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вступление. В настоящее время актуально 
исследование механизмов повреждения и защиты 
клеток в условиях действия стрессовых факторов, ко-
торые, прежде всего, влияют на плазматическую мем-
брану клетки. При этом особое внимание уделяется 
изучению гипотонического гемолиза эритроцитов, 
как объекта фундаментальных и прикладных исследо-
ваний. Химические соединения, которые действуют 
на мембранные компоненты и компоненты цитоске-
лета, модифицируют их и/или связи между ними. 
При этом одни вещества оказывают защитное вли-
яние, а другие – гемолизирующее. Известно, что 
устойчивость эритроцитов к изменению осмотиче-
ских и температурных условий среды может повы-
шаться при наличии в среде веществ, влияющих на 
процессы замыкания мембранных пор, в частности 
амфифильного вещества хлорпромазин [4]. Су-
ществует предполажение, что различные условия, 
при которых происходит воздействие, оказывают 
влияние на способность проявления амфифиль-
ными веществами своих защитных свойств. В на-
стоящее время недостаточно данных о характере 
действия амфифилов при модификации мембран 
эритроцитов, что требует дальнейшего тщательно-
го изучения. 

В связи с вышеизложенным, целью данной ра-
боты явилось изучение влияния модифицирующих 
соединений, вносящих изменения в структуру цито-
скелет-мембранного комплекса (ЦМК) эритроцитов 
человека, на антигемолитическую эффективность 
хлорпромазина (ХПР) в условиях гипотонического 
гемолиза. 

Объект и методы исследования. В работе ис-
пользовали эритроциты донорской крови мужчин II 
группы, полученные по стандартной методике. 

Гипотонический лизис эритроцитов осущест-
вляли перенесением аликвот клеточной суспензии 
в гипотонические среды, содержащие NaCl, (гема-
токрит 0,4 %) при 37°С на 5 мин, после этого пробы 
центрифугировали и определяли содержание 

гемоглобина в надосадке спектрофотометрическим 
методом (l = 543 нм). Для экспериментов были ис-
пользованы концентрации NaCl, в которых уровень 
гипотонического гемолиза клеток составлял при-
мерно 70 %. 

Обработку эритроцитов модификаторами ЦМК 
осуществляли при температуре 37°С в среде для 
инкубации [11], в которой находился соответству-
ющий модификатор. Модификацию эритроцитов 
йодацетамидом (ЙАА) (15 мМ) проводили по ме-
тоду – [2], парахлормеркурийбензоатом натрия 
(ПХМБ) (1 мМ) и 4,4’-диизотиоцианато-стильбен-
2,2’-дисульфонатом (ДИДС) (50 мкМ) – по методу 
– [3], N-этилмалеимидом (N-ЭМ) (10 мМ) – [14], 
комбинированную обработку ЙАА/ПХМБ – [8, 14]. 
Модифицированные эритроциты отмывали сре-
дой для инкубации и хранили до использования 
при 4°C не больше 30 мин. 

ХПР добавляли в гипотоническую среду перед 
внесением клеток. Конечная концентрация ХПР со-
ставляла 80 мкМ. 

В работе были использованы хлорпромазин ги-
дрохлорид фирмы ”Calbiochem”, реактивы отече-
ственного производства квалификации х. ч. и ч. д. а. 

Результаты исследований и их обсуждение. 
На рис. представлены данные, характеризующие 
влияние ХПР на клетки, предобработанные моди-
фикаторами, в условиях гипотонического гемолиза. 
Видно, что ХПР снижает уровень гемолиза клеток 
при предобработке всеми модификаторами. Одна-
ко все используемые вещества снижают протектор-
ные способности ХПР: повреждение клеток, предо-
бработанных модификаторами в присутствии ХПР, 
больше, чем немодифицированных клеток. 

В эритроцитарной мембране при обработке мо-
дификаторами развиваются процессы, приводя-
щие к снижению пертурбирующей активности ХПР 
при встраивании в мембрану. Однако протекторное 
влияние ХПР не исчезает при влиянии всех исполь-
зованных веществ. 

Видно, что антигемолитическая (АГ) активность 
ХПР зависит от используемого модификатора ЦМК. В 
частности, N-ЭM оказывает наименьшее влияние на 
АГ активность ХПР и данные, полученные при влия-
нии N-ЭM, статистически не отличаются от контроль-
ных эритроцитов. Это говорит о том, что это вещество 
оказывает наименьшее влияние на пертурбирующие 
способности ХПР и практически не влияет на его АГ 
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эффективность. При влиянии ДИДС АГ активность ХПР 
снижается. Защитные способности ХПР при предо-
бработке ПХМБ и предобработке ИАА характеризует-
ся близкими показателями. Наименее выраженными 
протекторными свойствами амфифил ХПР обладает 
при комбинированной обработке ИАА/ПХМБ. 

Без предварительной обработки мембран ИАА, 
который блокирует цитоплазматический пул и 50 % 
мембранных белков, ПХМБ не связывается с ПХМБ-
специфической SH-группой белка полосы 3, свя-
зываясь с другими пятью из шести SH-групп белка 
полосы 3 [10, 18]. Поэтому в данном случае полный 
эффект действия меркуриата на белок не прослежи-
вается, что также подтверждают данные электрофо-
реза [1]. Результаты электрофоретического анали-
за свидетельствуют, что белковый спектр мембран 
эритроцитов, обработанных ИАА, качественно не 
изменяется [1]. Таким образом, дополнительная 
обработка эритроцитов ИАА усиливает модифи-
цирующее действие ПХМБ на мембрану, способ-
ствуя связыванию ПХМБ с ПХМБ- специфической 
SH-группой белка полосы 3. Можно предположить, 
что вследствие этого существенно изменяются бе-
лок-липидные взаимодействия. Пертурбирующее 
влияние ХПР на модифицированные таким образом 
эритроциты снижается т. к., влияя на белок-липид-
ные взаимодействия, эти вещества влияют и на 
расположение липидов, с которыми связывается 
ХПР. Таким образом, ПХМБ влияет на белок-липид-
ные взаимодействия, а ИАА лишь усиливает данное 
воздействие. Препятствуя встраиванию ХПР в мем-
брану, ИАА/ПХМБ тем самым снижают его протек-
торное влияние на клетки. 

Механизм действия N-ЭМ сходен с таковым для 
ИАА. N-ЭМ также является сульфгидрильным ре-
агентом, однако он способен блокировать до 80 % 
SH-групп мембраны [10] в отличие от ИАА, блоки-
рующего меньшее количество белковых SH-групп. 
В свою очередь блокада N-ЭМ (и в меньшей сте-
пени ИАА) специфических SH-групп на спектрине 
сдвигает равновесие между димерным и тетрамер-
ным состоянием спектрина в сторону образования 
димеров, в результате чего его связь с мембраной 
ослабляется [17]. При действии ИАА/ПХМБ наблю-
дается замедление перехода спектрина из тетра-
мерной в димерную форму. Следовательно, можно 

предположить, что изменение состо-
яния спектрина в сторону димерности 
как при действии N-ЭМ не влияет на 
встраивание ХПР в липидный бислой. 
Тогда как преобладание тетрамерных 
форм спектрина является неблаго-
приятным фактором для связывания 
ХПР с мембраной эритроцитов. Таким 
образом, изменение структуры мем-
браны под действием N-ЭМ несуще-
ственно влияет на пертурбирующие 
возможности ХПР при гипотоническом 
гемолизе. 

ДИДС известен как ингибитор 
анионного транспорта, а также он 

Рис. 1. влияние модификаций цитоскелет-мембранного комплекса и 
хПР (80 мкм) на уровень гипотонического гемолиза  

эритроцитов человека.  
Примечание: – отличия достоверны в сравнении с контролем, Р < 0,05. 

индуцирует структурную реорганизацию цитоске-
летных компонентов [7], уменьшает их экстрагиру-
емость из мембран [12], вызывает эхиноцитоз [6]. 
Согласно данным литературы, ДИДС уменьшает 
связывание белка полосы 3 с анкирином и белком 
полосы 4. 1 [7]. Оба эти белка связывают цитоске-
лет с мембраной. Очевидно, что в нашем случае 
ДИДС, ковалентно связываясь с белком полосы 3 и, 
этим самым, модифицируя взаимодействие белка 
полосы 3 с цитоскелетом, вызывает такие измене-
ния, которые способствуют ослаблению защитно-
го эффекта ХПР. В работе [16] было показано, что 
тетрамер является преобладающей формой белка 
полосы 3, связывающейся с анкирином. Обработ-
ка ДИДС, которая способствует переходу большей 
части популяции белка полосы 3 в димеры, приводит 
к элиминации большинства анкирин-связывающих 
участков на мембране [16]. Возможно, элиминация 
анкирин-связующих участков в мембране ведет к 
такому перераспределению компонентов мембра-
ны, которое приводит к снижению связывания ХПР 
с мембраной. Кроме того, диссоциация тетрамеров 
белка полосы 3 с помощью ДИДС в димеры приво-
дит к увеличению поверхностной площади в участ-
ках контакта белка полосы 3 с липидным бислоем и, 
в конечном итоге, ослаблению связывания данного 
белка с мембранным скелетом [5]. Также отмечает-
ся изменение взаимодействия холестерина с бел-
ком полосы 3 в липидном бислое [9] и увеличение 
прочности связи цитоскелета с данным белком. То 
есть неблагоприятное действие ДИДС на мембраны 
при гипотоническом гемолизе, а также на АГ актив-
ность ХПР может быть обусловлено как действием 
на анионный транспорт, так и структурными изме-
нениями мембраны эритроцитов под действием 
модификатора. 

Все эти данные позволяют говорить о ключевой 
роли компонентов цитоскелета и/или взаимодей-
ствий с мембраной в контроле чувствительности 
эритроцитов к действию неблагоприятных фак-
торов, а также в контроле эффективности антиге-
молитического воздействия ХПР. Дополнительная 
модификация мембран эритроцитов приводит к 
изменению состояния и расположения белко-
вых и липидных компонентов мембраны. А так как 
местами связывания ХПР в мембране являются 
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полифосфоинозитидные липиды [15], то изменение 
их расположения приводит к снижению пертурбиру-
ющей активности ХПР и, следовательно, его антиге-
молитической эффективности. 

выводы. 
1. ХПР снижает уровень гипотонического лизиса 

контрольных эритроцитов и эритроцитов, обрабо-
танных модификаторами цитоскелет-мембранного 
комплекса. 

2. Обработка эритроцитов такими модифика-
торами цитоскелет-мембранного комплекса, как 
ПХМБ (1 мМ), ИАА (15 мМ), ИАА/ПХМБ, ДИДС (0,05 

мМ) снижает уровень антигемолитической актив-
ности хлорпромазина при гипотоническом гемолизе 
эритроцитов. 

3. Уровень антигемолитической активности ХПР 
в условиях гипотонического гемолиза и обработки 
ЦМК зависит от используемого вещества. 

Перспективы дальнейших исследований. В 
дальнейших исследованиях целесообразно изучить 
влияние модификаторов ЦМК и ХПР на сохранность 
эритроцитов в условиях действия низких темпера-
тур и гипертонических растворов. 
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дОслідЖення вПлИву РіЗнИх мОдИфіКацій мемБРанИ і цИтОсКелета на антИгемОлітИчну 

аКтИвність  хлОРПРОмаЗИну  в  умОвах  гіПОтОнічнОгО гемОліЗу еРИтРОцИтів лЮдИнИ
михайленко х. в. 
Резюме. В роботі дослідили вплив модифікуючих сполук: йодацетаміду (ЙАА), парахлормеркурійбен-

зоату натрію (ПХМБ), ЙАА/ПХМБ, 4,4’-діізотіоціанато-стильбен-2,2’-дисульфонату (ДІДС), N-етилмалеїміду 
(N-ЕМ), які змінюють структуру цитоскелет-мембранного комплексу еритроцитів людини, на антигемолітич-
ну ефективність хлорпромазину (ХПР) в умовах гіпотонічного гемолізу. З’ясували, що ХПР знижує рівень гі-
потонічного лізису, як контрольних еритроцитів, так і еритроцитів, оброблених модифікаторами цитоскелет-
мембранного комплексу. Проте, при впливі на еритроцити людини модифікаторів (ПХМБ (1 мМ), ІАА (15 мМ), 
ІАА/ПХМБ, N-ЕМ (10 мМ), ДІДС (0,05 мМ)) рівень антигемолітичної активності хлорпромазину знижується і 
залежить від використовуваної речовини. 

Ключові слова: еритроцити, хлорпромазин, модифікатори цитоскелет-мембранного комплексу. 
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БІОЛОГІЯ

удК 612. 111:577. 352. 462
ИсследОванИе влИянИя РаЗлИчнЫх мОдИфИКацИй мемБРанЫ И цИтОсКелета на ан-

тИгемОлИтИчесКуЮ аКтИвнОсть хлОРПРОмаЗИна в услОвИях гИПОтОнИчесКОгО гемО-
лИЗа ЭРИтРОцИтОв челОвеКа

михайленко К. в. 
Резюме. В работе исследовано влияние модифицирующих соединений: йодацетамида (ЙАА), парах-

лормеркурийбензоата натрия (ПХМБ), ЙАА/ПХМБ, 4,4’-диизотиоцианато-стильбен-2,2’-дисульфоната 
(ДИДС), N-этилмалеимида (N-ЭМ), изменяющих структуру цитоскелет-мембранного комплекса эритро-
цитов человека, на антигемолитическую эффективность хлорпромазина (ХПР) в условиях гипотонического 
гемолиза. Обнаружили, что ХПР снижает уровень гипотонического лизиса, как контрольных эритроцитов, 
так и эритроцитов, обработанных модификаторами цитоскелет-мембранного комплекса. Однако, при вли-
янии на эритроциты человека модификаторов (ПХМБ (1 мМ), ИАА (15 мМ), ИАА/ПХМБ, N-ЭМ (10 мМ), ДИДС 
(0,05 мМ)) уровень антигемолитической активности хлорпромазина снижается и зависит от используемого 
вещества. 

Ключевые слова: эритроциты, хлорпромазин, модификаторы цитоскелет-мембранного комплекса. 
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Research of Influence of Different Modifications of Membrane and Cytoskeleton on Antihemolytic Ac-

tivity of Chlorpromazine under Hypotonic Lysis of Human Erythrocytes
Mikhailenko K. V. 
Summary. Compounds that operate on membrane components and components of cytoskeleton modify them 

and/or connections between them. Thus one substances render protective influence, and other – hemolyzing. It 
is known that stability of erythrocytes to the change of osmotic and temperature terms of environment can rise 
at presence of in the environment of substances influencing on the processes of shorting of membrane pores, in 
particular amphipath substance chlorpromazine. 

Influence of modifying connections is in process investigational: yodacetamid (YAA), sodium 
p-chloromercuribenzoate (PCMB), YAA / PCMB, 4,4 – diizotiocianato-stil’ben- of 2,2 – disulphonate (DIDS), N- etil-
maleimid (N-EM) changing the structure of cytoskeleton-membrane complex of red blood cells, on antihemolytic 
efficiency of chlorpromazine (CPR) in the conditions of hypotonic lysis. Discovered that CPR reduced the level of 
hypotonic lysis, both control erythrocytes and erythrocytes treat the modifiers of cytoskeleton-membrane complex. 
However, at influence on the human erythrocytes of modifiers (PCMB (1 мМ), YAA (15 мМ), YAA / PCMB, N-EM (10 
мМ), DIDS (0,05 мМ)) the level of antihemolytic activity of chlorpromazine goes down and depends on the used 
substance. In particular, N-EM renders the least influence on antihemolytic activity of CPR and data got at influence 
of N-EM, statistically does not differ from control erythrocytes. It talks that this substance renders the least influence 
on the perturbing capabilities of CPR and practically efficiency does not influence on his antihemolytic activity. At 
influence of DIDS on antihemolytic activity of CPR goes down. Protective capabilities of CPR at pre-treatment of 
PCMB and pre-treatment of YAA characterized by near indexes. Possesses the least expressed protector properties 
of amphipath substance CPR at the combined treatment of YAA / PCMB. 

The aftertreatment of red blood cells of YAA strengthens the modifying operating of PCMB on a membrane, 
assisting binding of PCMB to PCMB – by the specific SH- groups of protein band 3. It is possible to suppose 
that hereupon protein-lipids cooperations change substantially. Perturbing influence of CPR on the erythrocytes 
modified thus goes down as, influencing on protein-lipids co-operations, these substances influence and on the 
location of lipids CPR contacts with that. Thus, PCMB influences on protein-lipids cooperations, and YAA only 
strengthens this influence. 

The mechanism of action of N-EM is similar with such for YAA. N-EM also is a sulfhydryl reagent, however he is 
able to block to 80 % SH-groups of membrane unlike YAA blackout less of the proteins SH- groups. 

DIDS, covalently contacting with the protein band 3 and, this same, modifying cooperation of protein band 3 with 
a cytoskeleton, causes such changes that assist weakening of protective effect of CPR

The obtained data allow to talk about the key role of components of cytoskeleton and/or cooperating with 
a membrane in control of sensitiveness of erythrocytes to the action of unfavorable factors, and also in control 
of efficiency of antihemolytic influence of CPR. Additional modification of membranes of red blood cells causes 
the change of the state and location of proteins and lipids components of membrane. And because the places of 
fastening of CPR in a membrane are polyphosphatidylinositol lipids, the that change of their location results in the 
decline of perturbing activity of CPR and, consequently, to his antihemolytic efficiency. 

Key words: erythrocytes, chlorpromazine, modifiers of cytoskeleton-membrane complex. 
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