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КИСЛОТНЫМ ГЕМОЛИЗ ЭРИТРОЦИТОВ. 
ВЛ ИЯ н И Е XЛ О Р П РОМ АЗ ИНА

И Af. КОРХМАЗЯН, Л. Г. МИКАЕЛЯН 

Ереванский физический институ- ГКАЭ СССР

Показало, что кислотный гемолиз эрнцхиипои нкляетси сложным м.ного- 
сгадийным процессом. связанным <• нарушением целостное։и плазма;нче- 
. ;,.-гп мл'мбраиы нгронитов. При рН>3 ХГ1 о концентрации 3.5.1G- М 
окалынае! iKKCiopoe стабилизирующее влияние на структуру эрнтрг .и тв, 
не предотвращал при этом гемолиза.

11 ։ ап ։ йЬ <ч ч fi[nf I.) ЛЪ pPifiu^/Л <ч(՝Ч{‘ nVnl .uiffiniJ!^гиЪ
’ „fui.'/tiuif/,.։ b^.j. ։։!jt{i'l>wljn/b ifitn/fi t(pwt
՝՝t.U п(!՝ч1> ГШ1'Ч ”Г1՝ ЪЬршпЪпи? .' J?..7p/Iu>bb41-|/| JljiiJUitii/ii и/։ /плЪу. t/rnt
,£|՛՛՛ f'pujpnil3,5»1П 5 IL ifnbtflfbuipiuffp’ub, bpp шг»ш» !։ /•{,•
pnuf li L J t-limb'll J fib Ijtunnl Ijlfu/Af'll ПрЛ^«>.^/| /lUJJHlbuilflllJ' Iibf/,՝։ulini’i lUHlCuiJf 
•flii/bf։.-! ,mf W Uif '..i J fib \I.J.'4fitjpi

So ;.e KSpe. IS <>f .ich1 С лчпо’у •։<• of erythrocyte; With ?.ll cr.’iplvisis О II - 
i?,l pli.i-t <>f i have ne.ii studied. Results show. ։Le co nplex nature or 

.iridic ko-nolysi.s. which Includes various stage's of erylhrocyte men u.:ane 
damage. 3.*.10- M chlorpromaslne at pl I >3 c-iuses so e stabiLzallon 
i.h :’<-:nbr.iiie sirii шч wi houi prevention о I;■•■ nlys s.

Эри-.ki.i 1Г)ТН1яй zeMQ.urf— хаирпрамииин

Известно, что амфифильные лекарственные соединения при определен
ных концентрациях оказываю! стабилизирующее влияние на устойчи
вость эршрпиитов к осмотическому лизису [6]. Механизм осмотиче
ского гемолиза давно и интенсивно исследуется. Усч анонленл важная 
рол! мембр; л как в пронеесе гемолиза, так и в модификации этого про-

Сд.’кранц-.чп! XII ...ч.-рприм.т шн. 
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цесса различными лекарственными соединениями [6, 7]. В силу ряда 
преимуществ в клинической практике используется также и другой вид 
гемолиза—кислотный [1], до настоящего времени мало исследованный.

Сопоставление кинетик осмотического и кислотного гемолиза наг 
водит на мысль о существовании различия в механизмах этих процес
сов. Детальное изучение кислотного гемолиза, а также влияния амфи 
фильных лекарственных соединений на его кинетику могло бы про-пнь 
свет на понимание механизма этого типа лизиса эритроцитов и роли 
мембран в этом процессе.

Материал и метадико. Кэовь здоровых доноров хранили в нигратном консерви
рующем растворе примерно I—2 часа, ятем эритрониты отделяли от плазмы, дважды 
промывали фосфатным буфером следующего состава (ыМ): МаС1 -145; Ха2НРО4. 
12Н2О--7,6; КН2РО4—2,4 (pH 7,4) Клетки осаждали при комнатной температуре 
ЮмннХЮОО^. Отмытые эрифйциты рссусиен.шровалн в гом же буфере, доводя кон- 
вентрашпо суслен шн 1.3. !()* кл/мл. 50 мкл аликвоты клеточной суспен .кн добав
ляли R стеклянную кювету, содержащую 4 мл экспериментального раствора. Инотонн- 
•п'Ски։. растворы МаС1 с низкими pH готовили на глицил-глициновом буфере.

В ряде случаев (отмечено в тексте) гемолиз проводили я неэабуференных раство
рах 0,9%-ного ХзС1, pH которых доводили .то необходимой величины добавлением 
0.1 и НО. при этом эритроциты отмывали (1,9 \ лым раствором МаС1 (pH 7,II.

В опытах с XII (Ливонский хи.микб-фармацептическнй »авод) эритроциты предва
рительно инкубировали нс мс-нее 10 млн а растворе с XII в концентрации, соответству
ющей его конпектрапнн и экспериментальном растворе.

О величине н кинетике гемолитз судили по нзмененню светоиропусканни суспен
зии эритроцитов (Т) при д- 700 нм на СФ-26 .ПОЛЮ, снабженном самопишущей уста
новкой.

Изменение формы и состояний эритроцитов контролировали наблюдением в свето- 
вой микроскоп ЧБП-3.

Все эксперименты проводили при комнатной температуре при непрерывном пере
мешивании суспензии,

Результаты и обсуждение Кисло! нын гемолиз эритроцитов рас
смотрен в узком интервале pH (2,5-уЗ,5). Величина р!I влияет из дли
тельность начальной стадии, на кинетику всего процесса, ио не на его 
конечную величину. Во всех случаях гемолиз происходит полностью 
На рис. I а приведены кривые светопропускаиия суспензии эритроцитов 
и средах с pH 2,5 и 3,5. Видно, что продолжительность начального 
участка кривой, как и кинетика всего процесса, различны. Собственно, 
разрушение клеток (обесцвечивание и исчезновение при наблюдении в 
.микроскоп) начинается с 200 (pH 2,5) н 500 с (pH 3,5). что соответ
ствует области резкого изменения наклона кривых светопропускаиия.

Кислотный гемолиз является сложным процессом, включающим, 
несколько стадий. Изучение начальной стадии, во время которой клет
ка претерпевает изменения, приводящие ее к разрушению, представляет 
наибольший интерес.

Не претендуя на полное объяснение картины начальных стадий 
кислотного гемолиза, необходимо тем нс менее рассмотреть процессы, 
происходящие при помещении клеток в кислые растворы.

Одним из возможных проявлений влияния кислой среды является 
образование дефектов в структуре липидного бислоя мембран, что в ус 
ловиях исходного неравномерного распределения ионов между клеткой
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« средой, а также наличия большого количества осмотически активно
го гемоглобина должно привести к быстрому проникновению воды з 
клетку—набуханию. Дальнейшее развитие дефектов в более крупные 
поры приводит к лизису клеток.

Рос. ։. Рис* 2.
Рис. 1 а) Изменение светопр.опускакня суспензии эритроцитов в среде с 
pH 2.5 и 3,5. б) Светопропусканке начальной стадии кислотного гемоли
за для pH 2,5 к 3,5, зарегистрированное при большей чувствительности 

самопишущей установки.
Рис. 2. Изменение кинетики кислотного гемолиза при добавлении к сус
пензии эритроцитоз МаОН. На кривой светопропускання для полного 
гемолиза стрелками указаны моменты добавления КэОН: I 30 сек, 

2—1 мнн, 3—1,5 мни, 4—2 мни. 5—3 мни. 6—4 чин.

Не исключается и другая цель событий. Возникновени՛.՛ большого 
градиента ионов Н՝ через мембрану при помещении клеъж в кислые 
растворы приведет к входу Н՛ и выходу ОН из клеюк [3]. рН-метри- 
ческий контроль незабуференног• раствора с эритроцитами показал 
медленное защелачивание среды В интервале воеме: ■ . соотнетствую- 
щем начальной стадии гемолиза, pH изменяется . 3.05 до 3,25. Ука
занные процессы должны повлечь ла собой вход хорошо проникающих
через эритроцитарную мембрану конов С' и, со: : ветс твеипо, воды. что
приведет к набуханию, а по л^сгпженни критическом объема—к лич:-։
су клеток. Причем,
КИСЛОЙ СреДОЙ, МОГУТ СНИЗИТЬ 1ЦфО1

повреждения мембранных структур.
чувствительности

пылнаиные
։ритрс>цнтов к

ос моти ч ес к и м с дв и га м.
Дру.им эффектом кислых растворов является снижение отркца- 

• елыюго поверхностного заряда мембран [4). Уменьшение элсктроста 
тического отталкивания эритроцитов должно способствовать их игре 
гании, наблюдаемой нами в микроскоп. Степень агрегации зависит ог 
величины pH. Она уменьшается с ростом pH от 2 до 3.5. Как агрега
ция, так и набухание клеток в основном завершаются к 20—30 с. В по 
следующий период вплоть до исчезновения клеток заметных изменений 
в их популяции не наблюдается, кроме некоторого увеличения уже об 
разованных сфер.

Кривая сйетопропускания начальной стадии, зарегистрированная 
::ри большей чувствительности самопишущей установки, шпиент от р!I
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(рис. I б). Область начального роста Т соответствует периоду быстрого 
набухания клеток. Вклад остальных процессов в форму кривой свето
пропускания (агрегация, изменение формы клеток и др.) в настоящей 
работе не рассматривается.

В другой серии экспериментов изучался вопрос о возможности 
предотвращения кислотного гемолиза с помощью быстрого восстанов
ления pH среды. Для этого в разные промежутки времени в >. сдельные 
пробы суспензии эритроцитов в незабуференных растворах с pH 2.5 до
бавляли малые количества концентрированного раствора К’аОН, дово
дя pH среды до 6.5—7. На рис. 2 приведено изменение 'Г при добав
лении \aOII к суспензии эритроцитов с исходным pH 2,5. Видии рез
ное изменение кинетики гемолиза сразу после добавления щелочи, при
чем в первые две минуты восстановление pH то нейтральных значений 
практически останавливает гемолиз. Этот эксперимент свидетель
ствует об обратимости барьерной функции мембран в первые две мину
ты действия кис.той среды. Эти результаты коррелируют с данными 
об обратимости формы 5] и электрокинетической иодвнжносп эритро
цитов [4] в кислых средах.

Для оценки роли липидного матрикса в процессе кислотного ге.мо- 
. иза нами был использован XII в качестве стабилизирующего агента, 
известного из экспериментов по осмотическому гемолизу [(>, 7] и элек
тромеханической устойчивости липидных бислоев [2].

При pH 2,5 влияние различных долитических концентраций ХП 
проявляется лишь в некотором изменении формы начального участка 
кривой светопропускания. Кинетика процесса остается постоянной 
вплоть до концентрация XII-Я-10 3М. Д тпчегкая концентрация ХП 
(2-10 4 М) заметно ускоряет процесс.

При pH .3,5 картина эффекта ХН иная. В зависимости от его кон
центрации по-разному изменяются как фирма начального участка кри
вой светопропускания, так и кинетика всего процесса (рис. 3). Стаби

Рис. 3. Изменение кинетики гемоли
за «рнтроцнтов, вызванное ХП в кон
центрациях: 1 — 3.5.10-5 М; 2—кон
троль, без XI1; 3 -2.10֊ •՛ М; -5—6֊ 
8.40-5.М; 5—2.10 4 .4 (лн.-нческаи 

концентрация).

лизирующая в случае осмотического гемолиза концентрация 3,5-10 М 
и в данном случае оказывает аналогичное влияние, с той лишь разни
цей, что не предотвращая гемолиза, резко замедляет его. Близкая ио 
величине концентрация 2-10 ՝М не влияет на кинетику процесса, а 6— 
Н-Ю^М несколько меняют общую картину кислотного гемолиза. Су
жение области эффективной концентрации ХП в растворах с низким pH 
может свидетельствовать в пользу нарушения мембранной структуры и 
соответственно ослабления эффекта местного анестетика, действующе
го на мембранном уровне.



Все рассмотренные факторы воздействия —кислая среда, восста
новление pH до нейтральных значении, влияние ХП оцениваются с 
позиций нарушения бклипидного слоя мембран эритроцитов. Однако 
процесс кислотного гемолиза, несомненно, включает в себя и нарушения 
•белкового компонента мембран, цитоскелета, что также может приве
сти к образованию дефектов в структуре мембран. Роль этих факторов 
в кислотном, гемолизе требует дальнейших исследований.
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ИЗМЕНЕНИЕ ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ «ОСТАТОЧНОЙ»
ФРАКЦИИ ХРОМАТИНА ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ЭСТРАДИОЛА

А 111 АБРАМЯН. Ձ. С ГЕВОРКЯН. П О. ВАРЛЕг. УНЯ.Н. { -| Ո АНОСЯН 

Ереванский государственный университет, кафедоп бнофишкп

Показано, что госта точная» фракция белков хромапп .. ^сстригируеман 
при обработке JIM NaCl и 5 И мочевиной, увеличиваете .осле введения 
животным эстрадиола. Методом плавлении выявлена общ г. стабнлнт-ацня 
струн I урм ։1>>й I; '.тпл.'.и lipil I ОрУ.ОПа.П >!<jH uKHiilJ .4.ОМ.;, O.MtCTc С
гем показано небольшое снижение ее термостаби-нш »сгн при относнтслыю 
низких температура՝, плавления Некоторая деч.абклн -.аивя структуры 
может быть непосредственно сняшна с процессами эстрадноло&ои дереп- 
рсссин определенных участков гснётичёскогЪ аппарата.

^ntJS I տրված, որ րրոմ ւԱԱւինի սպիտակուցների մնտցՈր ղտյինււ ֆրակցիան, 
որ էրստր, ոկցվում Լ 3 If նատրիոսէի րւորիցի և .7 Մ ^՛ծայթով,
րանակաօքէւս աձում Լ կ!.ՆրյաՆիՆ1.րքէն Լստրւսղիու նԼրարկեչուց հ1,տո ԳեՆոմք՛ հոր- 
մոՆւսյ ակէոֆվււ՚ցմւսն Յամանակ հարէան մ1,ք1րքքով նկ^ստվում Հ .՛ ՕՆացորդայֆՆ,- 
ֆրակցիայի րնդՀ՚սՆո՚ր կայունացում է Դրա Հ1,ա մհկտհ/յ ! այանարերված / նաև 
քերմ ակա յունաք/յսւն որոշ ի»!,ցում “այմսյՆ համեմասւարար ցածր յևրմաս՚ոիճաՆ֊ 
Ներում՛ Կաոուցվածքի այո որոշ ոււ՚քսէկայունացումր կարոց ( Ոշ անմիքակւ:,նորեն 
կապված է{>նե( ցեն1,ս՚իկս/կան ապարատի որոշակի հատվածների Լ՚էսէրաղիոյային 
ղհրհպրե սիայի հնաւ

It has been shown that ■residual’ fraction of protein of chromatin, ex - 
ra< ted dur -.g the treatment with 3,MN’aCI and 5 M urea ir re.ises in the 
quantity after the adrmnistration of v^radiol to animals By the melting-

Сокращения .ЧСНБ лабильно связанные «егистонозыс белки. ПСН5 npo’in-i сня- 
ззин:;..- негнегоновыё белки. ОСИ С» чостатомные» негнетоковые белки.
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