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Обоснование. Нарушение энергетического баланса эритроцитов в условиях 
снижения уровня гликолиза может служить причиной изменения ионной 
проницаемости их мембраны.
Цель исследования. Изучить Са2+-зависимую калиевую проводимость мем­
браны эритроцитов в присутствии модификаторов SH-групп в условиях 
дефицита глюкозы.
Материалы и методы. В исследовании использовались осаждённые эритро­
циты, полученные из крови 20 крыс-самцовлинии Wistar. Потенциометриче­
ским методом изучали изменение Са2+-зависимой калиевой проводимости 
мембраны эритроцитов. Оценивали величину А23187- и редокс-индуциро- 
ванного гиперполяризационного ответа эритроцитов.
Результаты. Дефицит глюкозы в среде, а также использование ингибитора 
гликолиза 2-дезоксиглюкозы приводили к увеличению амплитуды А23187- 
стимулированной гиперполяризации мембраны, обусловленной открыва­
нием Gardos-каналов. В то же время редокс-зависимая гиперполяризация 
мембраны эритроцитов оказалась нечувствительной к снижению содержа­
ния глюкозы в среде и ингибированию гликолиза. Эффекты модификаторов 
SH-групп в нормальной среде инкубации и при дефиците глюкозы оказались 
разнонаправленными и зависящими от способа стимуляции Gardos-каналов. 
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о том, что мета­
болические нарушения в эритроцитах в условиях дефицита глюкозы при­
водят к изменению механизмов управления Gardos-каналами с участием 
SH-групп белков этих каналов или их регуляторных белков.
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Background. Disruption of the energy balance of erythrocytes under conditions 
of a decrease in the glycolysis level can cause a change in the ion permeability 
of their membrane.
The aim. To study Ca2+-dependent potassium permeability of the erythrocytes mem­
brane in the presence of SH group modifiers under conditions of glucose deficiency. 
Materials and methods. The study used precipitated erythrocytes obtained 
from the blood of 20 male Wistar rats. The change in the Ca2+-dependent potassium 
conductivity of the erythrocyte membrane was determined using the potentiometric 
method. The A23187- and redox-induced hyperpolarization responses of erythrocytes 
were evaluated.
Results. Glucose deficiency in the medium, as well as the use of the glycolysis inhibitor 
2-deoxyglucose, led to an increase in the amplitude of A23187-stimulated membrane 
hyperpolarization by the opening of the Gardos channels. A t the same time, the redox- 
dependent hyperpolarization of the erythrocyte membrane turned out to be insensi­
tive to a decrease in the glucose content in the medium and to the glycolysis inhibi­
tion. The effects of SH group modifiers in the normal incubation medium and under 
glucose deficiency turned out to be multidirectional and depended on the method 
of stimulation of Gardos channels.
Conclusion. The results obtained indicate that metabolic disorders in erythrocytes 
under conditions of glucose deficiency lead to a change in the mechanisms of con­
trol of Gardos channels with the participation of SH groups of the proteins of these 
channels or their regulatory proteins.
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ВВЕД ЕН И Е

Обеспечение целостности мембраны и двояковог­
нутой формы имеет существенное значение для выпол­
нения эритроцитами присущих им функций, в первую 
очередь, транспорта газов. Для этого большое значе­
ние имеет энергия макроэргов, а именно аденозинтри- 
фосфата (АТФ), образующегося в эритроцитах в процес­
се гликолиза [1]. Последний является основным путём 
энергетического обеспечения процессов внутрикле­
точного гомеостаза в эритроцитах [2]. Истощение эри­
троцитов по АТФ ведёт к ряду нарушений, в частности, 
к изменению ионного баланса между клеткой и средой, 
что опосредовано снижением активности транспортных 
АТФаз -  Са2+-АТФазы и № +,К+-АТФазы [3, 4]. Снижение 
активности Са2+-АТФазы приводит к увеличению внутри­
клеточной концентрации ионов кальция в эритроцитах, 
что сопровождается открыванием Са2+-зависимых кали­
евых каналов средней проводимости (Gardos-каналы, 
КСа-каналы). Установлено, что КСа-каналы опосредуют де­
формируемость эритроцитов, снижение объёма клеток, 
а их активация является начальным звеном программи­
руемой гибели эритроцитов -  эриптоза [5].

Несмотря на накопленные сведения о структуре, 
функциональной роли КСа-каналов эритроцитов, ряд во­
просов, связанных с их регуляцией, остаются нерешён­
ными. Так, известно, что мембрана эритроцитов содер­
жит фрагменты электронно-транспортной цепи [6] та­
кие как окисленный цитохром с, НАДН-дегидрогеназа 
и другие, что позволяет активировать изучаемые кана­
лы с помощью редокс-агентов. Предположительно, важ­
ную роль в процессах регуляции Gardos-каналов эри­
троцитарной мембраны играют сульфгидрильные групп 
(SH-группы) [7, 8].

В связи с этим целью работы явилось изучение 
Са2+-зависимой калиевой проводимости мембраны эри­
троцитов в присутствии модификаторов SH-групп в ус­
ловиях дефицита глюкозы.

М АТЕРИАЛЫ  И М ЕТОДЫ

среде с добавлением ингибитора гликолиза 2-дезокси- 
глюкозы (2-ДГ, 10 мМ).

Активность КСа-каналов оценивали потенциометри­
ческим методом, основанным на непрерывной регистра­
ции рН суспензии эритроцитов в присутствии протоно­
фора (СІССР, 20 мкМ). В соответствии с этим распределе­
ние протонов зависит от мембранного потенциала (Em) 
следующим образом:

(pHj - р Н 0) • RT 
т F

где pHj и pH0 -  значения pH цитоплазмы клеток и сре­
ды соответственно; R -  универсальная газовая по­
стоянная; Т -  температура; F  -  постоянная Фарадея.

Для определения внутриклеточного pH в конце всех 
опытов в суспензию эритроцитов вносили тритон Х-100 
до конечной концентрации 0,2 % (рис. 1).

РИС. 1.
Типичная кинетика изменения рН среды (рН0) в суспензии эри­
троцитов в ответ на добавление 0,5 мкМ А23187 
FIG. 1.
Typical kinetics of changes in the pH of the medium (pH0) o f the 
erythrocytes suspension in response to the action of 0,5 pM A23187

В экспериментах использовалась кровь крыс-самцов 
линии Wistar (20 крыс; средняя масса 326,5 ± 20,5 г; воз­
раст 10-13 недель). Исследования выполнены с соблю­
дением принципов гуманности, изложенных в директи­
вах Европейского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинк­
ской декларации Всемирной медицинской ассоциации. 
Протокол исследования одобрен локальным этическим 
комитетом СибГМУ (№ 8201 от 27.03.2020).

Ж и в о тн ы х п о д ве р гал и  эв та н а зи и  методом 
СО2-асфиксии. Кровь из сердца отбирали в вакуумные 
пробирки BD Vacutainer® с гепарином. Цельную кровь 
центрифугировали (1000 g; 5 мин; 4 °С), надосадочную 
жидкость удаляли, осадок разделяли на две части. Одну 
часть промывали в среде инкубации (150 мМ NaCl; 1 мМ 
KCl; 1 мМ MgCl2; 10 мМ глюкозы) при тех же условиях цен­
трифугирования, вторую часть -  в безглюкозной среде 
(160 мМ NaCl; 1 мМ KCl; 1 мМ MgCl2) или безглюкозной

В ответ на добавление 0,5 мкМ Са2+-ионофора 
А23187 или системы аскорбат (10 мМ) -феназинмето- 
сульфат (ФМС; 0,1 мМ) развивался гиперполяризацион­
ный ответ (ГО), что отражалось в изменении рН суспен­
зии эритроцитов. Для оценки влияния модификаторов 
SH-групп на C a ^ -зависимую калиевую проницаемость 
мембраны эритроцитов проводили 5-минутную инкуба­
цию в среде в присутствии реагента до начала регистра­
ции изменений ГО. В исследовании использовали бло­
катор SH-групп -  N-этилмалеимид (NEM; 1 мМ) или вос­
становитель -  1,4-дитиоэритритол (ДТЭ; 1 мМ). Ампли­
туда ГО, полученного в немодифицированной среде ин­
кубации, принималась за 100 %.

Статистическую обработку данных проводили в про­
грамме SPSS Statistics 21 (IBM Corp., США). Данные не под­
чинялись нормальному закону распределения и пред­
ставлены в виде медианы (Me) и межквартильного ин­
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тервала (Q25; Q75). Анализ различий между выборками 
выполняли при помощи U-критерия Манна -  Уитни; ре­
зультаты считали статистически значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛ ЬТА ТЫ

Инкубация суспензии эритроцитов в безглюкозной 
среде или в среде с добавлением неметаболизируемо- 
го аналога глюкозы 2-ДГ приводила к различным изме­
нениям величины ГО в зависимости отспособа стимуля­
ции КСа-каналов. Так, при активации Gardos-каналов эри­
троцитов кальциевым ионофором А23187 в безглюкоз­
ной среде инкубации наблюдалось увеличение ампли­
туды ГО по сравнению с немодифицированной средой. 
При стимуляции Gardos-каналов эритроцитов редокс- 
системой в безглюкозной среде амплитуда ГО не отли­
чалась от значений ГО в контрольной среде (табл. 1).

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что увеличение активности Gardos-каналов в условиях 
дефицита глюкозы происходит только при их стимуля­
ции кальциевым ионофором. Редокс-вызванный ГО ока­
зывается нечувствительным к дефициту глюкозы в сре­
де инкубации или ингибитору гликолиза. Не исключено, 
что механизм открывания Gardos-каналов при запуске

Т А Б Л И Ц А  1
ВЛИЯНИЕ ДЕФИЦИТА ГЛЮКОЗЫ НА АМПЛИТУДУ
г и п е р п о л я р и з а ц и о н н о г о  о т в е т а  э р и т р о ц и т о в  
к р ы с ы , Me (Q25; Q75)

окислительно-восстановительных процессов в мембра­
не эритроцитов иной и не связан с увеличением внутри­
клеточной концентрации ионов кальция.

Вероятным механизмом запуска калиевой проница­
емости мембраны в этом случае может быть состояние 
тиоловых групп белков Gardos-каналов. В связи с этим 
было изучено влияние модификаторов SH-групп на ам­
плитуду гиперполяризации мембраны эритроцитов.

Добавление блокатора тиоловых групп NEM в исход­
ную среду инкубации эритроцитов не вызывало измене­
ний амплитуды А23187-стимулированного ГО. Внесение 
же восстановителя тиоловых групп ДТЭ, наоборот, при­
водило к увеличению исследуемого параметра. Проти­
воположный эффект наблюдался, если стимуляция ГО 
производилась с помощью редокс-системы. В этом слу­
чае амплитуда ГО статистически значимо увеличивалась 
в присутствии NEM, а в присутствии ДТЭ амплитуда ГО 
значительно снижалась (табл. 2).

о б с у ж д е н и е

Для моделирования условий дефицита глюкозы ис­
пользовалась безглюкозная среда, осмолярность кото­
рой доводилась до нормальных значений (320 мосм/л)

T A B L E  1
EFFECT oF G LuCoSE DEFICIENCY oN THE AMPLITuDE
o f  t h e  h y p e r p o l a r iz a t io n  r e s p o n s e  o f  r a t  
e r y t h r o c y t e s , Me (Q25; Q75)

Условия инкубации
Параметры Немодифицированная среда 

(п = 10) безглюкозная среда (п = 8) безглюкозная среда + 2-ДГ 
(п = 8)

А23187-зависимый ГО, % 100 134,4 (120,3; 146,8) 
р = 0,005

141,3 (112,5; 163,2)
р = 0,001

Редокс-зависимый ГО, % 100 100,2 (92,3; 112,4) 98,4 (95,2; 105,4)
Примечание. р  -  уровень статистической значимости различий по сравнению с немодифицированной средой для данного ГО.

Т А Б Л И Ц А  2
в л и я н и е  м о д и ф и к а т о р о в  s h -г р у п п  н а  а м п л и т у д у  
г и п е р п о л я р и з а ц и о н н о г о  о т в е т а  э р и т р о ц и т о в  
к р ы с ы  в у с л о в и я х  ДЕФИЦИТА г л ю к о з ы , Me (Q25; Q75)

T A B L E  2
EFFECT o F  SH GRo u PS MoDIFIERS oN THE AMPLITuDE
o f  t h e  h y p e r p o l a r iz a t io n  r e s p o n s e  o f  r a t  
e r y t h r o c y t e s  IN g l u c o s e  DEFICIENCY, Me (Q25; Q75)

Условия инкубации

Параметр А23187-зависимый ГО (%) Редокс-зависимый ГО (%)

+NEM (1 мM) +ДТЭ (1 мM) +NEM (1 мM) +ДТЭ (1 мM)

Немодифицированная среда (п = 8) 102,5 (95,6; 117,2) 130,2 (122,5; 141,3)
р = 0,008

132,4 (122,1; 148,6)
р = 0,001

7,9 (6,7; 9,6)
р = 0,001

Безглюкозная среда (п = 6) 66,3 (60,2; 72,1)
р = 0,001

123,1 (107,8; 133,8)
р = 0,001

126,3 (112,5; 142,1)
р = 0,001

6,3 (5; 7,3)
р = 0,001

Безглюкозная среда + 2-ДГ (п = 6) 94,3 (82,2; 101,4) 134,6 (125,6; 145,2) 
р = 0,003

140,6 (130,8; 156)
р = 0,001

5,5 (4,6; 6,2)
р = 0,001

Примечание. р  -  уровень статистической значимости различий по сравнению с немодифицированной средой для данного ГО.
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увеличением концентрации хлорида натрия (160 мМ). 
Кроме того, использовался подход с добавлением 2-ДГ 
(10 мМ) в среду для инкубации эритроцитов, которая 
представляет собой неметаболизируемый аналог глю­
козы, поступающий в клетку через транспортеры гек- 
соз. 2-ДГ является конкурентным ингибитором фосфо- 
глюкоизомеразы, а также подавляет активность гек- 
сокиназы [9, 10]. В условиях дефицита глюкозы в сре­
де инкубации подавляются АТФ-зависимые процессы, 
происходящие в эритроците [11]. Так, нарушается ра­
бота АТФ-зависимых транспортёров, в частности Са1 2 3+- 
АТФазы. Этот фермент осуществляет откачивание Ca2+ 
из эритроцита в нормальных условиях, но при наруше­
нии процесса гликолиза в клетке не происходит нара­
ботки необходимого количества АТФ, что в конечном 
счёте приводит к избыточному накоплению Ca2+ вну­
три эритроцита из-за снижения активности Са2+-насоса 
и, как следствие, к усиленной утечке К+ [2, 12]. Именно 
этим можно объяснить увеличение амплитуды А23187- 
стимулированного ответа мембраны эритроцитов, от­
мечаемое при дефиците глюкозы в среде инкубации 
или действии 2-ДГ. Если активность Са2+-насоcа сни­
жается из-за дефицита АТФ, то возрастёт и внутрикле­
точная концентрация Са2+, что приведёт к росту ам­
плитуды ГО. В то же время установлено, что редокс- 
зависимая гиперполяризация мембраны эритроцитов 
оказалась нечувствительной к снижению содержания 
глюкозы в эритроцитах и ингибированию гликолиза. 
Возможно, в условиях запуска окислительно-восста­
новительных процессов в мембране эритроцитов реа­
лизуется не только Са2+-зависимый механизм открыва­
ния Gardos-каналов, но и другой, связанный с измене­
нием конформации белков самого канала и (или) бел­
ков, регулирующих его проводимость [13, 14]. Не ис­
ключено, что акцепторами электронов и регуляторами 
ионной проницаемости могут служить SH-группы бел­
ков Gardos-каналов. Для проверки этого предположе­
ния были проведены эксперименты с модификатора­
ми SH-групп -  N- этилмалеимидом (NEM), 1,4-дитио- 
эритритолом (ДТЭ). Взаимодействуя с мембранными 
сульфгидрильными группами, эти агенты способны 
изменять ионную проницаемость эритроцитов. Полу­
ченные данные об изменении параметров ГО в присут­
ствии модификаторов SH-групп свидетельствуют о во­
влечении тиоловых групп в регуляцию Gardos-каналов 
эритроцитов. Так, NEM обладает способностью присо­
единять нуклеофилы, например, SH-группы. В резуль­
тате такой реакции образуется тиоэфир с очень проч­
ной C -S -связью, и реакция является практически не­
обратимой. Блокирование SH-групп белков приводит 
к тому, что нарушается цикл окисления-восстановления 
тиоловых групп, необходимый для нормального функ­
ционирования белка [9, 14]. В проведённых нами экс­
периментах было обнаружено влияние NEM на прово­
димость Gardos-каналов, что свидетельствует об уча­
стии сульфгидрильных групп в регуляции КСа-каналов. 
Следует отметить, что прослеживаются различия в эф­
фектах модификаторов тиоловых групп при различных 
способах активации исследуемых каналов. Так, NEM

увеличивает амплитуду редокс-стимулированного ГО, 
но не А23187-вызванной гиперполяризации, в то время 
как восстановитель SH-групп ДТЭ увеличивает амплиту­
ду А23187-стимулированной гиперполяризации, но су­
щественно подавляет редокс-вызванную гиперполяри­
зацию. На основании полученных результатов можно 
предположить, что для перехода КСа-каналов эритро­
цитов в открытое или закрытое состояние необходи­
мо, чтобы некоторые SH-группы постоянно могли под­
вергаться редокс-процессам, то есть постоянно долж­
ны реализовываться окислительно-восстановительные 
циклы 2SH -  S-S. Возможно, что именно данный эффект 
проявляется в условиях действия искусственной систе­
мы аскорбат -  ФМС, т. к. ФМС может восстанавливать 
SH-группы [7]. В этом случае устойчивое поддержание 
SH-групп в восстановленном состоянии с помощью ДТЭ 
действительно может проявляться существенным сни­
жением редокс-индуцированной калиевой проницае­
мости мембраны эритроцитов, что и наблюдалось в на­
ших экспериментах.

ЗА КЛ Ю Ч ЕН И Е

В данной работе установлено, что в условиях дефи­
цита глюкозы в среде инкубации эритроцитов крыс из­
меняются механизмы регуляции Са2+-зависимой калие­
вой проницаемости мембраны. При различных услови­
ях стимуляции Gardos-каналов наблюдаются противо­
положные эффекты, что отражает разную степень во­
влечённости сульфгидрильных групп в пути регуляции 
Са2+-зависимой калиевой проницаемости.
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