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ЛИТИЙ-ИНДУЦИРОВАННАЯ МОДИФИКАЦИЯ  
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ И ЛИПИДОВ 

В ЭРИТРОЦИТАХ ЧЕЛОВЕКА 

Аннотация. Изучено влияние различных концентраций сульфата лития на эритроциты человека in vitro. Пока-
зано, что воздействие солей лития в максимальных фармакологических и токсических концентрациях на клетки 
приводит к модификации физико-химического состояния мембраносвязанных белков и липидов. Установлено, что  
в эритроцитах человека, подвергшихся воздействию ионов лития, происходит снижение активности мембраносвя-
занных ацетилхолинэстеразы и метгемоглобинредуктазы, а также изменение микровязкости липидного бислоя мем-
бран. Полученные результаты могут быть использованы для создания клеточной тест-системы для оценки токсич-
ности соединений лития. 
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Abstract. The effect of various concentrations of lithium sulfate on human erythrocytes in vitro has been studied. It has 
been shown that the effect of lithium salt in maximum pharmacological and toxic concentrations on cells leads to a modi-
fication of the physicochemical state of membrane-bound proteins and lipids. It was found that in human erythrocytes exposed 
to lithium ions, there is a decrease in the activity of membrane-bound acetylcholinesterase and methgemoglobin reductase, as 
well as a change in the microviscosity of the lipid bilayer of membranes. The results obtained can be used to create a cell test 
system for assessing the toxicity of lithium compounds.
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Введение. Соли лития широко применяются в медицине в качестве психотропных и других 
лекарственных средств, а также в животноводстве в составе кормовых добавок. Литий использу-
ют и для изготовления литиевых аккумуляторов. В связи с этим возникла опасность неконтро-
лируемого накопления лития в организме человека. До сих пор неизвестны механизмы, посред-
ством которых литий оказывает свое действие на клетки, т. е. физиологическая роль и механиз-
мы влияния лития на клеточные мембраны до конца не выяснены [1, 2]. В связи с тем что 
транспорт ионов лития в организме осуществляется в основном кровью, а кровь является основ-
ным индикатором элементного статуса в медицинской практике, представляет интерес изучение 
механизмов влияния лития на эритроциты человека. Одним из них может быть изменение физико- 
химических свойств клеточных мембран эритроцитов. Успехи, достигнутые в мембранологии, 
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позволяют рассматривать мембрану эритроцита не только в качестве структурного компонента 
клетки – специфически организованной оболочки с регулируемыми физико-химическими свойст-
вами, но и как координатора работы клетки в зависимости от характера поступающих информа-
ционных сигналов химической и физической природы. 

Известно, что для оценки изменений подвижности компонентов мембранной структуры как 
липидов, так и белков можно использовать такой интегральный показатель, как микровязкость, 
который отражает не только структуру, но и диффузные аспекты липидных составляющих мем-
бран [3]. 

Цель настоящей работы – выявить изменение физико-химического состояния мембранных 
белков и липидов в эритроцитах при воздействии на них солей лития. 

Материалы и методы исследования. В работе была использована кровь доноров в консер-
ванте «глюгицир», полученная из РНПЦ трансфузиологии и медицинских биотехнологий 
Министерства здравоохранения Республики Беларусь. Эритроциты отделяли от плазмы путем 
центрифугирования крови при 1500 g 10 мин и трижды отмывали в 155 мМ NaCl. Далее эритро-
циты подвергались воздействию сульфата лития в фармакологических (0,6 и 3 мМ) и токсиче-
ских (6 и 10 мМ) концентрациях в течение 3 ч при 37 °С. Затем клетки отмывали в Na-фосфатном 
буфере (PBS-буфере) и выделяли из них мембраны эритроцитов по методу Доджа с сотр. [4]. 
Активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) определяли спектрофотометрически по методу Эллма-
на [5], а мембраносвязанной метгемоглобинредуктазы – по скорости окисления NАDН [6]. Для 
выявления изменений микровязкости липидов в мембранах эритроцитов были использованы ли-
пофильные флуоресцентные зонды 1-(4-триметиламмониум-6-фенил-1,3,5-гексатриен (ТМА-ДФГ)  
и 6-додеканол-2-диметиламинонафтален (лаурдан), параметры флуоресценции которых позволя-
ют судить об изменении физического состояния фосфолипидов на разной глубине липидного 
бислоя мембран [7, 8]. Флуориметрические измерения проводили на люминесцентном спект-
рофотометре СМ2203 («СОЛАР», Беларусь), спектрофотометрические – на спектрофотометре 
«Спекорд M-40» (Германия).  

Результаты и их обсуждение. Фармакологическая эффективность препаратов лития опреде-
ляется их способностью вызывать стабильное повышение концентрации ионов лития в плазме 
крови и эритроцитах. Повышение концентрации ионов лития в крови не только способствует 
стабилизации настроения пациентов с психоневрологическими расстройствами, но и проявляет 
нейропротекторное действие [9]. Известно, что при длительном приеме препаратов лития паци-
ентами с биполярными расстройствами происходит накопление элемента в эритроцитах, что 
приводит к изменению белкового и жирнокислотного состава мембран эритроцитов [10].                                                                                                                                          

Изучение молекулярных механизмов функционирования соединений лития дает возможность 
понять как причины эффективности его применения при заболеваниях нервной системы, так  
и механизмы воздействия на другие системы организма. В терапевтических дозах литий являет-
ся мощным ингибитором различных фосфоинозитолфосфатаз и влияет на опосредованные ими 
сигналы [11, 12]. В литературе показано, что ионы лития в фармакологических концентрациях 
оказывают существенное влияние на гомеостаз ацетилхолина, энкефалинов, катехоламинов  
(в том числе допамина), серотонина и других нейротрансмиттеров. В частности, ионы лития 
влияют на активность АХЭ и секрецию ацетилхолина в коре головного мозга. Холин способ-
ствует активации транспорта ионов лития внутрь клеток. В процессе лечения пациентов с бипо-
лярными расстройствами карбонатом лития отмечено накопление холина в эритроцитах [13]. 
Соли лития способствуют также стабилизации мускариновых рецепторов ацетилхолина, влия-
ют на активность протеинкиназы С [13]. В литературе практически отсутствует информация  
о влиянии ионов лития на эритроцитарную АХЭ, которая структурирована в поверхностном слое 
мембраны в виде липопротеидного комплекса. Каталитическая активность мембраносвязанной 
АХЭ находится под контролем структурного состояния липидной фазы мембраны, а нарушение 
же структуры мембраны под действием ионов лития может привести к изменению конформации 
мембраносвязанных ферментов (например, АХЭ и метгемоглобинредуктазы).

Нами проведена серия экспериментов по изучению активности мембраносвязанных ферментов 
(АХЭ и метгемоглобинредуктазы) в эритроцитах, подвергшихся воздействию сульфата лития  
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в фармакологических (0,6 и 3 мМ) и токсических (6 и 10 мМ) концентрациях. На рис. 1 представ-
лены зависимос ти Лай нуивера–Берка для мембран, выделенных из нативных эри троцитов (кри-
вая 1) и эритроцитов, подвергшихся воздействию сульфата лития (кривые 2‒4). 

Как видно из рис. 2, средние значения максимальной скорости (Vмакс) (рис. 2, a) и константы 
Михаэлиса (КМ) мембраносвязанной АХЭ (рис. 2, b) достоверно снижены (p < 0,05) в эритроци-
тах, подвергшихся воздействию максимальной фармакологической и токсической концентраций 
сульфата лития по сравнению с контролем.

При воздействии токсических концентраций (10 мМ Li2SO4,) обнаружен наиболее выражен-
ный эффект снижения параметров активности АХЭ в изолированных мембранах, чем при воз-
действии фармакологических концентраций (3 мМ Li2SO4). Из литературы известно, что актив-
ность АХЭ в нервных клетках в процессе жизни может снижаться в результате химических воз-
действий и генетических изменений. При этом относительно небольшое снижение активности 
АХЭ приводит к облегчению синаптической передачи, что позволяет применять ингибиторы АХЭ 
при лечении ряда заболеваний, тогда как значительное снижение активности АХЭ делает синап-
тическую передачу затруднительной [5]. Что касается эритроцитарной АХЭ, то функциональное 
значение ее до конца не изучено. 

Другим ферментом, который привлек наше внимание при изучении влияния солей лития на 
эритроциты, явилась NADH-зависимая метгемоглобинредуктаза, которая ответст венна за восста-
новление метгемоглобина (МеtHb) до оксигемоглобина.
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Рис. 2. Средние значения параметров активности ацетилхолинэстеразы (а – Vмакс, b – КМ) в мембранах, изолирован-
ных из эритроцитов, которые были подвергнуты воздействию различных концентраций сульфата лития. Мембраны 
изолированы из эритроцитов:  1 – нативных (контроль); 2, 3 – подвергшихся воздействию  Li2SO4 в концентрациях  

3 и 10 мМ соответственно. * – различия достоверны по сравнению с контролем (p < 0,05)
Fig. 2. Mean observation activity of acetyl cholinesterase (a – Vmax) and (b – КМ) in membranes isolated from erythrocytes 
treated with various concentrations of lithium sulfate. Membranes are isolated from red blood cells: 1 ‒ native (control);  
2, 3 – exposed to Li2SO4 at concentrations of 3 and 10 mM, respectively. * – differences are significant compared to control  

(p < 0.05)

Рис. 1. Зависимости Лайнуивера–Берка для ацетилхолинэстеразы в мем-
бранах, изоли рованных из эритроцитов до и после воздействия различ-
ных концентраций сульфата лития. Мембраны изолированы из эритро-
цитов: 1 – нативных (контроль); 2–4 – подвергшихся воздействию Li2SO4  

в концентрациях 0,6; 3 и 10 мМ соответственно

Fig. 1. Relations Lineweaver‒Burk for acetyl cholinesterase in membranes 
taken from ery throcytes before and after treated with various concentrations  
of lithium sulfate. Membranes are isolated from red blood cells: 1 –  native 
(control); 2–4  – exposed to Li2SO4 at concen trations of 0.6; 3 and 10 mM, 

respectively
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В молeкуле гемоглобина железо присутствует в фeрроформе (Fe(II)), однако под воздействи-
ем ряда физико-химических факторов оно может окисляться до фeрриформы (Fe(III)). МеtHb – 
продукт окисления железа в молекуле гемоглобина. Нормальная оксигeнация гемоглобина пред-
полагает высвобождение электрона из атома железа для связи с кислородом. Если железо гема не 
переходит обратно в ферроформу, то образуется МеtHb, что в свою очередь приводит к наруше-
нию транспорта кислорода. При высоком содержании МеtHb присутствуют как полностью окис-
ленные молекулы гемоглобина, так и частично окислeнные – так называемые «валентные гибриды» 
с измененными функциональными параметрами. Они вызывают нарушение процессов оксиге-
нации органов и тканей с развитием гипоксии и цианоза [14, 15]. Возникновение метгемоглоби-
немии может быть связано с врожденными факторами, повышенным синтезом и/или уменьше-
нием восстановления МеtHb, а также с воздействием токсинов, которые резко влияют на окисли-
тельно-восстановительные реакции, увеличивая концентрацию МеtHb [16]. 

Нами показано, что в эритроцитах, подвергшихся воздействию сульфата лития в фармаколо-
гических и токсических концентрациях, активность мембраносвязанной метгемоглобинредукта-
зы была снижена на 13 % (3 мМ Li2SO4) и 20 % (10 мМ Li2SO4) по сравнению с контролем (рис. 3).

Таким образом, установлено, что в эритроцитах человека, подвергшихся in vitro воздействию как 
фармакологических, так и токсических концентраций сульфата лития, происходит снижение ак-
тивности мембраносвязанных АХЭ и метгемоглобинредуктазы, что свидетельствует об индуциро-
ванном ионами лития изменении структурно-функционального состояния мембран эритроцитов.

Известно, что ключевую роль в регуляции всех процессов, происходящих в мембранах, игра-
ет их текучесть (микровязкость). Этот комплексный показатель отражает как структуру, так  
и диффузные аспекты липидных составляющих мембран. Микровязкость мембран является ин-
тегральным показателем, зависящим от фосфолипидного состава, ненасыщенности липидов  
и содержания холестерина в мембранах. Изменение вязкостных характеристик отражает различ-
ные модификации межмолекулярных связей, которые, по сути, определяются сочетанием уров-
ней подвижных и стабильных взаимодействий компонентов мембран. Важность поддержания 
относительной стабильности структуры мембран определяется необходимостью сохранения тех 
специфических мембранных функций, которые вызваны их тканевой принадлежностью, клеточ-
ной специализацией. Относительная стабильность связана с бислойностью липидной организации 
мембран, характерным для каждого вида мембран химическим составом и сохранением асимме-
тричности в распределении белков и липидов во внутренних и поверхностных слоях и в созда-
нии агрегатов липидов с белками, липидов с липидами, липидных рафтов и белковых комплек-
сов в пределах слоя [17, 18].

Для выявления изменений микровязкости липидов в мембранах эритроцитов при воздей-
ствии сульфата лития нами были использованы липофильные флуоресцентные зонды ТМА-ДФГ 
и лаурдана, параметры флуоресценции которых позволяют оценить изменение физического со-
стояния фосфолипидов на разной глубине липидного бислоя мембран. Известно, что ТМА-ДФГ 
равномерно распределяется в мембране, встраиваясь в гидрофильной области полярных головок 
фосфолипидов [19], а лаурдан встраивается в мембрану в гидрофильно-гидрофобной области 
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Рис. 3. Средние значения активности мембраносвязанной NADH-
метгемоглобинредуктазы в мембранах, изолированных из эритроци-
тов, подвергшихся воздействию различных концентраций сульфата 
лития. Мембраны изолированы из эритроцитов: 1 – нативных (кон-
троль); 2, 3 – подвергшихся воздействию Li2SO4 в концентрациях  
3 и 10 мМ соответственно; * – различия достоверны по сравнению  
с контролем (p < 0,05). За 100 % принято среднее значение активно-

сти фермента в нативных эритроцитах

Fig. 3. Mean activity of membrane bond NADH-methgemoglobin reduc-
tase in erythrocytes treated with various concentrations of lithium sulfate. 
Membranes are isolated from red blood cells: 1 – native (control); 2, 3 – 
exposed to Li2SO4 at concentrations of 3 and 10 mM, respectively. * – dif-
ferences are significant compared to control p < 0.05. 100 % is mean 

observation of enzyme activity in intact erythrocytes
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липидного бислоя, при этом остаток лауриновой кислоты локализуется в основном в области угле-
водородных цепочек жирных кислот фосфолипидов, а его флуоресцентный нафталиновый оста-
ток – на уровне полярных головок фосфолипидов [20]. 

Нами выявлено достоверное повышение степени поляризации флуоресценции (Р) ТМА-ДФГ 
в изолированных мембранах из эритроцитов, подвергшихся воздействию сульфата лития: в фар-
макологических (3 мМ) – на 25 %, в токсических концентрациях (6 и 10 мМ) – на 35 и 40–45 % 
соответственно по сравнению с контролем (рис. 4, а). Известно, что ТМА-ДФГ обладает интен-
сивной флуоресценцией и чувствителен к физическому состоянию липидов в мембранах, а значе-
ние поляризации флуоресценции ТМА-ДФГ прямо пропорционально изменeнию микровязкости 
гидрофильной области липидного бислоя мембран. Увеличение поляризации флуоресценции 
ТМА-ДФГ, встроенного в изолированные мембраны эритроцитов, свидетельствует о снижении 
текучести липидного бислоя в мембранах под влиянием ионов лития. Обнаружено незначитель-
ное снижение генерализованной поляризации (GP) флуоресценции лаурдана, включенного в изо-
лированные мембраны из эритроцитов, обработанных как фармакологическими, так и токсиче-
скими концентрациями сульфата лития, по сравнению с контролем (рис. 4, b).

Полученные результаты позволяют предположить, что имеется сильное электростатическое 
взаимодействие ионов лития с мембранными липидами клеток и с гидрофобными частями бел-
ковых молекул, чем отчасти можно объяснить фармакологическую и токсическую специфич-
ность иона лития. Более высокая липофильность лития по сравнению с натрием, калием, руби-
дием и цезием играет важную роль в механизмах его фармакологического и токсического дейст-
вия [21]. Вблизи гидрофобных участков мембран катион лития с легкостью теряет свои «водные 
оболочки» и электростатически взаимодействует с липидными мембранами клеток или с гидро-
фобными частями белковых молекул, изменяя их конфигурацию или даже встраиваясь в них [2]. 

Заключение. Установлено, что в эритроцитах человека, подвергшихся воздействию in vitro 
фармакологических и токсических концентраций сульфата лития, происходит снижение актив-
ности мембраносвязанных ацетилхолинэстеразы и метгемоглобинредуктазы, а также изменение 
параметров флуоресценции различных по локализации в мембране липофильных зондов, что 
дает основание заключить, что на разной глубине липидного бислоя мембран имеет место ли-
тий-индуцированная модификация липидов.  Полученные результаты могут быть использованы 
для создания клеточной тест-системы для оценки токсичности лития.
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Рис. 4. Флуоресцентные параметры ТМА-ДФГ (а, λвозб = 365 нм) и лаурдана (b, λвозб = 340 нм), встроенных  в мембраны, 
изолированные из эритроцитов до и после воздействия различных концентраций сульфата лития. За 100 % принято 
среднее значение поляризации флуоресценции зонда в контрольных образцах. * – различия достоверны по сравнению 

с контролем (p < 0,05)
Fig. 4. Parameters of fluorescence TMA-DPH (а, λexc  = 365 nm) and laurdan (b, λexc = 340 nm) incorporated into erythrocyte 
membranes isolated after incubation various concentrations of lithium sulfate. The average value of the fluore scence probe 

polarization in the control samples is taken as 100 %. * – differences are significant compared to control (p < 0.05)
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