 

Перспективи подальших наукових дослі-
джень. Подальші дослідження будуть направлені 
на пошук взаємозв'язку між показниками темпера-
турно-осмотичної чутливості еритроцитів ссавців і 
структурно-функціональними характеристиками 
цих клітин.  

Таблиця 3 – Значення ефективних концентрацій та 
максимальної антигемолітичної активності хлорпрома-
зину при перенесенні еритроцитів людини і коня  
з середовищ попередньої інкубації: 0,15 моль/л  
і 0,4 моль/л NaCl в 4,0 моль/л NaCl при 37 і 0°С 

Видова 
приналеж-
ність ери-
троцитів 

Темпе-
ратура 

Ефектив-
на конце-
нтрація, 
мкмоль/л 

Антигемолітична 
активність, % 

0,15 → 4,0 
моль/л 

NaCl 

0,4 → 4,0 
моль/л 

NaCl 

людина 
37°С 120 80 66 

0°С 20 61 45 

кінь 
37°С 80 83 68 

0°С 20 45 38 
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УДК 536.352.462:612.111 
ТЕМПЕРАТУРНО-ОСМОТИЧЕСКАЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ЭРИТРОЦИТОВ  
ЧЕЛОВЕКА И ЛОШАДИ В ПРИСУТСТВИИ ХЛОРПРОМАЗИНА  
Шпакова Н. М., Орлова Н. В., Ершов С. С., Нипот Е. Е., Шапкина О. А.  
Резюме. В сравнительном аспекте исследована чувствительность эритроцитов человека и лошади к 

гипертоническому шоку (4,0 моль/л NaCl) в условиях совместного действия температуры, предваритель-
ного частичного обезвоживания клеток и хлорпромазина. Показано, что наименьший уровень гипертони-
ческого гемолиза контрольных эритроцитов человека и лошади (в отсутствие хлорпромазина) наблюда-
ется при совместном использовании предварительной инкубации клеток в 0,4 моль/л NaCl и низкой тем-
пературы. Во всех случаях уровень гипертонического гемолиза контрольных клеток лошади ниже, чем 
эритроцитов человека. Этот факт свидетельствует о том, что эритроциты лошади более устойчивы к 
действию гипертонического шока. Известно, что в отличие от многих эритроцитов млекопитающих клетки 
лошади лишены одного из компонентов цитоскелетного комплекса – белка полосы 4.2. Этот белок свя-
зывается с цитоплазматическим доменом белка полосы 3 и взаимодействует с анкирином в эритроцитах 
человека. Возможно, особенность состава цитоскелет-мембранного комплекса эритроцитов лошади от-
ветственна за большую их устойчивость к действию гипертонического шока по сравнению с клетками 
человека. Установлено, что использование хлорпромазина снижает уровень гипертонического поврежде-
ния эритроцитов человека и лошади, исходно проинкубированных в среде, содержащей как 0,15 моль/л, 
так и 0,4 моль/л NaCl при 37 и 0°С. В этих условиях величины максимальной антигемолитической актив-
ности хлорпромазина достаточно высоки и находятся в диапазоне 38–83%. Несмотря на разный уровень 
исходного повреждения эритроцитов (перенесенных в 4,0 моль/л NaCl из 0,15 моль/л или 0,4 моль/л 
NaCl) и значений минимального гемолиза в присутствии хлорпромазина, эффективность вещества схожа 
для клеток человека и лошади при 37°С и отличается при 0°С. Для эритроцитов человека при 0°С анти-
гемолитическая активность хлорпромазина в 1,2–1,4 раза выше. 

Ключевые слова: эритроциты человека и лощади, гипертонический шок, частичное обезвоживание, 
температура, хлорпромазин. 
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Temperature and Osmotic Sensitivity of Human  
and Equine Erythrocytes in Chloromazine Presence  
Shpakova N. M., Orlova N. V., Ershov S. S., Nipot О. Е., Shapkina O. О.  
Abstract. The purpose of the work was to conduct a comparative analysis of the sensitivity of human and 

equine erythrocytes to hypertonic shock (4.0 mol/L NaCl) in conditions of the combined action of temperature, 
preliminary partial dehydration of cells and chlorpromazine.  
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Material and methods. Erythrocytes were obtained from donor blood by conventional methods. All media 
were prepared on 0.01 mol / l phosphate buffer, pH 7.4. Chlorpromazine from Calbiochem was used in the 
study. Hypertensive shock was performed as follows: using a Gilson piston dispenser, 50 μl of erythrocyte pellet 
was transferred into 0.5 ml of NaCl solution (0.15 mol / l or 0.4 mol / l) and incubated for 2 min at 37 or 0°C. (pre-
incubation step). Then from each sample 50 μl of erythrocyte suspension was transferred into 1 ml of 4.0 mol / l 
NaCl (stage of hypertensive shock) containing chlorpromazine, at a constant temperature (37 or 0°C). The cells 
were then pelleted by centrifugation and the amount of hemoglobin in the supernatant was determined spectro-
photometrically at a wavelength of 543 nm. 

Results and discussion. The study results showed that the lowest level of hypertonic hemolysis of control 
human and equine erythrocytes ( with no chlorpromazine) was observed with the combined use of preliminary 
incubation of cells in 0.4 mol/L NaCl and low temperature. In all the cases, the level of hypertonic hemolysis of 
the control equine cells was lower than that of human erythrocytes. This fact suggests that equine erythrocytes 
were more resistant to hypertonic shock. It is known that, unlike many mammal erythrocytes, the cells of horse 
are deprived of one of the components of the cytoskeletal complex, i.e. band 4.2 protein. This protein binds to 
the cytoplasmic domain of the band 3 protein and interacts with ankyrin in human erythrocytes. The composi-
tional feature of the equine erythrocyte cytoskeleton-membrane complex is responsible for their higher resis-
tance to the action of hypertonic shock if compared to human cells. The use of chlorpromazine reduced the level 
of hypertonic damage to human and equine erythrocytes, initially incubated in a medium containing both  
0.15 mol/L and 0.4 mol/L NaCl at 37 and 0°С. Under these conditions, the values of the maximum anti-hemolytic 
activity of chlorpromazine are quite high and are in the range of 38-83%. Despite the different level of initial 
damage to erythrocytes (transferred to 4.0 mol/L NaCl from 0.15 mol/L or 0.4 mol/L NaCl) and the values of 
minimal hemolysis in the chlorpromazine presence, the effectiveness of the substance is similar for human and 
equine cells at 37°C and differs at 0°C. Under low temperature, the antihemolytic activity of chlorpromazine 
when using human cells was by 1.2-1.4 times higher. 

Conclusion. The distribution of chlorpromazine molecules in plasma membrane of erythrocytes is heteroge-
neous. The plasma membranes of erythrocytes of various mammal species differ in lipid composition. Perhaps 
at 0°C, the sites of building-in of amphiphilic molecules into the membrane change due to the structural transi-
tion of certain lipids at 0°C and differ for human and horse erythrocytes that lead to various manifestations of the 
antihemolytic activity of the test substance at low temperature. 

Keywords: human and equine erythrocytes, hypertonic shock, partial dehydration, temperature, chlorpro-
mazine. 
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