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Вивчали вплив виснаження внутрішньоклітинного вмісту АТФ на захист еритроцитів кролика 
амфіфільними речовинами в умовах постгіпертонічного шоку. Для цього визначали рівень гемолізу 
нативних та метаболічно виснажених еритроцитів за наявності та у відсутності амфіфільних 
речовин. Показано, що виснаження внутрішньоклітинного вмісту АТФ знижує на 15–17% 
постгіпертонічне пошкодження клітин як при 0°С, так і при 37°С. Виявлено, що амфіфільні сполуки 
здатні захищати еритроцити кролика в умовах постгіпертонічного шоку, але лише при 0°С. Для 
метаболічно виснажених клітин тільки аніонний децилсульфат натрію та неіонний децил-β,D-
глюкопіранозид зберігали свою захисну дію, натомість катіонні хлорпромазин та трифторперазин 
втрачали таку можливість. Це можна пояснити, виходячи з особливостей вбудовування амфіфілів 
у еритроцитарну мембрану. Усі досліджувані амфіфільні сполуки підвищують рівень пошкодження 
як контрольних, так і метаболічно виснажених клітин в умовах постгіпертонічного шоку при 
37°С. Імовірно, полегшене вбудовування та підвищена плинність мембрани за такої температури 
дестабілізують бішар та нівелюють захисну дію амфіфільних сполук.
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ВСТУП

У процесі розморожування кріоконсерво
ваних еритроцитів їх мембрана піддається 
надмірному осмотичному навантаженню при 
поверненні клітин в фізіологічні умови [1]. 
Для вивчення цього процесу створена модель 
постгіпертонічного шоку. На першому етапі 
еритроцити піддаються дії гіпертонічного 
розчину, що імітує виморожування води і 
концентрування кріозахисного середовища, 
на другому – вони переміщуються в ізото
нічний розчин [2]. У рамках цієї моделі, 
змінюючи вихідний стан клітин, темпера
турні і осмотичні умови, вводячи додаткові 
речовини, можна підбирати оптимальні умови 
для розморожування клітин, вивчати механізми 
пошкодження та захисту еритроцитів. 

Однією з важливих характеристик кліти
ни, що визначає її стан, є вміст АТФ, який 

слугує основним джерелом енергії в еритро-
цитах ссавців. Він визначає ступінь фосфо-
рилювання мембранних білків і ліпідів, що 
модулює взаємодію бішару з цитоскелетом 
і впливає на стабільність мембрани [3]. 
Зниження концентрації АТФ в еритроцитах 
супроводжується зміною стану ліпідного 
бішару, цитозольної білкової мережі, функ-
ціонування низки ферментних і транспортних 
систем [4, 5]. Це може позначатися на здат-
ності еритроцитів протистояти стресовим 
навантаженням. Так, згідно з даними попе-
редніх досліджень, чутливість еритроцитів 
як людини, так і тварин, змінюється після 
виснаження внутрішньоклітинного вмісту 
АТФ щодо гіпотонічного, гіпертонічного та 
механічного шоку [6, 7]. 

Ми використовували амфіфільні сполуки, 
які мають протекторні властивості відносно 
еритроцитів людини в умовах експериментів, 

©  О.Є. Ніпот, Н.А. Єршова, О.О. Шапкіна, Н.М. Шпакова, С.С. Єршов, Н.В. Орлова



ISSN 2522-9028 Фізіол. журн., 2022, Т. 68, № 6 69

що моделюють різні етапи кріоконсервування, 
а саме кріогемолізу, гіпертонічного та 
постгіпертонічного шоку [8, 9]. Було цікаво 
дізнатись, чи залежать захисні властивості 
амфіфільних речовин від енергетичного ста-
тусу клітини, який може змінюватися за умов 
тривалого зберігання еритроцитів.

Дослідження було проведено на еритро
цитах кролика. Слід відмітити, що результати, 
отримані за допомогою «тваринних» моделей, 
не завжди точно можна екстраполювати на 
людину. Однак вони можуть дати важливу 
інформацію про досліджувані явища. Нап
риклад, у фундаментальній біології модель 
на тваринах може використовуватися для 
розуміння механізмів процесів, які вив
чаються, щоб допомогти визначити напрями 
подальших досліджень. 

Мета нашої роботи – визначити, чи 
зберігаються протекторні властивості три
фторперазину, хлорпромазину, децилсуль
фату натрію, децил-β,D-глюкопіранозиду 
в умовах постгіпертонічного шоку еритро
цитів кролика після виснаження внутріш
ньоклітинного вмісту АТФ.

МЕТОДИКА

Для дослідження використовували еритро
цити, отримані з крові кролика. Роботу 
з  тваринами проводили відповідно до 
«Загальних принципів експериментів на 
тваринах» (V Національний конгрес з біое
тики, Київ, 2013). Після видалення плазми 
еритромасу двічі відмивали центрифу
гуванням при 1000g протягом 3 хв у 10-крат-
ному об’ємі фізіологічного розчину (NaCl 
0,15 моль/л; Na-фосфатний буфер 0,01 моль/л, 
pH 7,4). Виснаження внутрішньоклітинного 
вмісту АТФ проводили таким чином. Ери-
троцити інкубували з 2-дезоксіглюкозою 
(10 ммоль/л) протягом 2 год при 37°С, після 
чого відмивали фізіологічним розчином. 
Постгіпертонічний шок здійснювали ізотер
мічним перенесенням еритроцитів з 2,0 моль/л 
NaCl у 0,15 моль/л NaCl при 0 та при 37°С. 

Амфіфільні речовини трифторперазин (150 
мкмоль/л), хлорпромазин (400 мкмоль/л), 
децилсульфат натрію (600 мкмоль/л), децил-
β,D-глюкопіранозид (800 мкмоль/л) додавали 
в 0,15 моль/л NaCl перед внесенням клітин. 
Вміст гемоглобіну в супернатанті визначали 
спектрофотометрично. 

Для всіх зразків обчислювали середнє 
арифметичне значення і середньоквадратичну 
помилку (M ± m). Статистичну обробку 
отриманих експериментальних результатів 
проводили за допомогою програми «Statistica 
6.0» («StatSoft Inc.», США).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Виснаження внутрішньоклітинного вмісту 
АТФ змінює як реакцію клітин на стресовий 
вплив, так і на здатність протектуючих 
речовин захищати клітини від нього. На 
рисунку (а) представлено результати щодо 
рівня гемолізу еритроцитів кролика в умовах 
постгіпертонічного шоку при 0°С. Видно, 
що пошкодження клітин зменшується на  
17 ± 3% після їх метаболічного виснаження (I). 

Усі досліджувані амфіфільні сполуки 
знижують пошкодження нативних клітин в 
умовах постгіпертонічного шоку: хлорпро
мазин – на 44 ± 3%, трифторперазин – на 55 ± 
4% , децилсульфат натрію – на 66 ± 6%, 
децил-β,D-глюкопіранозид – на 66 ± 5%. 
Виснаження внутрішньоклітинного вмісту 
АТФ змінює чутливість еритроцитів кролика 
відносно захисної дії амфіфільних сполук. 
Такі катіонні сполуки, як трифторперазин та 
хлорпромазин, не впливають на постгіпер
тонічний гемоліз цих клітин, водночас 
аніонний децилсульфат натрію та неіоний 
децил-β,D-глюкопіранозид знижують рівень 
постгіпертонічного гемолізу метаболічно 
виснажених еритроцитів кролика: хлорпро
мазин – на 3 ± 1%, трифторперазин – на  
2 ± 1%, децилсульфат натрію – на 66 ± 5%, 
децил-β,D-глюкопіранозид – на 66 ± 7%.

При 37°С теж спостерігається зменшення 
на 15 ± 4% пошкодження клітин після 
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виснаження внутрішньоклітинного вмісту 
АТФ (див. рисунок, б). за цієї температури 
всі досліджувані амфіфільні сполуки підви
щували рівень пошкодження як контрольних, 
так і метаболічно виснажених клітин. Отже, 
значне зниження внутрішньоклітинного 
вмісту АТФ не впливає на чутливість еритро
цитів кролика щодо дії амфіфільних сполук 
при 37°С.

Отримані результати показали, що амфі
фільні сполуки здатні захищати еритроцити 
кролика в умовах постгіпертонічного шоку, 
але лише за 0°С. При дефіциті енергії тільки 
аніонні (децилсульфат натрію) та неіон-
ні (децил-β,D-глюкопіранозид) сполуки 
зберігають свою захисну дію, натомість 

катіонні (хлорпромазин та трифторперазин) 
втрачають таку можливість. 

Відомо, що метаболічне виснаження 
еритроцитів призводить до сильнішої асо
ціації між спектрином і мембраною, оскіль-
ки зниження концентрації АТФ запобігає 
фосфорилюванню білка 4.1R, що сприяє 
зв’язуванню комплексу 4.1R-спектрин–ак-
тин. Внаслідок цього збільшується модуль 
пружності, натягу та в’язкості мембрани 
[3–5]. Це може бути причиною деякого зни-
ження пошкодження метаболічно виснаже-
них еритроцитів за умов постгіпертонічного 
шоку, оскільки механічна тривкість мембра-
ни підвищується. 

Амфіфільні речовини відомі своєю под
війною дією на клітини. Вище від критичної 
концентрації міцелоутворення поверхнево-
активні речовини солюбілізують клітинні 
мембрани та викликають гемоліз еритро-
цитів, а при нижчих концентраціях захища-
ють еритроцити від таких стресових впливів, 
як гіпотонічний шок. Було запропоновано два 
різних механізми для пояснення цієї осмо-
тичної резистентності. У першому варіанті 
молекули поверхнево-активної речовини вбу-
довуються в клітинну мембрану, викликаючи 
її збільшення та зменшення натягу. Таким 
чином, еритроцити мають можливість збіль-
шувати свій об’єм до більших значень перш 
ніж досягнути критичного гемолітичного 
об’єму. [10, 11]. Другий механізм полягає в 
збільшенні швидкості дифузії катіонів через 
клітинну мембрану, внаслідок формування 
дефектів проникності, що знімає осмотичний 
стрес і запобігає гемолізу [12]. Відсутність 
витоку іонів калію під час інкубації еритро-
цитів з низькими концентраціями амфіфіль-
них речовин свідчить на користь першого 
припущення [13]. 

Порівняння результатів, представлених 
на рисунку, показує, що дія амфіфільних 
сполук в умовах постгіпертонічного гемолізу 
залежить від температури. Захисна дія 
проявляється тільки при 0°С, а при 37°С 
підсилюється гемолітичне пошкодження 

Рівень постгіпертонічного гемолізу нативних (1) та 
метаболічно виснажених (2) еритроцитів за відсутності 
(I) та наявності (II, III, IV, V) амфіфільних сполук при 
0°С (а) та 37°С (б): I – контроль; II – хлорпромазин; 
III – трифторперазин; IV – децилсульфат натрію; IV – 
децил-β,D-глюкопіранозид. *P < 0,05 щодо контрольних 
нативних клітин, **P < 0,05 щодо контрольних метабо
лічно виснажених клітин

а

б
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клітин. Щоб пояснити це, розглянемо процес 
вбудовування амфіфілу в мембрану. Він має 
два етапи – інтеркаляція сполуки в мембрану 
та розподіл у межах бішару. Перший знач
ною мірою визначається гідрофобними 
взаємодіями, другий – електростатичними. 
При підвищенні температури гідрофобні 
взаємодії підсилюються, що полегшує вбу
довування амфіфільних речовин у мемб
рану[14]. З іншого боку, при 37°С плинність 
мембрани вища, ніж при 0°С [15], молекули 
амфіфільних сполук легше переміщуються та 
формують міцели разом з фосфоліпідами, що 
порушує бішар, та надає йому нестабільності. 
Це може підвищувати чутливість еритроцитів 
до стресового впливу та нівелювати захисну 
дію амфіфілів.  

Виснаження внутрішньоклітинного вмісту 
АТФ змінює захисний ефект амфіфільних 
сполук. Хлорпромазин та трифторперазин 
втрачають можливість захищати еритроцити 
кролика в умовах постгіпертонічного шоку, 
водночас С10 та децил-β,D-глюкопіранозид 
зберігають її. Це можна пояснити, виходя
чи з особливостей вбудовування їх у ерит
роцитарну мембрану. Хлорпромазин та 
трифторперазин є катіонними амфіфільними 
сполуками. Після інтеркаляції у поверх
невий шар вони проникають у внутріш
ній моношар та зв’язуються з аніонними 
ліпідними компонентами, що розташовані 
у внутрішньому моношарі ліпідного бішару 
мембрани [16]. Основний негативно заря-
джений ліпід у внутрішньому моношарі – 
фосфатидилсерин – має приблизно 60% 
негативного заряду ліпідів. Інші аніонні 
фосфоліпіди, такі як фосфатидилінозитол, 
фосфатидна кислота і поліфосфоінозитиди, є 
мінорними, але в сукупності вносять 40% не-
гативного заряду [17]. Відомо, що при метабо-
лічному виснаженні вміст поліфосфоінозитидів 
та фосфатидної кислоти знижується [18]. Таким 
чином, невелика зміна молярних концентрацій 
цих ліпідів може призвести до достатніх змін 
аніонного заряду внутрішнього ліпідного 
моношару мембрани. Це може знижувати зв’я-

зування хлорпромазину та трифторперазину 
з мембраною та слугувати поясненням 
відсутності захисної дії цієї амфіфільної 
речовини щодо метаболічно виснажених 
клітин. Натомість, децилсульфат натрію 
та децил-β,D-глюкопіранозид перерозпо
діляються переважно у зовнішньому моно
шарі мембрани, який не зазнає змін при 
зниженні концентрації АТФ [19], і тому 
зберігають свої протектуючі властивості в 
умовах постгіпертонічного шоку.

Таким чином, захисна дія певних речовин 
в умовах стресового впливу на клітини знач
но залежить від їх стану. Так, при тривалому 
зберіганні еритроцитів може змінитися 
їх енергетичний статус, клітини можуть 
бути частково або повністю виснажені за 
внутрішньоклітинним вмістом АТФ. Цей факт 
потрібно враховувати при підготовці клітин 
до кріоконсервації, застосуванні певних 
режимів зберігання та підборі кріозахисних 
речовин. Модельні експерименти можуть 
бути корисними, бо здатні врахувати усі 
умови окремо та передбачити результати 
реального процесу.

Робота виконана в межах наукової тема
тики НДР :«Вивчення механізмів кріопош
кодження еритроцитів ссавців на моделі 
постгіпертонічного шоку і після розморо
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The effect of ATP depletion on the protection of rabbit eryth-
rocytes by amphiphilic substances in posthypertonic shock 
conditions was studied. For this, the level of hemolysis in 
posthypertonic shock of native and ATP-depleted erythrocytes 
in the presence of amphiphilic substances was determined. It 
was shown that ATP depletion reduces posthypertonic cell 
damage by 15-17% both at 0°С and at 37°С. It was found that 
amphiphilic compounds are able to protect rabbit erythrocytes 
in conditions of posthypertonic shock, but only at a temperature 
of 0°С. In conditions of ATP-depletion of cells, only anionic 
sodium decyl sulfate and nonionic decyl-β,D-glucopyranoside 
retain their protective effect in posthypertonic shock condi-
tions, whereas cationic chlorpromazine and trifluoroperazine 
lose this ability. This can be explained based on the features 
of the incorporation of amphiphiles into the erythrocyte 
membrane. All studied amphiphilic compounds increase 
the level of damage in both control and ATP-depleted cells 
under conditions of posthypertonic shock at a temperature of 
37°C. Probably, easier intercalation and increased fluidity of 
the membrane at this temperature destabilize the bilayer and 
reduce the protective effect of amphiphilic compounds.
Key words: rabbit erythrocytes; posthypertonic shock; he-
molysis; amphiphilic compounds; ATP; metabolic depletion.
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