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Summary. It is established that at children with a children’s cerebral paralysis of change of separate 

indicators of cerebral haemodynamics which have arisen locally in a certain site of a brain, conduct to 
changes of the general condition of blood circulation of a brain that it is not observed at children of control 
group. 
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Данная работа является фрагментом научной 
темы «Исследование устойчивости эритроци-
тов к действию осмотического и температурного 
шока и замораживания», номер гос. регистрации 
0109U000276.

Вступление. Гипертонический стресс эритро-
цитов моделирует состояние клеток при действии 
на них высококонцентрированных растворов со-
лей, образующихся в результате вымораживания 
воды в условиях криоконсервирования биологи-
ческих объектов. 

Известно, что при перенесении эритроцитов 
человека в раствор, содержащий 4,0 М NaCl, при 
37 °С наблюдается их гемолиз на уровне 80-90% 
[6]. Присутствие амфифильных соединений в ли-
тической среде приводит к снижению уровня ги-
пертонического гемолиза эритроцитов [6]. В то же 
время, предварительное инкубирование клеток 
в растворе, содержащем 0,45 М NaCl, позволяет 
значительно снизить повреждение эритроцитов в 
4,0 М NaCl [5].

Следует отметить, что инкубирование в 0,7 
М NaCl формирует метастабильное состояние 
эритроцитов, проявляющееся в высоком уров-
не гемолиза в 4,0 М NaCl [30]. В этих условиях 
амфифильные соединения также способны про-
являть антигемолитическую активность [3]. Из-
вестно, что в условиях гипертонического стресса 
эритроцитов антигемолитическая активность 
амфифильных соединений меньше при 0 °С, чем 

при 37°С [4]. В указанных экспериментальных 
условиях и предварительную инкубацию, и соб-
ственно гипертонический лизис эритроцитов осу-
ществляли при одной и той же температуре - 37 

или 0 °С. Остается неясным низкая температура 
среды предварительной инкубации клеток или 
литической среды играет основную роль в сни-
жении антигемолитической активности амфи-
фильных веществ. Для того чтобы ответить на 
этот вопрос представляло интерес исследовать 
антигемолитическую активность амфифильных 
соединений в условиях гипертонического стресса 
эритроцитов при изменении температуры одной 
из сред инкубации. 

Цель исследования – изучить эффективность 
амфифильных соединений в условиях гиперто-
нического стресса (4,0 М NaCl при 37 °С) эритро-
цитов, перенесенных из сред предварительной 
инкубации, имеющих температуру 0 °С. 

Объект и методы исследования. В работе 
были использованы представители катионных, 
неионных, цвиттерионных и анионных классов 
мицеллообразующих амфифильных соедине-
ний: хлорпромазин гидрохлорид (ХП), додецил-
β,D-мальтозид (ДМ), 3-цетилдиметиламмоний-
1-пропансульфонат натрия (Z16) (фирма 
«Calbiochem») и децилсульфат натрия (С10) (фир-
ма «Синтезпав»), соответственно. Эритроциты по-
лучали из крови ІІ-ой группы доноров-мужчин по 
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общепринятой методике. Все используемые сре-
ды готовили на 0,01 M фосфатном буфере, рН 7,4.

Гипертонический стресс эритроцитов осущест-
вляли следующим образом. С помощью поршне-
вого дозатора (Gilson) эритроциты переносили в 
среду, содержащую 0,15 или 0,7 M NaCl, при 0 0С 
и инкубировали 2 мин, затем переносили в рас-
твор, содержащий 4,0 M NaCl, при температуре 
37 0С на 5 мин (гематокрит 0,4%). Амфифильное 
вещество добавляли в литическую среду перед 
внесением клеток. Количество гемоглобина в су-
пернатанте определяли спектрофотометрически 
при длине волны 543 нм. Выход гемоглобина из 
клеток рассчитывали в процентах по отношению 
к 100%-му гемолизу эритроцитов в присутствии 
тритона Х-100 (0,1%).

Эффективную концентрацию амфифильного 
вещества рассчитывали как среднее арифмети-
ческое концентраций данного вещества, соот-
ветствующих минимальному значению гемолиза 
эритроцитов в серии опытов одного эксперимен-
та. Значение максимальной антигемолитической 
активности (АГ

max
) амфифильного соединения 

представляет собой среднюю арифметическую 
величину из значений максимальной антигемо-
литической активности данного соединения, рас-
считанных по формуле:

менение температуры литической среды (37 °С) 
позволяет существенно повысить эффектив-
ность всех амфифильных соединений примерно 
на 30%. Следует отметить, что в обоих случаях 
вещества можно расположить в ряду по возрас-
танию значений их антигемолитической актив-
ности: Z16<ДМ<С10<ХП. В такой же последова-
тельности возрастают и значения эффективных 
концентраций амфифильных соединений.

где
к - величина гемолиза эритроцитов в данных 
экспериментальных условиях в отсутствии амфи-
фильного вещества;
а - минимальная величина гемолиза эритроцитов в 
присутствии амфифильного вещества.

Исследовали эритроциты 6 доноров в 2-х па-
раллельных пробах. Результаты анализировали 
с помощью критерия Mann-Whitney и ANOVA.

Результаты исследований и их обсуждение.   
Было изучено влияние амфифильных соедине-
ний, относящихся к различным классам, на ги-
пертонический гемолиз эритроцитов человека. 
Эритроциты инкубировали при 0 °С в физиологи-
ческом растворе, а затем переносили в среду, со-
держащую 4,0 M NaCl и амфифильное вещество 
при 37 °С. Из полученных зависимостей уровней 
гипертонического гемолиза клеток от концентра-
ций амфифильных соединений были рассчитаны 
величины максимальной антигемолитической 
активности и значения эффективных концен-
траций веществ. Указанные величины представ-
лены в табл.1. Для сравнения приведены ранее 
полученные данные эффективности амфифиль-
ных соединений [4] в условиях гипертонического 
стресса эритроцитов при 0 °С. 

Из представленных в табл.1 данных видно, 
что в условиях гипертонического стресса эри-
троцитов при изотермическом режиме (0→0 °С) 
амфифильные соединения проявляют антигемо-
литическую активность на уровне 15-63%. Из-

% 100
к
ак

max 


 ,АГ

Таблица 1
Значения эффективных концентраций и 

максимальной антигемолитической активности 
(АГmax) амфифильных веществ при перенесении 

эритроцитов из 0,15 М NaCl (0 °С) в 4,0 М NaCl 
при 37 °С (0→37 °С) или при 0 °С (0→0 °С), (М±m)

Ве-
ще-
ство

Эфф.
конц., 
мкМ 

(0→0 °С)

Эфф.
конц., 
мкМ 

(0→37 °С)

АГmax, 
%

(0→0 °С)

АГmax, 
%

(0→37 
°С)

Z16 2 6 15 ±2 52 ±6

ДМ 3 6 30 ±4 64 ±6

С10 1 0 60 48 ±6 75 ±7

ХП 20 130 63 ±8 93 ±10

Примечание: эффективная концентрация в табл. 
соответствует середине диапазона эффективных кон-
центраций веществ.

В работе [3] показано, что неионный ДМ и ка-
тионный ХП не способны снижать повреждение 
эритроцитов, перенесенных из 0,7 М в 4,0 М NaCl 
при 0 °С. Для анионного С10 и цвиттерионного Z16 
отмечено незначительное (примерно 10%) сни-
жение гипертонического гемолиза эритроцитов. 
Представляло интерес исследовать, как отразит-
ся повышение температуры литической среды (37 
°С) на проявление антигемолитической активно-
сти амфифильных веществ в условиях гиперто-
нического гемолиза эритроцитов, предваритель-
но обезвоженных в 0,7 М NaCl при 0 °С (табл. 2).

Как видно из представленных данных, физио-
логическая температура литической среды по-
зволяет амфифильным соединениям проявлять 
высокую антигемолитическую активность не-
смотря на то, что клетки были предварительно 
обезвожены в 0,7 М NaCl при 0 °С. В указанных 
условиях значения антигемолитической актив-
ности неионного ДМ, анионного С10 и катион-
ного ХП находятся примерно на одном уровне, 
а эффективность цвиттерионного Z16 несколько 
ниже. Следует отметить, что в данном случае 
(табл.2) величина антигемолитической активно-
сти неионного ДМ заметно выше, чем в аналогич-
ном температурном режиме (0→37 °С) для клеток, 
перенесенных из 0,15 в 4,0 М NaCl (табл.1).

Таким образом, при гипертоническом стрессе 
эритроцитов эффект амфифильных соединений 
определяется температурой литической среды.

В условиях гипертонического стресса проис-
ходит нарушение, в первую очередь, барьерной 
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функции плазматической мембраны для ионов, 
затем формируются макроскопические поры, че-
рез которые крупные молекулы гемоглобина вы-
ходят из клетки [1].

Исследуемые амфифильные соединения спо-
собны предотвращать формирование макроско-
пических пор в плазматической мембране клетки. 
При этом температура является дополнительным 
фактором, способным влиять на состояние транс-
мембранных пор [7]. Физиологическая темпера-
тура способствует замыканию мембранных пор, а 
низкая – их стабилизации.

Предварительное инкубирование эритроци-
тов в среде 0,7 М NaCl при 0 °С приводит к фор-
мированию метастабильного состояния клеток и 
выходу из них катионов калия [1]. Перенесение 
таких метастабильных эритроцитов в среду 4,0 М 
NaCl, при 0 °С стабилизирует уже существую-
щие микродефекты и способствует эволюции их 
в макропоры, не позволяя веществам проявлять 
антигемолитическую активность [3].

Действие амфифильных соединений на клет-
ки проявляется на уровне плазматических мем-
бран. Встраиваясь в эритроцитарную мембрану, 
амфифильные вещества изменяют форму клеток. 
Молекулы ХП преимущественно распределяются 
во внутреннем монослое липидного бислоя мем-
браны, трансформируя эритроцит из дискоцита 
в стоматоцит [8]. Молекулы других исследуемых 
веществ (Z16, ДМ, С10), которые распределяются 
во внешнем монослое, являются эхиноцитоген-
ными [2]. В низких концентрациях амфифиль-
ные вещества протектируют клетки от разных 
видов стресса [6, 9], в то время как в высоких кон-
центрациях амфифильные соединения вызывают 
отщепление везикул от плазматических мембран 
[10, 11] и проявляют детергентные свойства [12].

Авторы работы [9] полагают, что в основе ан-
тигемолитической активности амфифильных 
веществ лежит их способность временно разупо-
рядочивать мембрану. Если это предположение 
верно, то чем лабильнее мембрана, тем выше бу-
дут значения антигемолитической активности 

веществ. Если учесть, что при 37 °С мембрана 
более лабильна, чем при 0 °С [1], то результаты, 
полученные в данной работе, свидетельствуют в 
пользу этого предположения. Действительно, по-
вышение температуры литической среды (37 °С) 
позволяет амфифильным веществам эффектив-
нее защищать от гипертонического гемолиза не 
только метастабильные клетки, но и эритроциты, 
перенесенные из 0,15 М NaCl. Несмотря на общий 
характер защитного действия амфифильных со-
единений, относящихся к разным классам, сле-
дует отметить, что эффективность каждого из 
веществ (значения антигемолитической активно-
сти и эффективных концентраций) определяется 
физико-химическими особенностями их моле-
кул.

Выводы. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что эффективность амфифильных 
соединений, относящихся к различным классам, 
выше при физиологической температуре литиче-
ской среды, чем при 0 °С в условиях гипертониче-
ского стресса (4,0 М NaCl) эритроцитов человека, 
перенесенных из сред предварительной инкуба-
ции (0,15 и 0,7 М NaCl), имеющих температуру 
0 С. 

Перспективы дальнейших исследований. 
Планируется исследовать влияние других амфи-
фильных соединений на осмотическую и темпера-
турную чувствительность эритроцитов человека.
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РОЛЬ ТЕМПЕРАТУРЫ ГИПЕРТОНИЧЕСКОЙ СРЕДЫ В АНТИГЕМОЛИТИЧЕСКОЙ АКТИВ-

НОСТИ АМФИФИЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ 
Орлова Н.В.
Резюме. Изучали антигемолитическую активность амфифильных соединений в условиях гипер-

тонического стресса (4,0 М NaCl) эритроцитов человека при температуре литической среды 37 °С и 
сравнивали с полученными ранее результатами при 0 °С. Эритроциты переносили из среды, содержа-
щей 0,15 или 0,7 М NaCl, при 0 °С в среду, содержащую 4,0 М NaCl, при 37 °С. Величины антигемоли-
тической активности амфифильных веществ зависят от температуры литической среды. В условиях 
гипертонического стресса эритроцитов значения максимальной антигемолитической активности ам-
фифильных соединений выше при температуре литической среды 37 °С, чем при 0 °С.

Ключевые слова: гипертонический стресс, эритроциты, амфифильные соединения, антигемоли-
тическая активность, температура литической среды.

УДК 573.356.612.111
РОЛЬ ТЕМПЕРАТУРИ ГІПЕРТОНІЧНОГО СЕРЕДОВИЩА В АНТИГЕМОЛІТИЧНІЙ АКТИВ-

НОСТІ АМФІФІЛЬНИХ СПОЛУК 
Орлова Н.В.
Резюме. Вивчали антигемолітичну активність амфіфільних сполук в умовах гіпертонічного стресу 

(4,0 М NaCl) еритроцитів людини при температурі літичного середовіща 37 °С і порівнювали з резуль-
татами при 0 °С, які були отримані раніше. Єритроцити були перенесені із середовища, що містить 
0,15 або 0,7 М NaCl при 0 °С у середовище, що містить 4,0 М NaCl при 37 °С. Величини антигемолі-
тичної активності амфіфільних сполук залежать від температури літичного середовіща. В умовах 
гіпертонічного стресу еритроцитів значення максимальної антигемолітичної активності амфіфільних 
сполук є більш вищіми при температурі літичного середовіща 37 °С, ніж при 0 °С. 

Ключові слова: гіпертонічний стрес, еритроцити, амфіфільні сполуки, антигемолітична 
активність, температура літичного середовіща.

UDС 573.356.612.111
ROLE of HYPERTONIC MEDIUM TEMPERATURE in ANTIHAEMOLYTIC ACTIVITY of 

AMPHIPHILIC COMPOUNDS 
Orlova N.V.
Summary. Comparative analysis of antihaemolytic activity of amphiphilic compounds under hypertonic 

stress conditions of human erythrocytes at temperature of lytic medium 0 and 37 °С was carried-out. Eryth-
rocytes were transferred from medium 0.15 or 0.7 M NaCl at 0 °С to medium 4.0 М NaCl at 37 °С. The values 
of antihemolytic activity of amphiphilic compounds depend on temperature of lytic medium. The values of 
maximum antihemolytic activity of amphiphilic compounds are upper at temperature of lytic medium at 
37 °С than ones at 0 °С under hypertonic stress conditions of erythrocytes. 

Key words: hypertonic stress, erythrocytes, amphiphilic compounds, antihaemolytic activity, 
temperature of lytic medium.
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