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ИЗУЧЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ И СТРУКТУРНЫХ 
СВОЙСТВ ЭРИТРОЦИТОВ ПРИ СОСУДИСТЫХ ПАТОЛОГИЯХ

■• • , V ' 1'31
При многих патологических состояниях меняются как функциональ­

ные, так и структурные характеристики мембран клеток. Знание меха­
низмов нарушений может способствовать более глубокому пониманию 
условий развития патологического состояния и помочь в коррекции мем­
бранных нарушений. . :

Одной из характеристик функционального состояния мембран яв­
ляется концентрация ионов в клетке и проницаемость по отношению к 
ним. Известно, что увеличение концентрации Са2+ в эритроцитах как с 
помощью кальциевых ионофоров, так н при ингибировании метаболиз­
ма (при этом происходит истощение клетки по АТФ) ведет к выходу 
К* из эритроцитов [8—12, И]. -■

Перспективным методом исследования структурного состояния 
мембран является метод флуоресцентных зондов, позволяющий судить 

•о таких физико-химических параметрах мембран, как поверхностный 
заряд, мембранный потенциал, микровязкость мембран н т. д. [1, 2]. 
'Одним из наиболее распространенных зондов является отрицательно 
заряженный краситель 1-анилино-8-нафталинсульфонат (АНС), флуо- 
ресценцня которого резко повышается при переходе из водной среды в 
неводную фазу [I, 2, 6, 7].

В настоящей работе исследовано Изменение количества К+ в эри­
троцитах, калиевой проницаемости мембран, связанной с транспортов 
Са*+ внутрь и структурного состояния Мембран по данным флуоресцен­
ции АНС при некоторых сосудистых патологиях nd сравнению с нормой.

Методика. Эритроциты Выделяли из свежен человеческой крови, взятой под гепа­
рином. Была использована кровь бальных с облитерирующим "атеросклерозом и энд- 
лртернитом. Контролем служили эритроциты доноров.
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Для исследования конценграции К+ и калиевой проницаемости эритроцитов кровь 
осаждалась, затем дважды промывалась в 150 мМ NaCl. Изменения концентрации К+ 
и Н+ определяли с помощью пленочного К+- и стеклянного Н+-селектнвных электро­
дов, соединенных в одной ячейке и подключенных через pH-метры к самописцам. Для 
определения количества К+ в клетке в ячейку добавляли сапонин в конечной концен­
трации 0,02%, что приводило к гемолизу эритроцитов и быстрому выходу Кт. Калие­
вую проницаемость эритроцитов смотрели, добавляя в ячейку ингибитор гликолиза- 
фторид натрия. Истинный объем эритроцитов вычисляли центрифугированием суспен­
зии эритроцитов на мнкроцентрнфуге. Расчеты велись на 1 литр плотно отцентрифу­
гированных эритроцитов.

Взаимодействие АНС с эритроцитами определяли согласно методике [7]. 4 раза 
промытые эритроциты инкубировали 30 мин в среде, содержащей 150 мМ NaCl и 10 мМ 
трис-НС1, pH 7,4 и 20 мкМ АНС при 37°С. При этом отношение объема эритроцитов 
к объему среды равнялось 1:7. Затем суспензию быстро отцентрифугировывали и 
0,03 мл супернатанта добавляли в 3 мл диоксана, в котором флуоресценция АНС увели­
чивается на несколько порядков по сравнению с водной фазой. Таким образом можно 
узнать долю АНС, не связавшегося с эритроцитами. Интенсивность флуоресценции 
смотрели на спектрофлуориметре Marti фирмы «Ferrand»(США) при длине волны воз­
буждения 370 нм и флуоресценции 470 нм. Сравнивались относительные интенсивности 
флуоресценции АНС супернатанта в диоксане (J) с контролем (JQ). ДЛЯ контроля 
соответствующее количество среды без эритроцитов инкубировали с 20 мкМ АНС 30 мин 
прн 37°С, затем 0,03 мл раствора добавляли в 3 мл диоксана.

Результаты и обсуждение. В таблице представлены результаты 
расчета концентрации К+ в эритроцитах (функциональные свойства) и 
отношение интенсивностей флуоресценции, отражающей структурные 
аспекты, в норме и при сосудистых патологиях. Как видно из табл., ко­
личество К+ в норме и при атеросклерозе отличается незначительно 
(достоверного отличия нет). В случае же эндартериита концентрация 
К+ уменьшается по сравнению с нормой почти на 17% (Р<0,05).

, . ’ ' ’ Таблица
' Количество К+ и отношение интенсивностей флуоресценции в норме и при 

сосудистых патологиях

• [К+], ммоль/л 
эритроцитов J/Jo

М+т

норма 89,7+4,2 
п=11

0,807+0.008 
п=5

облитерирующий 81,7+2,9 0,754+0,012
атеросклероз п = ]7 п=Ч
эндартериит 74+4,4 

п=12
0,746+0,006 

п=11

Механизм «выбирания» АНС эритроцитами включает 2 процесса: 
адсорбцию АНС на поверхности мембран и перенос красителя внутрь 
клеток [4, 7]. Поскольку меньшая величина 1/Лэ означает уменьшение 
количества АНС в супернатанте, то, судя по нашим данным, и прн арте-. 
росклерозе и при эндартериите увеличивается связывание и проникно­
вение АНС в эритроциты. В обеих случаях по сравнению с нормой есть
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достоверное различие: . Р<0,01 при атеросклерозе и Р<0,001 при энд- 
артериите. Это может быть связано как с уменьшением фиксированно­
го отрицательного заряда на мембране, так и с ухудшением состояния 
мембраны, что приводит к увеличению проницаемости и к большему 
вхождению АНС внутрь эритроцитов.

Нами был исследован выход К+ из эритроцитов при ингибировании 
гликолиза метаболическим ингибитором, фторидом натрия. При подав­
лении гликолиза прекращается производство АТФ и Са2+-АТФаза, су­
ществующая на мембране эритроцитов [13, 15] и .работающая с исполь­
зованием энергии гидролиза АТФ, теряет способность к активной «от­
качке» Са2+ против градиента концентрации. Если при этом в среде 
присутствуют ионы кальция, то их проникновение внутрь приводит к 
активированию Са2+-зависимого «калиевого канала» и ионы калия мо­
гут выходить из эритроцитов [8, 9, 12].

На рис. 1 и 2 представлены типичные кривые выхода К+ из эри­
троцитов в условиях ингибирования гликолиза фторидом в присутствии 
Са2+ в среде в норме и при эндартериите, поскольку наибольшее отли­
чие от нормы было получено именно в этом случае. Как видно из рис. 1, 
в норме после добавления фторида происходит незначительный выход 
К+, первая добавка Са2+ практически не влияет на калиевую проницае­
мость, последующее же внесение Са2+ приводит к быстрому выходу К+, 
при этом наблюдается резкий «всплеск» концентрации Н+. При эндар­
териите (рис. 2 А) быстрый выход К+ получается уже после первой пор­
ции Са2+, «всплеск» иногда бывает менее выраженный. В некоторых 
случаях уже после фторида калиевая проницаемость существенно уве­
личивается и последующие добавки Са2+ не влияют на скорость выде­
ления К+ (рис. 2Б). «Всплеска» Н+ не замечается.

Кажется вероятным, что «всплеск» вызван каким-то структурным 
изменением формы эритроцитов (деформацией), связанным с транспор­
том Са2+ внутрь. Если это справедливо, то, очевидно, при эндартери­
ите мембраны эритроцитов в значительной мере нарушены. Не исклю­
чено и «ослабление» метаболических процессов, в частности гликолиза, 
из-за чего в эритроцитах может быть меньше АТФ. Вышесказанное мо­
жет объяснить инициирование калиевого канала при меньшем числе до­
бавок Са2+ по сравнению с нормой. .,. .

Таким образом, можно прийти к выводу,- что при указанных сосу­
дистых'патологиях функциональные изменения эритроцитов сопряжены 
?о структурными нарушениями мембран. В свою очередь эти наруше­
ния могут быть связаны с ухудшением процессов гликолиза. Известно, 
например, что в мембране эритроцитов есть ферментная система, зави-. 
сящая от АТФ, М§2+ и коэнзима А, которая может превращать лизо- 
фосфатндилхолин в фосфатидилхолин [5]. Это так называемая ацие 
лазная реакция важна для сохранения фосфолипидов эритроцитов. 
/Ложно предположить также, что повышенная агрегируемость эритро­
цитов при сосудистых патологиях [4] объясняется именно такими струк­
турными изменениями как нарушение фосфолипидного состава, заряда
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мембран или деформация эритроцитов. Поэтому наряду с хирургкче- 
’ ским лечением этих заболеваний можно рекомендовать терапию, на­

правленную на коррекцию состояния эритроцитов.
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A. V. Gyulkhandanyan, G- M. Geokchakyan, A. Z. Karapetyan

The Investigation of Some Functional and Structural Properties 
of Erythrocytes in Vascular Pathologies. ,

Summary

The changes of some functional and structural characteristics of human red 
'blood cell membranes In vascular pathologies In comparison with healthy donors 
(have been studied.
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