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У статті представлено результати досліджень щодо впливу фенилгідразіну як 

модифікатора цитоскелета на гіпертонічну чутливість попередньо зневоднених 
еритроцитів ссавців. Було показано, що клітини людини і коня максимально стійкі до 
гіпертонічного шоку у 4,0 М NaCl після предінкубації у розчині, що містить 0,4 М NaCl, 
еритроцити щура — 0,3 М, бика — 1,0 М., тоді як формування метастабільного стану 
еритроцитів людини, щура і коня спостерігається при інкубації у середовищі, що містить 
0,6 М NaCl, і еритроцитів бика — у 2,0 М NaCl. Поєднана дія ФГ і середовища зневоднення 
супроводжується збільшенням рівня і відносної швидкості гіпертонічного гемолізу 
еритроцитів тварин. 
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При низькотемпературній консервації клітинних суспензій на клітини діє цілий ряд 
несприятливих чинників. До них відносяться високі концентрації солей, зміна температури, 
рН та ін. [2, 3]. У даний час вважають, що гіпертонічний стрес є одним з основних чинників 
кріопопошкодження [2]. Тому, перенесення еритроцитів у висококонцентровані сольові 
розчини при позитивних температурах використовують для моделювання ситуації, що має 
місце при заморожуванні, і пошуку способів запобігання пошкодженню клітин [2]. 
Розроблено ряд підходів, що дозволяють понизити чутливість еритроцитів людини до 
ушкоджувальних чинників кріоконсервування. Зокрема, показано, що попередня інкубація 
еритроцитів людини в середовищах, що містять NaCl у концентрації 0,4–0,5 М, дозволяє 
знизити рівень гемолізу еритроцитів у середовищі, що містить 4,0 М NaCl, в 2 рази [4]. 
Вважають, що в цьому випадку відбувається вихід з еритроцитів незв’язаної води, 
концентрація внутріклітинного вмісту, що призводить до модифікації цитоскелет-
мембранного комплексу, і, як результат, формування стабільного стану клітини. Еритроцити 
ссавців, що характеризуються загальними рисами функціонування і будови, у той же час 
мають і видові відмінності як у складі плазматичних мембран, так цитоскелета [10].  

У зв’язку з вищевикладеним представляло інтерес дослідити вплив модифікатора 
цитоскелет-мембранного комплексу фенілгідразину і середовищ зневоднення на чутливість 
еритроцитів різних видів ссавців (людина, кінь, бик, щур) до дії гіпертонічного шоку (4,0 М 
NaCl). 

 
Матеріали і методи 
 
Еритроцити одержували з донорської крові людини, бика, щура, коня, що була 

заготовлена на глюгіцировому консерванті. Після видалення плазми еритромассу двічі 
відмивали шляхом центрифугування при 1500 g протягом 3 хв у 10-кратному об’ємі 
фізіологічного розчину (0,15 М NaCl, 0,01 М фосфатний буфер, pH 7,4) і зберігали у вигляді 
щільного осаду не більше двох годин при температурі 0 °С. Все використовувані в роботі 
середовища готували на 0,01 М фосфатному буфері, pH 7,4. 

Концентрацію розчинів контролювали вимірюванням осмолярності на осмометрі 
ОМКА 1Ц-01 (Україна). 

Клітини інкубували у помірно гіпертонічних розчинах NaCl протягом 2 хв., після чого 
їх піддавали дії гіпертонічного стресу шляхом перенесення у розчин, що містить 4,0 M NaCl 



(гематокріт 0,4 %), на 5 хв. при температурі 25 °С. Кількість гемоглобіну у супернатанті 
визначали гемоглобінцианідним методом [5] і виражали у відсотках по відношенню до 100 % 
гемолізу еритроцитів. 

Реєстрацію динаміки гіпертонічного гемолізу еритроцитів проводили на установці для 
вимірювання світлорозсіювання клітинних суспензій. Швидкість гемолізу еритроцитів 
визначали як тангенс кута нахилу дотичної, проведеної до кінетичної кривої зміни оптичної 
щільності суспензії еритроцитів, що були поміщені у висококонцентровані сольові 
середовища. 

Модифікацію цитоскелета еритроцитів свіжоприготованим розчином фенілгідразину 
(ФГ) у кінцевій концентрації 1 мМ здійснювали за методом [6]. Клітини в умовах постійного 
перемішування (гематокріт 5 %) інкубували у фізіологічному розчині (0,15 М NaCl, 0,01 М 
фосфатний буфер, pH 7,4) при температурі 37 °С протягом 10 хв. У кінці періоду інкубації 
еритроцити двічі відмивали фізіологічним розчином і використовували у подальшій роботі. 

У роботі були використані фенілгідразин фірми «Sigma» і реактиви вітчизняного 
виробництва кваліфікації "х.ч." і "ч.д.а.". 

Дослідження проводили на крові 6 донорів. 
Статистичну оцінку даних проводили по критеріях Mann-Whitney і ANOVA. 

Відмінності між групами вважали статистично достовірними при Р < 0,05. 
 

Результати та обговорення 
 

На рисунку 1 представлені дані про рівень (а) і швидкість (б) гіпертонічного гемолізу 
нативних еритроцитів людини, бика, щура і коня. Видно, що максимальне пошкодження 
клітин характерне для еритроцитів людини, мінімальне — для клітин коня (рис.1 а). 
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Рис.1 Рівень (а) і швидкість (б) гіпертонічного гемолізу еритроцитів ссавців в середовищі,  

що містить 4,0 М NaCl (25 С). * — порівняно з еритроцитами людини, Р<0,05 
 

Швидкість гіпертонічного гемолізу еритроцитів коня приблизно в 30 разів нижче у 
порівнянні з еритроцитами людини (рис.1 б). По мірі зниження, як рівня гемолізу 
еритроцитів, так і його швидкості, еритроцити ссавців можна розташувати в наступній 
послідовності: людина > бик > щур > кінь. 

При внесенні еритроцитів у висококонцентровані сольові розчини відбувається 
швидкий відтік води з клітини, що супроводжується різкою зміною її об’єму і форми, 
спостерігається витік катіонів і вихід молекул гемоглобіну. При порівняльному вивченні 
внутріклітинного складу еритроцитів 40 видів ссавців Bogner та співавт. [10] показали, що за 
змістом внутріклітинної води еритроцити ссавців значною мірою не відрізняються один від 
одного, за винятком клітин верблюда.  

При дослідженні початку розвитку гіпертонічного лізису еритроцитів ссавців було 
показано, що для лізису невеликих еритроцитів необхідні більш концентровані сольові 
середовища [8]. Розміри еритроцитів людини, щура і коня складають 87, 54, і 45 мкм3, 



відповідно [8, 18]. Таким чином, можна говорити про кореляцію між розмірами цих клітин і 
отриманими нами результатами по рівню і швидкості гіпертонічного гемолізу еритроцитів 
ссавців (рис. 1): чим крупніша клітина, тим вище її пошкодження у гіпертонічному 
середовищі. З цього ряду випадають еритроцити бика, об’єм яких складає 5 мкм3 [8]. 
Еритроцити бика відрізняються від решти видів еритроцитів як домінуючим 
внутріклітинним катіоном (вони відносяться до високонатрієвих еритроцитів [16]), так і 
ліпідним складом мембран — для них характерний високий вміст сфінгомієліна на фоні 
практично повної відсутності фосфатіділхоліна [14]. 

На рисунку 2 представлені дані про вплив попереднього зневоднення і модифікації 
клітин ФГ на рівень гемолізу еритроцитів ссавців в 4,0 М NaCl. Для еритроцитів бика і 
людини раніше було показано, що клітини можуть набувати стійкості до дії 
висококонцентрованих сольових розчинів після попереднього зневоднення [1]. Для 
еритроцитів коня і щура також були отримані залежності рівня гіпертонічного гемолізу в 4,0 
М NaCl від концентрації солі у середовищі на попередньому етапі і визначені розчини, після 
інкубації, в яких спостерігається як зниження, так і підвищення чутливості клітин до 
гіпертонічного шоку. 

Зневоднення клітин здійснювали у середовищах, що містять NaCl у такій 
концентрації, яка забезпечує максимальну і мінімальну стійкість еритроцитів до подальшої 
дії 4,0 М NaCl (тобто призводить до формування стабільного і метастабільного стану 
клітин) [4]. Контролем служили клітини, що були перенесені у 4,0 М NaCl з фізіологічного 
розчину. Як видно з рисунку 2, концентрації NaCl, що забезпечують максимальну і 
мінімальну стійкість клітин до гіпертонічного шоку, відрізняються у різних видів ссавців. 
Так, еритроцити людини і коня максимально стійкі до гіпертонічного шоку після 
попередньої інкубації в розчині, що містить 0,4 М NaCl, еритроцити щура — 0,3 М, бика — 
1,0 М., тоді як формування метастабільного стану еритроцитів людини, щура і коня 
спостерігається при інкубації у середовищі, що містить 0,6 М NaCl, і еритроцитів бика — 
у 2,0 М NaCl. 

Якщо формування стабільного стану еритроцитів різних видів ссавців до дії 
гіпертонічних середовищ у результаті інкубації клітин у середовищах помірної тонічності 
обумовлено видаленням з клітини фракції вільної води [1], то розвиток метастабільного 
стану пов’язаний з видаленням ще і певної частки структурованої води з клітини, що 
виявлятиметься у порушенні білкових компонентів клітини і цитоскелет-мембранного 
комплексу. 

Стан еритроцитарної мембрани обумовлює характер відповіді клітини на стресові дії. 
ФГ руйнує спектрін без утворення високомолекулярних агрегатів [6]. Використання даного 
модифікатора дозволяє досліджувати особливості поведінки клітин із зміненим 
цитоскелетом в умовах високонцентрованих сольових середовищ.  

Обробка еритроцитів людини ФГ призводить до зниження рівня гіпертонічного  
гемолізу як нативних, так і зневоднених в різних середовищах клітин (рис. 2 а). 
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Рис. 2. Вплив ФГ (1 мМ) на рівень гіпертонічного гемолізу 

еритроцитів людини (а), бика (б), щура (в), коня (г) в 4,0 М NaCl 

після попередньої інкубації у середовищах з різною концентрацією NaCl (25 C):  - контроль,  - ФГ. 
— порівняно з немодифікованими еритроцитами, що були перенесені з фізіологічного розчину, 

Р<0,05; ** — порівняно з немодифікованими еритроцитами, перенесених з розчинів, що мають однакову 
концентрацію NaCl, Р<0,05 

 
Модифікація еритроцитів бика ФГ не впливає на рівень гіпертонічного гемолізу 

контрольних клітин і значно підвищує гіпертонічне пошкодження заздалегідь зневоднених 
еритроцитів (у 2–2,5 раза). ФГ не змінює рівень гіпертонічного лізису клітин щура, як 
нативних, так і стабільних еритроцитів (заздалегідь проінкубованих в 0,3 М NaCl) (рис. 2 в). 
По відношенню до клітин щура, що знаходяться у метастабільному стані (0,6 М NaCl), ФГ 
проявляє пошкоджувальну дію. З рисунку 2 г видно, що у разі модифікованих ФГ 
еритроцитів коня спостерігається зростання рівня гемолізу у 4,0 М NaCl у всіх випадках у 
порівнянні з нативними клітинами. Слід зазначити, що обробка клітин ФГ призводить до 
зростання рівня гемолізу нативних клітин, а також зневоднених еритроцитів в 0,6 М NaCl 
приблизно в 2 рази у порівнянні з контролем. У той же час рівень гемолізу модифікованих 
ФГ і зневоднених клітин у 0,4 М NaCl значною мірою не відрізняється від контролю. 

На рисунку 3. представлені результати дослідження швидкості розвитку 
гемолітичного пошкодження еритроцитів різних видів ссавців після інкубації в середовищах, 
в яких спостерігається формування як стійкого, так і нестійкого стану клітин до дії 4,0 М 
NaCl, а також при модифікації клітин ФГ.  
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Рис. 3 Вплив ФГ (1 мМ) і попереднього зневоднення на відносну швидкість гемолізу  

еритроцитів людини (а), бика (б), щура (в), коня (г) в 4,0 М NaCl (25 С):  ):  — контроль,  — ФГ.  
* — порівняно з не модифікованими еритроцитами, що були перенесені з фізіологічного розчину, Р<0,05; ** - 
порівняно з немодифікованими еритроцитами, перенесених з розчинів, що мають однакову концентрацію NaCl, 

Р<0,05. 
Для зручності викладу результатів швидкості гіпертонічного лізису зневоднених і 

модифікованих ФГ еритроцитів представлені у відносних одиницях, тобто нормовані на 
швидкість гіпертонічного лізису нативних клітин. 

З рисунку 3 видно, що інкубація еритроцитів різних видів ссавців у середовищах 
попередньої інкубації, що призводить до формування стабільного стану (рис. 2), не викликає 
зміну відносної швидкості гіпертонічного гемолізу. У разі метастабільних клітин 
спостерігається достовірне зростання відносної швидкості гіпертонічного гемолізу 
еритроцитів всіх ссавців, за винятком клітин бика. Звертає на себе увагу особлива поведінка 
еритроцитів людини, для яких не спостерігається кореляції між рівнем гіпертонічного 
гемолізу нестабільних клітин і його швидкістю.  

Модифікація еритроцитів людини і коня ФГ викликає достовірне збільшення 
відносної швидкості гіпертонічного гемолізу клітин, які були перенесені в 4,0 М NaCl з 
0,15 М NaCl. Поєднана дія ФГ і середовища зневоднення, що призводить до формування 
метастабільного стану клітин, супроводжується зростанням відносної швидкості 
гіпертонічного гемолізу, особливо вираженим для еритроцитів коня.  

Відомо, що основною мішенню дії ФГ є білкові компоненти еритроцитів. Втрата 
фосфоліпідної асиметрії в мембранах еритроцитів людини під дією ФГ не спостерігається, на 
відміну від клітин хворих з природженою патологією [13]. Обробка еритроцитів ФГ 
призводить до модифікації як мембранних (спектрін, білок смуги 3), так і цитозольних 
білків [20]. У роботі показано, що деградація цитоскелетного білка здійснюється по АТФ-



незалежному протеолітичному шляху [11]. Показано значне зменшення загальних вільних 
сульфгідрильних груп у спектрині і більшості інших поліпептидів [17]. Обробка ФГ може 
супроводжуватися збільшенням зв’язування цитозольних білків, зокрема гемоглобіну, з 
мембраною еритроцитів людини [20]. 

На відміну від еритроцитів ссавців, що вивчаються, цитоскелет еритроцитів коня не 
містить білок смуги 4,2 [7, 15]. Це можна розглядати як одну з причин високої чутливості 
вказаних клітин, модифікованих ФГ, до гіпертонічного шоку (4,0 М NaCl). Білок смуги 4,2 є 
одним з головних компонентів цитоскелета еритроцитів людини, який зв’язується з 
цитоплазматичним доменом трансмембранного білка смуги 3 і взаємодіє з анкиріном [12, 
21]. Пацієнти, клітини яких позбавлені білка смуги 4,2, страждають від вродженої 
гемолітичної анемії з мікросфероцитозом [19]. Виходячи з цього, вважають, що білок смуги 
4,2 відіграє важливу роль у підтримці стабільності і пластичності еритроцитів [21]. 
Еритроцити коня достатньо стійкі до гіпертонічного шоку, проте, у разі модифікації 
цитоскелет-мембранного комплексу ФГ спостерігається різке збільшення як рівня 
гіпертонічного лізису, так і його відносної швидкості.  
  

Висновки 
 
1. По мірі зниження рівня і швидкості гіпертонічного гемолізу у 4,0 М NaCl еритроцити 

ссавців можна розташувати у наступній послідовності: людини > бик > щур > кінь.  
2. Еритроцити людини і коня максимально стійкі до гіпертонічного шоку у 4,0 М NaCl 

після предінкубації у розчині, що містить 0,4 М NaCl, еритроцити щура — 0,3 М, бика — 1,0 
М., тоді як формування метастабільного стану еритроцитів людини, щура і коня 
спостерігається при інкубації у середовищі, що містить 0,6 М NaCl, і еритроцитів бика — у 2,0 
М NaCl. 

3. ФГ знижує рівень гіпертонічного гемолізу еритроцитів людини на відміну від 
еритроцитів тварин. Поєднана дія ФГ і середовища зневоднення, що призводить до 
формування метастабільного стану клітин, супроводжується збільшенням рівня і відносної 
швидкості гіпертонічного гемолізу еритроцитів тварин, особливо вираженим для еритроцитів 
коня.  
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EFFECT OF PHENYLHYDRAZINE ON HYPERTONIC SENSITIVITY  

OF PRE-DEHYDRATED MAMMALIAN ERYTHROCYTES 
 

S u m m a r y 
 

The effects of phenylhydrazine (PH) modifier of cytoskeleton-membrane complex and the 
media of preliminary dehydration on sensitivity of mammalian erythrocytes were investigated. It 
has been shown that the man and horse erythrocytes are maximally steady to hypertensive shock in 
4,0 M NaCl after pre-incubation in solution, containing 0,4 M, rat erythrocytes - 0,3 M, bovine 
erythrocytes - 1,0 M, while forming of the metastable state of man, rat, horse erythrocytes is 
observed during pre-incubation in an environment, containing 0,6 M NaCl and bovine erythrocytes 
- in 2,0 M NaCl. The joint effect of PH and dehydration medium is accompanied with  level 
increasing and relative rate of hypertonic hemolysis of mammalian erythrocytes. 
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А н но т а ц и я 

 
В статье представлены результаты исследований влияния фенилгидразина как 

модификатора цитоскелета на гипертоническую чувствительность предварительно 
обезвоженных эритроцитов млекопитающих. Было показано, что клетки человека и лошади 
максимально устойчивы к гипертоническому шоку в 4,0 М NaC после прединкубации в 
растворе, содержащем 0,4 М, эритроциты крысы — 0,3 М, быка — 1,0 М, в то время как 
формирование метастабильного состояния эритроцитов человека, крысы, лошади 
наблюдается при прединкубации в среде, содержащем 0,6 М NaCl и эритроцитов быка — 
в 2,0 М NaCl. Сочетанное действие ФГ и среды обезвоживания сопровождается увеличением 
уровня и относительной скорости гипертонического гемолиза эритроцитов млекопитающих. 
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