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МЕМБРАННЫЕ ЭФФЕКТЫ ПРИ СОЧЕТАННОМ ВОЗДЕЙСТВИИ 
НА ЭРИТРОЦИТЫ ЧЕЛОВЕКА АМИЛОИДНЫХ ФИБРИЛЛ И АЦЕТАТА СВИНЦА

Аннотация. Изучено влияние сочетанного воздействия на эритроциты человека полученных из лизоцима ами-
лоидных фибрилл и ацетата свинца. Установлено, что комплексное воздействие этих двух компонентов на эритроциты 
приводит к снижению активности мембраносвязанных ферментов ацетилхолинэстеразы и NADH-метгемоглобин- 
редуктазы, изменению микровязкости липидного бислоя мембран и усилению везикуляции эритроцитов. Полученные 
результаты свидетельствуют о более значительной модификации структурно-функционального состояния мембран 
эритроцитов при совместном воздействии амилоидных фибрилл и ионов свинца на эритроциты человека по сравне-
нию с контролем.
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MEMBRANE EFFECTS IN COMBINED IMPACT ON HUMAN ERYTHROCYTES 
OF AMYLOID FIBRILS AND LEAD IONS 

Abstract. The effect of the combination of amyloid fibrils and lead acetate derived from lysozyme on human erythrocytes 
was studied. It was established that the complex effect of these two components on erythrocytes leads to a decrease in the activity 
of membrane-bound enzymes of acetylcholinesterase and NADH-methemoglobinreductase, a change in the microviscosity 
of the lipid bilayer of membranes, and an increase in the vesiculation of erythrocytes. The results indicate a more significant 
modification of the structural and functional state of erythrocyte membranes under the combined action of amyloid fibrils 
and lead ions on human erythrocytes compared with the control.
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effects in combined impact on human erythrocytes of amyloid fibrils and lead ions. Vestsi Natsyyanal’nai akademii navuk 
Belarusi. Seryya biyalagichnych navuk = Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 
2017, no. 4, pp. 13‒20 (in Russian).

Введение. Известно, что многие заболевания человека, в частности болезни Альцгеймера 
и Паркинсона, сахарный диабет второго типа (инсулиннезависимый) и др. [1], связаны со струк-
турными дефектами белков и отложением нерастворимых белковых фибрилл (амилоидов) в раз-
личных органах и тканях. Большинство белков, ассоциированных с развитием таких патологи-
ческих состояний, способны образовывать фибриллярные агрегаты in vitro [2, 3]. 

Считается, что одним из ключевых факторов развития болезни Альцгеймера являются ами-
лоидные отложения (экспериментально подтверждено участие ионов металлов в этом процессе). 
В исследованиях, проведенных in vivo на Macaca mulatta, показано, что у животных, которые 
в раннем возрасте получали обогащенную свинцом пищу, в старости образуются скопления бета-
амилоидного белка в тканях головного мозга [4]. На основании этого авторы пришли к выводу 
о том, что воздействие свинца в раннем возрасте является эпигенетическим фактором риска раз-
вития нейродегенеративных заболеваний в будущем из-за его влияния на уровень экспрессии 
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генов и кодируемых ими белков. Установлено, что в лабораторных условиях ионы определенных 
металлов влияют на структуру и темпы роста фибрилл амилоидогенных белков [5]. Так, Cu2+, 
Fe3+ и Co3+ способствуют образованию вторичной структуры α-синуклеина и значительно уско-
ряют образование фибрилл [3]. Исследования in vitro показали, что ионы металла могут высту-
пать посредником при взаимодействии между амилоидными белками и мембранами [5].

Имеются данные о том, что в нейронных бляшках пациентов с болезнью Альцгеймера ска-
пливаются Al3+, Cu2+, Fe3+, Zn2+ [5–7]. В связи с этим предполагается, что ионы металлов могут 
влиять на агрегацию и токсичность амилоидогенных белков [7]. 

Учитывая, что амилоидные структуры являются цитотоксичными [1–3], а механизмы кле-
точной токсичности амилоидных фибрилл остаются до сих пор не ясными, целью нашей работы 
являлось выявление особенностей модификации мембранотропной активности амилоидов иона-
ми тяжелых металлов.

Материалы и методы исследования. Эритроциты отделяли от плазмы путем центрифуги-
рования крови при 2000 g в течение 5 мин, а затем трижды отмывали в 155 мМ растворе NaCl. 
Эритроцитарные мембраны (тени эритроцитов) выделяли по методу Доджа с сотр. [8]. 

Амилоидные структуры были получены из растворенного в 10 мМ НCl (рН 2,0) лизоцима 
куриного яйца (Fluka) по методу, приведенному в работе [9], при 65 °С в течение 7 сут при по-
стоянном перемешивании. Образование амилоидных структур отслеживали с помощью специ-
фического зонда тиофлавина Т, интенсивность флуоресценции которого определяли ежедневно. 

Активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) определяли спектрофотометрически по методу 
Эллмана [10]. О везикуляции эритроцитов при их метаболическом истощении судили также 
по активности АХЭ в микровезикулах, находящихся в супернатантах после центрифугирования 
суспензии эритроцитов. Определение активности мембраносвязанной метгемоглобинредуктазы 
(NADH-цитохром b редуктазы, диафоразы) проводили по скорости окисления NADH [11]. 

Оценку состояния липидного бислоя мембран эритроцитов осуществляли по параметрам 
флуоресценции липофильных зондов – 1-(4-триметиламмоний-фенил)-6-фенил-1,3,5-гексатриена 
р-толуенсульфоната (ТМА-ДФГ) и 6-додеканол-2-диметиламинонафталена (лаурдана), встроенных 
в мембраны эритроцитов [12, 13]. Показатели зондовой флуоресценции мембран эритроцитов 
определяли на люминесцентном спектрофотометре СМ2203 («Солар», Беларусь), спектрофото-
метрические измерения  проводили на спектрофотометре Specord M-40 (Германия).

В работе использовали следующие реактивы: 1-(4-триметиламмоний-фенил)-6-фенил-1,3,5-
гексатриен р-толуенсульфоната (ТМА-ДФГ), 2,2-динитро-5,5-дитиобензойную кислоту (ДTНБ), 
ацетилхолинобромид, лизоцим куриного яйца фирмы Sigma (США); лаурдан фирмы Carl Roth 
(Германия); Pb(CH3СОО)2, NaCl, NaH2PO4, Na2HPO4, NaHCO3, NADH, K3Fe(CN)6 фирмы «Реахим» 
(Россия). 

Приведены средние значения 6–12 независимых экспериментов. Для анализа полученных ре-
зультатов использовали метод вариационной статистики и параметрический критерий Стьюден-
та [14]. Статистически значимыми считали значения р менее 0,05. Данные представлены в виде 
среднего значения ± стандартное отклонение. 

Результаты и их обсуждение. Плазматические мембраны играют огромную роль как в струк-
турной организации, так и в функционировании клеток, участвуя в осуществлении большинства 
жизненно важных функций. Мембрана эритроцитов человека чутко реагирует на внутренние 
и внешние сигналы и служит посредником в передаче регуляторных сигналов между клеткой 
и внешней средой, обеспечивая выполнение основной функции эритроцитов [15]. Одним из фер-
ментов, характеризующих структурно-функциональное состояние мембран эритроцитов, является 
мембраносвязанная АХЭ. Поскольку функциональные свойства АХЭ напрямую зависят от струк-
турного состояния мембраны, показатель уровня ее активности используют в качестве структур-
ного маркера для оценки различного рода модификаций мембранных компонентов под влиянием 
физико-химических факторов [16, 17].

Ранее нами показано, что в эритроцитах человека, подвергшихся воздействию амилоидных 
фибрилл, происходит увеличение активности мембраносвязанной АХЭ (максимальной скорости 
реакции Vмакс) по сравнению с таковой в клетках, обработанных лизоцимом, что свидетельствует 
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об изменении структурно-функционального состояния мембран эритроцитов после предвари-
тельного воздействия на клетки амилоидных фибрилл [18]. 

В литературе отсутствуют сведения о сочетанном влиянии амилоидных структур и ионов тя-
желых металлов на активность мембраносвязанных ферментов. Поэтому нами изучено влияние 
белковых олигомеров, полученных из лизоцима, и ацетата свинца на активность АХЭ и метге-
моглобинредуктазы. 

На рис. 1, а представлены кривые зависимости Лайнуивера–Берка для мембран, выделенных 
из нативных эритроцитов (кривая 1), а также эритроцитов, обработанных амилоидными струк-
турами (кривая 2), 5 мкМ ацетата свинца (кривая 3) и совместно амилоидными структурами 
и 5 мкМ ацетата свинца (кривая 4). Обнаружено, что предварительная инкубация эритроцитов 
человека с 5 мкМ ацетата свинца и белковыми олигомерами в течение 3 ч при 37 °С вызывает 
изменение параметров активности АХЭ в полученных из них мембранах. Так, наблюдалось зна-
чительное снижение среднего значения Vмакс по сравнению с аналогичным показателем в мем-
бранах, полученных из клеток, предварительно проинкубированных 3 ч только с амилоидными 
структурами и 5 мкМ ацетата свинца (рис. 1, b).

Известно, что, присутствуя в клетке, свинец снижает цитозольную концентрацию ATФ. При 
воздействии в течение 24 ч ионов свинца на эритроциты in vitro провоцируется энергетическое 
истощение последних, что также приводит к сокращению продолжительности жизни и в итоге – 
к эриптозу [19]. При свинцовом отравлении также снижается количество NADH и NADP. Кроме 
того, в зрелых эритроцитах ионы свинца снижают активность 5′-нуклеотидазы [20]. 

В эритроцитах процессам метгемоглобинообразования противостоит система ферментов – 
метгемоглобинредуктаз, которые восстанавливают метгемоглобин до гемоглобина. Дисбаланс 
в антиоксидантной системе эритроцитов приводит к снижению активности метгемоглобинре-
дуктазы, что может вызывать усиление накопления метгемоглобина внутри мембран, образова-
ния телец Гейнца и приводить к гемолизу [21]. 

Ранее нами показано, что активность NADH-метгемоглобинредуктазы в мембранах, изоли-
рованных из эритроцитов, проинкубированных в течение 3 ч с 2–10 мкМ ацетата свинца, прак-
тически не изменялась по сравнению с нормой [22]. Кроме того, по результатам экспериментов, 
проведенных на эритроцитах человека, подверженных влиянию амилоидных структур in vitro, 
не выявлено изменения концентрации мембраносвязанного метгемоглобина [23].

Рис. 1. Кривые зависимости Лайнуивера–Берка для ацетилхолинэстеразы (а) и среднее значение активности ацетил-
холинэстеразы (Vмакс) в мембранах, полученных из эритроцитов человека, обработанных амилоидными структурами 
и ацетатом свинца (b): 1 – контроль (мембраны, выделенные из интактных эритроцитов); 2 – мембраны, выделенные 
из эритроцитов, подвергшихся воздействию амилоидных структур в течение 3 ч; 3 – мембраны, выделенные из эритро-
цитов, подвергшихся инкубации в течение 3 ч в среде, содержащей 5 мкМ ацетата свинца; 4 – мембраны, выделенные 
из эритроцитов, подвергшихся инкубации с полученными из лизоцима амилоидными структурами и 5 мкМ ацетата 

свинца в течение 3 ч
Fig. 1. Relations Lineweaver–Burk for acetyl cholinesterase (a) and mean observation activity of acetyl cholinesterase (Vmax) 
in membranes taken from human erythrocytes treated with amyloid structures and lead acetate (b): 1 – control (membranes 
isolated from intact erythrocytes); 2 – membranes isolated from erythrocytes exposed by amyloid structures for 3 h; 3 – 
membranes isolated from erythrocytes exposed by 5 µM of lead acetate for 3 h; 4 – membranes isolated from erythrocytes 

exposed by amyloid structures from lysozyme and 5 µM of lead acetate for 3 h
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Установлено, что предварительная инкубация эритроцитов человека с 5 мкМ ацетата свинца 
и амилоидными фибриллами в течение 3 ч при 37 °С, а также предварительная инкубация эритроцитов 
с 5 мкМ ацетата свинца в течение того же времени снижала активность мембраносвязанной метгемо-
глобинредуктазы по сравнению с таковой у эритроцитов, обработанных только амилоидами (рис. 2).

Полученные результаты позволяют заключить, что воздействие амилоидных фибрилл в соче-
тании с субгемолитическими концентрациями ионов свинца на эритроциты человека in vitro на-
рушает структурно-функциональное состояние их мембран, что отражается в снижении актив-
ности мембраносвязанных ферментов.

Известно, что в условиях метаболического истощения от мембраны эритроцитов отделяются 
содержащие белок полосы 3 бесспектриновые везикулы, о количестве которых можно судить по ак-
тивности АХЭ в супернатантах, полученных после осаждения клеток [24]. В зависимости от 
природы действующего на эритроциты агента скорость отделения от клеток мембранного мате-
риала, размер, форма и химический состав везикул сильно варьируются. Везикуляцию можно 
рассматривать как следствие изменения физико-химического состояния мембранных белков, вы-
званного в первую очередь окислением тиоловых групп белков свинцом и, возможно, изменением 
взаимодействия окисленного гемоглобина с мембраной.  

Ранее нами показано, что выдерживание эритроцитов в безглюкозной среде, содержащей ацетат 
свинца в субгемолитических концентрациях, приводит к повышению скорости отделения от кле-
ток микровезикул по сравнению с контролем [22]. Кроме того, установлено, что после 48-часово-
го выдерживания клеток в безглюкозной среде уровень везикуляции эритроцитов, подвергших-
ся воздействию полученных из лизоцима амилоидных структур, на 25–30 % выше по сравнению 
с его уровнем у эритроцитов, предварительно проинкубированных с раствором лизоцима [25]. 

Как видно из рис. 3, предварительная инкубация эритроцитов человека в течение 48 ч в при-
сутствии амилоидных фибрилл и ацетата свинца (5 мкМ) ускоряет везикуляцию эритроцитов 
по сравнению с таковой у эритроцитов, подвергшихся воздействию только амилоидов или ацета-
та свинца, что указывает на наличие различий в скорости отделения от мембран микровезикул 
при сочетанном воздействии субгемолитических концентраций ацетата свинца и амилоидов. 

Рис. 2. Активность мембраносвязанной NADH-метгемоглобинредуктазы (А, %) в эритроцитах, обработанных ами-
лоидными структурами и ацетатом свинца: 1 – контроль (мембраны, выделенные из интактных эритроцитов); 2 –
мембраны, выделенные из эритроцитов, подвергшихся воздействию амилоидных структур в течение 3 ч; 3 – мембраны, 
выделенные из эритроцитов, подвергшихся инкубации в течение 3 ч в среде, содержащей 5 мкМ ацетата свинца; 4 –
мембраны, выделенные из эритроцитов, подвергшихся инкубации в течение 3 ч в среде, содержащей амилоидные 
структуры и 5 мкМ ацетата свинца. За 100 % принято среднее значение активности фермента в интактных эритроцитах
Fig. 2. Activity of membrane bond NADH-methemoglobin reductase (А, %) in erythrocytes exposed by amyloid structures 
and lead acetate: 1 – control (membranes isolated from intact erythrocytes); 2 – membranes isolated from erythrocytes 
exposed by amyloids structures for 3 h; 3 – membranes isolated from erythrocytes exposed by 5 µM of lead acetate for 3 h; 
4 – membranes isolated from erythrocytes exposed by amyloids structures and 5 µM of lead acetate for 3 h.  100 % is mean 

observation of enzyme activity in intact erythrocytes
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Известно, что физико-химическое состояние компонентов клеточных мембран и происходя-
щие в них процессы часто играют важную роль в формировании ответа клетки на действие токси-
ческого агента. Имеющиеся в литературе данные о действии свинца на клетки свидетельствуют 
о том, что клеточная мембрана является одной из главных мишеней повреждающего действия 
свинца и других тяжелых металлов [15, 22, 26].

Ранее нами установлено, что полученные из лизоцима амилоидные структуры вызывают 
изменение параметров флуоресценции липидных зондов – генерализованную поляризацию 

Рис. 3. Зависимость активности АХЭ (А, отн. ед.) в супернатантах, полученных после осаждения проинкубирован-
ных в различных средах эритроцитов, от времени выдерживания их в безглюкозной среде: 1 – 10 %-ная суспензия 
эритроцитов предварительно выдержана в 0,155 М растворе NaCl + 10 мМ Nа-фосфатного буфера, рН 7,4 (контроль); 
2 – 10 %-ная суспензия эритроцитов предварительно выдержана 3 ч в 0,155 М растворе NaCl + 10 мМ Nа-фосфатного 
буфера, рН 7,4, содержащем амилоидные структуры из лизоцима, затем отмыта и повторно суспензирована в этом 
же буфере; 3 – 10 %-ная суспензия эритроцитов предварительно выдержана 3 ч в 0,155 М NaCl + 10 мМ Nа-фосфатного 
буфера, рН 7,4, содержащем 5 мкМ ацетата свинца, затем эритроциты отмыты и повторно суспензированы в этом же 
буфере; 4 – 10 %-ная суспензия эритроцитов предварительно выдержана 3 ч в 0,155 М NaCl + 10 мМ Nа-фосфатного 
буфера, рН 7,4, содержащем белковые олигомеры и 5 мкМ ацетата свинца, затем эритроциты отмыты и повторно 

суспензированы в этом же буфере

Fig. 3. Relationship of activity ACHE (A, r. u.) from time of incubation in medium without glucose in supernatants, which was 
taken after precipitation of erythrocytes previously, incubated in different solutions:  1 – 10 %-suspension of erythrocytes 
preliminary exposed by 0.155 M NaCl solution + 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 for 3 h (control); 2 – 10 %-suspension 
of erythrocytes exposed by 0.155 M NaCl solution + 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 containing amyloid structures 
from lysozyme for 3 h, after washed and again resuspended in these buffer; 3 – 10 %-suspension of erythrocytes exposed 
by 0.155 M NaCl solution + 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 containing 5 µM lead acetate for 3 h, after washed and again 
resuspended in these buffer; 4 – 10 %-suspension of erythrocytes exposed by 0.155 M NaCl solution + 10 mM sodium 
phosphate buffer pH 7.4 containing amyloid structures from lysozyme and 5 µM lead acetate for 3 h, after washed and again 

resuspended in these buffer

Флуоресцентные параметры ТМА-ДФГ и лаурдана, включенных в изолированные из эритроцитов мембраны, 
после инкубации их с амилоидными фибриллами и ионами свинца в течение 3 ч при 37 °С

Parameters of fluorescence TMA-DPH and laurdan incorporated into erythrocyte membranes isolated 
after incubation with amyloid fibrils and lead ions for 3 h under 37 °С

Серия экспериментов 
(среда инкубации эритроцитов)

ТМА-ДФГ Лаурдан

р GP, отн. ед.

Контроль (мембраны выделены из интактных эритроцитов) 0,42 ± 0,02 0,33 ± 0,007
Мембраны выделены из эритроцитов, подвергшихся инкубации с амилоидными 
структурами в течение 3 ч 0,46 ± 0,03 0,35 ± 0,009

Мембраны выделены из эритроцитов, подвергшихся инкубации с 5 мкм ацетата 
свинца в течение 3 ч 0,4 ± 0,04 0,34 ± 0,01

Мембраны выделены из эритроцитов, подвергшихся воздействию амилоидных 
структур и 5 мкм ацетата свинца в течение 3 ч 0,32 ± 0,03* 0,27 ± 0,008*

П р и м е ч а н и е.  * ‒ достоверность различий (p < 0,05) по сравнению с контролем.
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флуоресценции лаурдана и поляризацию ТМА-ДФГ, встроенных в изолированные мембраны эри-
троцитов, по сравнению с таковыми в мембранах клеток, предварительно проинкубированных 
с раствором лизоцима [27, 28].

Обнаружено, что предварительная инкубация эритроцитов человека с амилоидными струк-
турами и субгемолитическими концентрациями ацетата свинца (5 мкМ) в течение 3 ч при 37 °С 
вызывает достоверное снижение поляризации флуоресценции ТМА-ДФГ и генерализованной 
поляризации флуоресценции лаурдана, встроенных в мембраны эритроцитов, по сравнению с та-
ковой в клетках, обработанных только амилоидными структурами или ацетатом свинца в тех же 
условиях (см. таблицу).

Заключение. Полученные результаты позволяют заключить, что по сравнению с действием 
отдельно амилоидов или ионов тяжелых металлов сочетанное воздействие ионов свинца и амилоид-
ных структур на эритроциты человека in vitro усиливает модификацию физического состояния ли-
пидного бислоя  мембран, а также их структурно-функционального состояния, проявляющегося 
в изменении активности мембраносвязанных ферментов – ацетилхолинэстеразы и метгемоглобин-
редуктазы, в повышении количества отделившегося от эритроцитов части мембранного мате- 
риала. Аналогичные процессы могут происходить и in vivo при патологических состояниях, свя- 
занных с образованием амилоидных белков, и в случаях повышения концентрации ионов свин- 
ца в организме.
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