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Досліджували чутливість еритроцитів людини та тварин (бик, щур, кролик, кінь) до дії механічного 
стресу. Показано, що така дія призводить до часозалежного (5-60 хв) виходу катіонів калію з ери-
троцитів ссавців та часткового гемолітичного пошкодження клітин. При цьому рівні вивільнення 
іонів калію і гемолізу не збігалися для еритроцитів усіх ссавців, крім кролика. Найбільш чутливими 
до механічного стресу (60 хв) за гемолітичним пошкодженням були еритроцити щура (32 %), за 
вивільненням іонів калію – еритроцити бика (66 %), найменш чутливими за обома показниками 
– еритроцити кролика (близько 20 %). Проведений кореляційний аналіз показав статистично зна-
чущий негативний зв’язок між значеннями механічного гемолізу еритроцитів ссавців і поверхнево-
об’ємного співвідношення клітин (rs = –0,900, Р  = 0,037). Обговорюється можлива відповідність 
вмісту фосфатидилетаноламіну в мембранах еритроцитів ссавців і рівня втрати катіонів калію 
під час дії механічного стресу. 
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ВСТУП

Головне функціональне навантаження ерит-
ро цитів – транспортування кисню до усіх 
органів та тканин. Їх найважливішою фі-
зичною характеристикою, що забезпечує 
функціонування, є здатність до деформації, 
яка дає змогу проходити по судинах, розміри 
яких подібні або навіть менші за еритро-
цит. Здатність еритроцитів до деформації 
залежить від ендогенних (в`язкоеластичні 
властивості мембрани; в’язкість цитоплазми, 
розміри клітин) [1] і екзогенних факторів [2]. 
Так, механічний стрес, який відбувається при 
використанні систем штучного кровообігу, 
спричинює її зменшення [3]. Слід відмітити, 
що навіть невелике зниження цього показ-
ника супроводжується зменшенням прохід-
ності клітин по капілярах, що призводить до 
тканинної ішемії [4]. Механічні напруги, що 
виникають у мембрані еритроцитів при їх 
деформації, можуть спричинити руйнування 
клітин [3]. 

Для вивчення механічного впливу на 
еритроцити використовують різні методи і 
способи. Деякі з них дають змогу оцінити 
деформацію тільки одного або декількох 
еритроцитів [5], інші дають інформацію про 
стан клітинної суспензії в цілому [6-8]. Ці 
способи мають деякі особливості. Так, для 
методу продавлювання клітинної суспензії 
через медичну голку властива низька від-
творюваність результатів і невеликий об’єм 
суспензії [7], метод, запропонований Завод-
ником із співавт. [6], характеризується досить 
низьким рівнем гемолітичного пошкодження 
клітин при тривалій дії стресу. У роботі [9] 
еритроцити піддають дії механічного стресу 
перемішуванням клітинної суспензії з пла-
стиковими кульками за допомогою магнітної 
мішалки. Такий підхід дає змогу збільшити 
об’єм суспензії, який є достатнім для повної 
і всебічної характеристики клітин після дії 
стресу, підвищити рівень гемолітичного 
пошкодження еритроцитів і відтворюваність 
результатів.
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Дослідження реакції клітин людини і різ-
них видів тварин на дію механічного стре су є 
досить актуальними [10–12]. Для ро бо ти були 
обрані еритроцити ссавців, що відрізняються 
за розмірами, транспортними характеристика-
ми клітинної мембрани, а також за певними 
особливостями складу цитоплазми і цитоске-
лет-мембранного комплексу [13–17].

Мета нашої роботи – дослідити в порів-
няльному аспекті чутливість еритроцитів 
ссавців (людина, бик, щур, кролик, кінь) до 
дії механічного стресу (за рівнем гемолітич-
ного пошкодження та вивільненням катіонів 
калію з клітин).

МЕТОДИКА

Для дослідження використовували еритро-
цити, отримані з донорської крові людини, 
бика, коня, кролика та щура, заготовленої на 
гемоконсерванті «Глюгіцир». Всі маніпуля-
ції проводили відповідно до вітчизняних та 
міжнародних біоетичнимих норм.

Після видалення плазми еритромасу 
тричі відмивали центрифугуванням (цен-
трифуга ОПн-3У4.2, 3000 об/хв, 3 хв) у 
10-кратному об’ємі фізіологічного розчину 
(0,15 моль/л NaCl, 0,01 моль/л фосфатний 
буфер, pH 7,4). Лейкоцитарну плівку і су-
пернатант видаляли аспірацією. Еритроцити 
зберігали у вигляді щільного осаду не більше 
4 год при 0ºС.

Клітини піддавали дії механічного стресу 
перемішуванням клітинної суспензії (гема-
токрит 20%) в ємності, що була заповнена 
пластиковими кульками діаметром 5 мм, при 
кімнатній температурі (22°С). Об’єм суспен-
зії був 5 мл, кількість пластикових кульок 
– 31. Перемішували за допомогою магнітної 
мішалки ММ-5, швидкість обертання – 1200 
об/хв [9]. Через різні часові інтервали (5-60 
хв) відбирали суспензії еритроцитів для ви-
значення виходу гемоглобіну та іонів калію 
з клітин.

Рівень гемолізу еритроцитів досліджува-
ли спектрофотометрично при довжині хвилі 

543 нм. За 100% приймали поглинання проби, 
в яку додавали тритон Х-100 (0,1 %).

Вихід іонів калію з еритроцитів в умовах 
стресу визначали за допомогою іонометра 
універсального ЕВ-74 з використанням іонсе-
лективного електрода ЕЛІС-121К і електрода 
порівняння ЕВЛ-1М3.1. Концентрацю іонів 
калію вимірювали в супернатанті суспензії 
еритроцитів (гематокрит 20%). 100 %-й вихід 
іонів калію з еритроцитів отримували руйну-
ванням клітин у результаті триразового циклу 
заморожування-розморожування.

Гематокрит суспензії еритроцитів ви-
значали на мікрогематокритній центрифузі 
МГЦ-8 [18]. Осмоляльність розчинів речо-
вини досліджували кріоскопічним методом 
із використанням осмометра ОМКА-1Ц-01.

Статистичну обробку отриманих резуль-
татів проводили за допомогою програми 
Statistica 6.0. Для перевірки статистичної 
значущості відмінностей досліджуваних 
числових показників застосовували критерії 
t Стьюдента та Манна-Уїтні. Кореляційний 
аналіз з використанням непараметричного 
коефіцієнта рангової кореляції Спірмена 
(rs) застосовували для аналізу зв’язків між 
досліджуваними показниками. Критичний 
рівень значущості при перевірки статистич-
них гіпотез приймали рівним 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Пошкодження клітин за умов механічного 
стресу оцінювали за двома показниками: 
вихід катіонів калію з клітин та рівень гемолі-
зу (рис. 1). Слід відмітити, що тривала дія 
стресу призводить до часозалежного виходу 
К+ з еритроцитів людини і тварин. Однак ха-
рактер втрати цих катіонів клітинами ссавців 
має видові особливості.

При порівнянні часового проміжку, піс-
ля якого починається витік катіонів калію з 
еритроцитів ссавців, видно, що мінімально 
значуща втрата катіонів калію клітинами 
щура (перевищує 10 %) спостерігається 
після 10 хв, бика – 15 хв, кролика, людини і 

Порівняльне вивчення дії механічного стресу



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 3 77

Н.М. Шпакова, Н.В. Орлова, О.Є. Ніпот, Д.І. Александрова

коня – 30 хв дії стресу (див. рис. 1). В умо-
вах тривалого інкубування еритроцитів при 
механічному стресі (60 хв) відбувається ви-

хід катіонів калію з клітин кролика на рівні 
20 %. Для еритроцитів коня, людини і щура 
втрата калію становить 30-45 %, у той час 
як для клітин бика цей показник набагато 
вищий (65 %).

Найбільш стійкими до дії механічного 
стресу є клітини кролика, які містять макси-
мальну кількість катіонів калію порівняно 
з еритроцитами інших досліджених ссавців 
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Рис. 1. Залежності виходу катіонів калію з клітин (1) і 
рівня гемолізу еритроцитів ссавців (2) від тривалості дії 
механічного стресу: а – щур, б – бик, в – людина, г – кінь, 
д – кролик.
*, ** P < 0,05 – статистично значущі відмінності порівняно 
з контрольними значеннями гемолізу і виходу К+ з клітин 
відповідно.
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[14]. Клітини бика, які є натрійвмісними, 
характеризуються мінімальним вмістом ка-
тіонів калію [14] і високою чутливістю до дії 
стресу (див. рис. 1).

В умовах стресу разом з втратою еритро-
цитами ссавців внутрішньоклітинних катіонів 
калію може спостерігатися вихід макромоле-
кул гемоглобіну (див. рис.1). Рівень гемолізу 
еритроцитів ссавців залежить від тривалості 
дії стресу на клітини. Слід відмітити вірогідні 
відмінності між рівнем механічного гемолізу 
еритроцитів людини і щура порівняно з кліти-
нами бика, коня і кролика (за умов дії стресу 
протягом 60 хв; P < 0,05).

Проведений кореляційний аналіз із ви-
користанням коефіцієнта рангової кореляції 
Спірмена показав статистично значущий 
зв’язок між значеннями механічного гемолі-
зу еритроцитів тварин і розмірами їх клітин 
[4,10,12] (рис.2). Так, найбільш чутливі до 
дії механічного стресу еритроцити щура 
та людини характеризуються меншим по-
верхнево-об’ємним співвідношенням (S/V) 
порівняно з більш стійкими клітинами бика, 
кролика і коня [19-21].

При вивченні гіпотонічного лізису ери-

троцитів ссавців показано, що клітини за 
зниженням чутливості до гіпотонічних се-
редовищ (оцінюється за індексом осмотичної 
крихкості) можна розташувати в ряд: кінь, 
бик, кролик, людина, щур [22]. Виходячи 
з результатів нашої роботи, еритроцити за 
зниженням чутливості до механічного стре-
су (оцінюється за гемолізом після 60 хв дії 
стресу) розташовуються в ряд: щур, людина, 
бик, кролик, кінь (див. рис. 1). Порівняльний 
аналіз послідовностей, які представлені вище, 
свідчить, що еритроцити ссавців, які чутливі 
до гіпотонічного лізису, достатньо стійкі до дії 
механічного стресу. Відомо, що гіпотонічне по-
шкодження пов’язують із розривом еритроци-
тарної мембрани внаслідок її розтягування при 
надходженні води у клітину [23]. Це говорить 
про те, що в наших експериментальних умовах  
переважним видом деформації еритроцитів є 
не розтягування, а стиск і зсув.

При порівнянні ступеня втрати іонів ка-
лію та молекул гемоглобіну для еритроцитів 
різних ссавців в умовах механічного стресу 
видно, що тільки для еритроцитів кролика 
рівні вивільнення іонів калію і гемолізу збі-
гаються протягом усього часу дослідження. 
Таким чином, втрата клітинами кролика ка-
тіонів калію здійснюється тільки за рахунок 
руйнування клітин. 

Для еритроцитів інших ссавців вихід іо нів 
ка лію починає перевищувати рівень гемолітич-
ного пошкодження після певного часу інкубу-
вання: людини – 50 хв, коня – 30 хв, щура – 5 
хв, бика – 0 хв. Таким чином, для еритроцитів 
цих ссавців є два типи пошкодження в умовах 
стресу: повне та сублітичне. Останнє виявля-
ється у вивільненні іонів калію з еритроцитів. 
В цілому до механічного впливу найбільш 
стійкими виявилися еритроцити кролика, 
рівень пошкодження яких за обома показни-
ками (гемоліз та вивільнення іонів калію) був 
найменшим. Найбільш чутливими до стресу 
за рівнем гемолізу були еритроцити щура, за 
вивільненням іонів калію – еритроцити бика.

В основі пошкодження еритроцитів ссав-
ців за умов дії стресу лежать процеси, що 

Рис.2.  Взаємозв’язок рівня гемолізу еритроцитів ссавців 
за умов дії механічного стресу (60 хв) та їх поверхнево-
об’ємним відношенням (S/V)
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пов’язані з формуванням трансмембранних 
дефектів [22,23]. Переважна більшість ліпідів 
мембран еритроцитів схильна до формування 
бішару, але деякі з них, наприклад фосфатиди-
летаноламін (ФЕА), утворюють гексагональні 
структури [24], що забезпечують мембрані 
додаткову «рухливість». За мембранним 
вмістом ФЕА (у відсотках від загального 
вмісту фосфоліпідів) еритроцити ссавців (за 
винятком клітин бика) можна розташувати в 
ряд: кролик (31,9), людина (27,2), кінь (24,3), 
щур (21,5) [17]. Слід зазначити, що мембрани 
еритроцитів щура, які найбільш чутливі до 
механічного стресу за виходом катіонів калію 
містять мінімальну кількість цього ліпіду, а 
механічно-стійкі клітини кролика характе-
ризуються максимальним його вмістом (див. 
рис.1). Таким чином, чим вищий вміст ФЕА, 
тим менш чутливі клітини до механічного 
стресу. Схоже, що більш високий внутріш-
ньомембранний вміст «небішарового» ФЕА 
в еритроцитах кролика дає змогу запобігати 
формуванню мембранних дефектів, про-
никних для внутрішньоклітинних катіонів 
калію, через транзиторну локальну реоргані-
зацію бішару за умов дії механічного стресу.

Підсумовуючи отримані результати, мож-
на зробити висновок, що рівень пошкоджен ня 
еритроцитів ссавців при механічного стресу 
визначається не тільки видом ссавця, а і по-
казником оцінювання. Наявність незначного 
пошкодження клітин за одним показником 
(наприклад, рівень гемолізу) не гарантує 
відсутності прихованих порушень, які вияв-
лялися додатковими методами (наприклад, 
іонометричний метод для дослідження ви-
вільнення іонів калію з клітин). Це ще раз 
підкреслює важливість всебічного вивчення 
клітин при дії стресових факторів. Аналізую-
чи такі результати, можна підібрати еритро-
цити тварин, реакція яких на стрес за деякими 
показниками буде близькою до еритроцитів 
людини. У цьому разі екстраполяція результа-
тів доклінічних досліджень, що проведені на 
еритроцитах тварин на еритроцити людини 
буде обгрунтованою і правомірною.

Н.М. Шпакова, Н.В. Орлова, Е.Е Нипот,  
Д.И. Александрова

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ 
МЕХАНИЧЕСКОГО СТРЕССА НА ЭРИТРО-
ЦИТЫ ЧЕЛОВЕКА И ЖИВОТНЫХ

Исследовали чувствительность эритроцитов человека 
и животных (бык, крыса, кролик, лошадь) к действию 
механического стресса. Показано, что такое действие 
приводит к времязависимому (5-60 мин) выходу катио-
нов калия из эритроцитов млекопитающих и частичному 
гемолитическому повреждению клеток. При этом уровни 
высвобождения ионов калия и гемолиза не совпадали для 
эритроцитов всех млекопитающих, кроме кролика. Наибо-
лее чувствительными к механическому стрессу (60 мин) по 
гемолитическому повреждению были эритроциты крысы 
(32%), по высвобождению ионов калия – эритроциты 
быка (66%), наименее чувствительными по обоим пока-
зателям – эритроциты кролика (около 20%). Проведенный 
корреляционный анализ показал статистически значимую 
отрицательную связь между значениями механического 
гемолиза эритроцитов млекопитающих и поверхностно-
объемного соотношения клеток (rs = –0,900, P = 0,037). 
Обсуждается возможное соответствие между содержа-
нием фосфа тидилэтаноламина в мембранах эритроцитов 
млекопитающих и уровнем потери катионов калия во 
вре мя дейст вия механического стресса. 
Ключевые слова: эритроциты млекопитающих; механиче-
ский стресс; катионы калия; гемолитическое повреждение.

N.M. Shpakova, N.V. Orlova, E.E. Nipot,  
D.I. Aleksandrova

COMPARATIVE STUDY OF MECHANICAL 
STRESS EFFECT ON HUMAN AND ANIMAL 
ERYTHROCYTES 

Sensitivity of human and animal (bovine, rat, rabbit, equine) 
erythrocytes to the effect of mechanical stress has been stud-
ied. Mechanical stress effect was demonstrated to result in a 
time-dependent (5-60 min) release of potassium cations out of 
mammalian erythrocytes and a partial hemolytic cell damage. 
Herewith the release levels of potassium ions and hemolysis 
did not coincide for erythrocytes of all the mammals except 
rabbit ones. The most sensitive to mechanical stress (60 
min) by the parameters of hemolytic damage and potassium 
ion release were rat (32%) and bovine (66%) erythrocytes 
respectively, the lowest sensitive by both parameters were 
rabbit ones (about 20%). Implemented correlation analysis 
has demonstrated a statistically significant negative relation 
between the values of mechanical hemolysis of mammalian 
erythrocytes and surface-volumetric ratio of cells (rs = –0.900, 
P = 0.037). A feasible relationship between the content of phos-
phatidylethanolamine in mammalian erythrocyte membranes 
and the level of potassium cation loss under mechanical stress 
effect is under discussion.  

Н.М. Шпакова, Н.В. Орлова, О.Є. Ніпот, Д.І. Александрова
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