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Резюме

Методом кислотных эритрограмм изучали мембранотропное действие биологически активных пептидов 
(БАП). Инкубация на воздухе суспензии эритроцитов в изотоническом растворе хлорида натрия вызывала сниже-
ние их устойчивости к кислотному гемолизу: уменьшалась продолжительность гемолиза, снижалась суммарная 
стойкость эритроцитов. Инкубация на воздухе суспензии эритроцитов с добавлением растворов БАП (10-8М) из-
меняла резистентность эритроцитов к гемолитику. Установлено, что БАП: неопиатный аналог лей-энкефалина 
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(НАЛЭ – Phe-D-Ala-Glu-Phe-Leu-Arg), Селанк (Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro) и Семакс (Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-
Pro) увеличивают устойчивость мембран эритроцитов к кислотному гемолизу, а пептид Arg-Gly-Arg-Pro-Gly-Pro 
повышает скорость гемолиза. Мембранотропное действие определяет неспецифические эффекты БАП и спектр их 
клинического применения. Кислотные эритрограммы могут использоваться как скрининговый метод отбора БАП 
с мембранотропными свойствами. 

Ключевые слова: регуляторные пептиды, мембранотропное действие, кислотные эритрограммы.
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Summary

The method of acidic erythrograms was used to study the membranotropic eff ect of biologically active peptides (BAP). 
The air exposure of erythrocyte suspension in isotonic sodium chloride solution caused a decrease in their resistance to acid 
hemolysis: the time of hemolysis decreased, the integral indicator of erythrocyte resistance decreased too. The air exposure 
of erythrocyte suspension with the BAP solutions (10-8M) changed the hemolytic resistance of erythrocytes. It was found 
out that a non-opiate analogue of leu-enkephalin (NALE – Phe-D-Ala-Glu-Phe-Leu-Arg), Selank (Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-
Gly-Pro) and Semax (Met-Glu -His-Phe-Pro-Gly-Pro) increase the resistance of erythrocyte membranes to acid hemolysis, 
and the Arg-Gly-Arg-Pro-Gly-Pro peptide decreases the resistance of erythrocyte membranes to acid hemolysis. Membra-
notropic action can determine the nonspecifi c eff ects of BAP and the range of their clinical use. Acidic erythrograms can be 
used as a screening method for the selection of BAP with membranotropic eff ects.

Key words: regulatory peptides, membranotropic eff ect, acidic erythrograms.

Биологически активные пептиды (БАП) вызы-
вают широкий спектр эффектов, причем некоторые из 
них не реализуются через специфические рецепторы 
плазмолеммы клеток. Было выявлено, что БАП могут 
оказывать прямое воздействие на компоненты клеточ-
ных мембран, благодаря способности образовывать 
с фосфолипидами комплексы, влияющие на струк-
туры цитоскелета и «текучесть» плазмолеммы [11]. 
В литературе приводятся сведения о влиянии БАП на 
функционирование ионных каналов и ионных насосов 
[16] плазмолеммы за счет прямого мембранотропного 

действия [7]. Способность некоторых БАП проходить 
через мембраны обуславливает возможность их про-
никновения через эндотелий сосудов и гемато-энце-
фалический барьер [14], что определяет перспективу 
их клинического применения. Поэтому скрининговые 
исследования мембранотропности БАП является акту-
альной научной задачей. 

Целью данного исследования было проанализиро-
вать возможность использования метода кислотных 
эритрограмм для выявления прямого мембранотроп-
ного действия веществ пептидной природы.

Материалы и методы
В эксперименте изучали влияние ряда БАП на стой-

кость эритроцитов к кислотному гемолизу. Известно, что 
состояние мембран эритроцитов напрямую определяет 
их способность противостоять действию гемолитика.

Исследовали следующие пептиды: неопиатный 
аналог лей-энкефалина (НАЛЭ) (Phe-D-Ala-Glu-Phe-
Leu-Arg); Семакс (Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro); 
Селанк (Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro); пептиды с 
условными названиями RP (Arg-Gly-Arg-Pro-Gly-Pro) 
и PL (Pro-Gly-Pro-Leu).

В опытах использовали кровь, полученную из 
хвостовой вены 3-месячных крыс-самцов линии Wis-
tar. Устанавливали исходную стандартную концен-
трацию эритроцитов путем разведения 20 мм3 крови 
в 10 мл 0,9 % раствора хлорида натрия. Контролем 
служили свежеприготовленные суспензии эритроци-
тов (серия – «Контроль»). Окислительное поврежде-
ние мембран эритроцитов создавали путем инкуба-
ции суспензии эритроцитов в 0,9 % растворе хлорида 
натрия в течение 4 часов в открытой пробирке (на воз-
духе) при 37 °С (серия – «Гипероксия»). Для анализа 

мембранотропного влияния пептидов, их добавляли в 
концентрации 10-8 М при инкубации суспензии эритро-
цитов на воздухе в течение 4 часов (серии – «Гиперок-
сия + пептид»). 

В суспензиях эритроцитов регистрировали кине-
тику кислотного гемолиза методом кислотных эри-
трограмм с использованием фотоэлектрического 
фотометра [2]. Для этого к 2 мл суспензии эритро-
цитов добавляли 2 мл гемолитика (соляная кислота 
в 0,004N концентрации, разведенная в 0,9 % рас-
творе хлорида натрия) и анализировали динамику 
оптической плотности полученной суспензии [6]. 
Регистрацию показаний прибора производили при 
длине волны 670 нм каждые 15 секунд. В ходе опыта 
получали ряд значений оптической плотности, убы-
вающих во времени в соответствии с кинетикой 
гемолиза. Цифровые значения оптической плотности 
подвергали математической обработке. Определяли 
время 50 % гемолиза, длительность гемолиза, инте-
гральный показатель суммарной стойкости эритроци-
тов [5].



66

Статистическую обработку результатов исследо-
вания проводили с применением программы Statistica 
10.0. После проверки нормальности распределения 
статистических рядов подсчитывали средний показа-
тель, стандартную ошибку среднего показателя. Разли-

чия между группами оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента и считали статистически достоверными 
при p<0,05. В каждой серии опытов проводили не 
менее 10 измерений.

Результаты и обсуждение
Инкубация суспензии эритроцитов на воздухе 

(серия «Гипероксия») оказывала существенное вли-
яние на параметры гемолиза. Во всех проведенных 
экспериментах в серии «Гипероксия», по сравнению 
с серией «Контроль», мы наблюдали укорочение про-
должительности гемолиза на 7,5–61,1 %, уменьшение 
времени 50 % гемолиза на 11,3–66,6 % и снижение 
суммарной стойкости эритроцитов на 10,6–76,1 % 
(рис. 1, 2). Таким образом, полученные результаты 
свидетельствуют о снижении способности мембран 
эритроцитов, инкубированных на воздухе, противо-
стоять действию слабого раствора соляной кислоты. 
Согласно литературным данным, инкубация эритроци-
тов на воздухе увеличивает скорость гемолиза в связи 
с накоплением в эритроцитах малонового диальдегида 
[9], усилением генерации активных форм кислорода 
[15]. Это обусловлено тем, что в организме эритро-
циты подвергаются воздействию кислорода с мак-
симальным парциальным давлением (напряжением) 
100 мм рт. ст., в то время как на воздухе парциальное 
давление кислорода составляет почти 160 мм рт. ст. 
Снижение устойчивости эритроцитов к действию 
гемолитика отмечается и в организме, находившемся в 
условиях избыточной оксигенации [5]. Таким образом, 
можно говорить о действии на эритроциты в условиях 
гипероксии окислительного стресса, повреждающего 
клеточную мембрану. 

При добавлении в инкубируемую на воздухе 
суспензию эритроцитов БАП, нами было отмечено 
разнонаправленное изменение показателей кинетики 
гемолиза. Добавление в суспензию эритроцитов пеп-
тидов НАЛЭ, Селанк и Семакс привело к увеличению 
стойкости эритроцитов к гемолизу (рис. 1). Об этом 
свидетельствует выраженное увеличение длитель-
ности гемолиза по сравнению с серией «Гиперок-
сия» (серия «Гипероксия + НАЛЭ» – в 2,9 раза; серия 
«Гипероксия + Семакс» – в 1,67 раза; серия «Гиперок-
сия + Селанк» – в 2,86 раза). Также мы наблюдали уве-
личение времени 50 % гемолиза серии «Гипероксия + 
НАЛЭ» – в 4,6 раза; серия «Гипероксия + Семакс» – в 
2,0 раза; серия «Гипероксия + Селанк» – в 4,69 раза. 
Суммарная стойкость эритроцитов была повышена 
в серии «Гипероксия + НАЛЭ» – в 6,48 раза; серия 
«Гипероксия + Семакс» – в 2,59 раза; серия «Гиперок-
сия + Селанк» – в 6,83 раза. 

Таким образом, пептиды НАЛЭ, Селанк и Семакс 
препятствуют изменению свойств мембран эритроци-
тов в условиях гипероксии, следовательно, проявляют 
мембранопротективную активность. Описано анало-
гичное действие пептида Семакс in vivo. В работах 
М.Г. Голубевой (2010, 2018) показано, что введение 
пептида Семакс белым крысам в условиях иммобили-
зационного стресса вызывало повышение устойчиво-
сти эритроцитов к осмотическому гемолизу [3, 4]. 

Мембранопротективные свойства исследованных 
пептидов в условиях окислительного стресса, могут 
быть обусловлены их антиоксидантной активностью 
[1, 8, 10]. Вместе с тем, следует отметить, что при 
использовании пептидов НАЛЭ и Селанк мы реги-
стрировали повышение стойкости эритроцитарных 
мембран не только по отношению к серии «Гиперок-
сия», но и по отношению к серии «Контроль»: имело 
место достоверное увеличение показателей суммар-
ной стойкости эритроцитов и времени 50 % гемолиза 
по сравнению с соответствующими параметрами кон-
трольной суспензии эритроцитов (рис. 1). Этот факт 
может свидетельствовать о том, что пептиды НАЛЭ 
и Селанк не только нивелируют повреждающее дей-
ствие окислительного стресса на эритроцитарные 
мембраны, но и обладают собственным мембрано-
стабилизирующим действием. Наблюдаемый эффект, 
вероятно, не опосредуется специфическими рецепто-
рами, поскольку пептиды относятся к разным класси-
фикационным группам.

Рис. 1. Влияние пептидов НАЛЭ, Семакс и Селанк на показатели 
резистентности эритроцитов к кислотному гемолизу 

Примечание. * ‒ отличия достоверны по отношению к серии 
«Контроль»; # ‒ отличия достоверны по отношению к серии «Ги-
пероксия».

Пептид PL достоверно не изменял показатели кис-
лотного гемолиза эритроцитов после инкубации на 
воздухе – они оставались сходными показателям серии 
«Гипероксия».

Пептид RP ослаблял устойчивость эритроцитов к 
литическому воздействию соляной кислоты (рис. 2). 
Показатели серии «Гипероксия + RP» были досто-
верно ниже не только параметров серии «Контроль», 
но и параметров серии «Гипероксия». Длительность 
гемолиза в серии «Гипероксия + RP» была на 32,5 % 
меньше, чем в серии «Контроль» и на 27,0 % меньше, 
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чем в серии «Гипероксия»; время 50 % гемолиза сни-
жено на 48,4 % и на 41,8 %, соответственно; суммар-
ная стойкость эритроцитов – на 46,8 % и на 40,5 %, 
соответственно. Полученные данные дают основание 
утверждать о мембранолитическом действии пептида 
RP. Описана способность мембранотропных пепти-
дов вызывать процесс реорганизации мембраны, что 
может привести к ее дестабилизации [13].

Таким образом, сравнительный анализ результа-
тов проведенного исследования по влиянию БАП на 
кислотную резистентность эритроцитов позволяет 
установить способность одних пептидов (НАЛЭ, 
Семакс, Селанк) усиливать, а других (пептид RP) 
ослаблять устойчивость эритроцитов к литическому 
воздействию гемолитика. Выявленное разнонаправ-
ленное влияние пептидов на устойчивость эритроци-
тов к кислотному гемолизу может быть обусловлено 
различиями в последовательности аминокислотных 
остатков в молекуле изучаемых пептидов. В связи с 
чем, при контакте с мембраной эритроцитов иссле-
дуемые пептиды могут оказывать неодинаковое влия-
ние на комплекс липидных и белковых молекул, под-
держивающих структурную целостность мембран, и, 
как следствие, усиливать или ослаблять их исходную 
резистентность. 

В литературе приводятся сведения о пептидах, 
которые, благодаря структурным особенностям, могут 
интегрироваться в состав плазмолеммы и даже пене-
трировать ее, проходя в цитоплазму. Анализ аминокис-
лотных последовательностей проникающих (cell-pen-
etrating) пептидов не выявляет их гомологии, однако 
в них почти всегда присутствует аргинин [12]. Мем-
бранотропные пептиды отличаются значительной кон-
формационной гибкостью и способны заякориваться 
в мембране. Для таких пептидов характерны амфипа-
тические свойства – наличие гидрофобных и гидро-
фильных фрагментов с присутствием аминокислот 
аланин, глицин и пролин. Взаимодействие с фосфоли-
пидным бислоем также характерно для аминокислот 
с ароматическими остатками (фенилаланин, тирозин, 
триптофан). Важным свойством мембранотропных 
БАП является внутренняя конформационная «гиб-
кость» молекулы [13]. Именно этими структурными 
свойствами обладают исследуемые пептиды, что под-
тверждает возможность их проникновения в мембрану 
клеток. Такие пептиды могут быть эффективными 
«карго» для внутриклеточного «введения» лекарствен-
ных веществ, транспорта биологически активных 
веществ через гематоэнцфалический барьер, цитоли-
тическими факторами антимикробного действия. 

Выводы
1. Пептиды НАЛЭ, Семакс, Селанк проявляют 

мембранопротективный эффект – способны повышать 
стабильность мембран эритроцитов к кислотному 
гемолизу в условиях гипероксии. 

2. Пептид RP (Arg-Gly-Arg-Pro-Gly-Pro) оказы-
вают мембранолитическое действие, ослабляя устой-
чивость эритроцитов к гемолитику.

3. Метод кислотных эритрограмм может быть 
использован как простой скриннинговый метод 
оценки мембранотропности биологически активных 
пептидов. 
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