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Резюме

Цель –  изучить морфофункциональное состояние эритроцитов крови доноров, модифицированных цефтриаксоном в тера-
певтической концентрации.

Материалы и методы. Исследование in vitro влияния цефтриаксона на осмотический, перекисный гемолиз и сорбционную 
способность эритроцитов проводили на образцах крови 10 практически здоровых доноров. Пробы крови, стабилизирован-
ные 0,109 М раствором трехзамещенного лимоннокислого натрия, инкубировали в присутствии цефтриаксона в концентра-
ции 250 мкг/мл в течение 2 ч при температуре 37 °С (опытные пробы). Интактные пробы (контрольные) готовились аналогично, 
но без добавления цефтриаксона.

Результаты и выводы. При инкубации in vitro эритроцитов с цефтриаксоном в концентрации 250 мкг/мл в течение 2 ч происхо-
дит усиление гемолиза эритроцитов: в условиях гипоосмотической среды (0,45%) наблюдается усиление гемолиза в 1,7 раза, 
а в присутствии экзогенной Н
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 –  в 1,96 раза, что может характеризовать данный препарат как вещество с выраженными ге-

молитическими свойствами. Показано, что цефтриаксон в концентрации 250 мкг/мл существенно (на 18,5%) увеличивает спо-
собность эритроцитов к сорбированию витального красителя альцианового синего.
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В настоящее время исследователями активно обсужда-
ются возможные механизмы взаимодействия клеток ма-
кроорганизма с антибиотиками различных классов. Это 
обусловлено тем, что многолетние исследования в обла-
сти антибиотикотерапии указывают на проявление ан-
тибиотиками как лечебного, так и побочного действия. 
Отечественными и зарубежными учеными показано, 
что физико-химические взаимодействия антибиотиков 
с клетками микро- и макроорганизмов сложны и не огра-
ничиваются прямым антимикробным действием пре-
паратов. Имеются данные о влиянии антибиотиков 
на фагоцитарную активность макрофагов, агрегацион-
ные свойства тромбоцитов, структурно-функциональ-
ные свойства эритроцитов [2–4, 10, 12, 13].

Цефтриаксон (ЦТ) является антибиотиком группы 
цефалоспоринов III поколения, при внутримышеч-
ном или внутривенном введении длительно сохраня-
ется в организме и хорошо проникает в органы. Однако 
применение ЦТ имеет побочные действия и может вы-
зывать аллергические реакции, изменение формулы 
крови, нарушение функции печени и почек, что может 
привести к нежелательным последствиям.

Изменение проницаемости мембран эритроци-
тов человека для молекул антибиотиков может слу-
жить критерием функционирования мембран в орга-
низме. Учитывая важность структурной целостности 
клеток, исследование механизмов взаимодействия 

ЦТ с эритроцитами позволит более точно оценить сте-
пень его влияния на организм человека для прогнози-
рования и минимизации нежелательных реакций.

Цель работы –  изучить морфофункциональное со-
стояние эритроцитов доноров, модифицированных 
ЦТ в терапевтической концентрации.

Материалы и методы исследования
Исследование влияния ЦТ на гемолиз и сорбционную 

способность эритроцитов in vitro проводили на образцах 
крови 10 практически здоровых доноров.

Ход эксперимента. Пробы крови, стабилизированные 
0,109 М раствором трехзамещенного лимоннокислого на-
трия, инкубировали в присутствии ЦТ в концентрации 
250 мкг/мл в течение 2 ч при температуре 37 °С (опытные 
пробы). Расчет дозы препарата проводили эмпирически 
с учетом разовой дозы при лечении пациента. Интактные 
пробы (контрольные) готовились аналогично, но без до-
бавления ЦТ. Затем эритроциты отделяли от плазмы 
и других форменных элементов путем центрифугирова-
ния в течение 10 мин (1 000 g) и дважды отмывали охлаж-
денным 0,89% раствором NaCl.

Резистентность эритроцитов к действию перекиси во-
дорода определяли по методу С. С. Михайлова и соавт. [8]. 
Метод определения перекисного гемолиза эритроцитов 
проводили следующим образом: в суспензию эритроцитов 
добавляли 0,1 мл 2,2% раствора перекиси водорода, пробы 
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инкубировали в течение 10 мин при температуре 37 °С при 
постоянном встряхивании. О степени гемолиза судили 
по оптической плотности Е536, которая непосредственно 
отображает концентрацию гемоглобина. Измерения про-
водили на спектрофотометре СФ-46.

Для определения степени осмотического гемолиза пред-
варительно готовили гипоосмотический раствор хлорида 
натрия 0,45%. К 1 мл рабочего раствора добавляли 100 мкл 
суспензии эритроцитов (гематокрит 20%). Пробы инку-
бировали в течение 1 ч при комнатной температуре, за-
тем центрифугировали при 3 000 об./мин в течение 3 мин. 
Степень гемолиза оценивали по оптической плотности 
жидкости, полученной после осаждения негемолизиро-
ванных эритроцитов, и выражали в процентах относи-
тельно оптической плотности образцов, в которых гемо-
лиз эритроцитов был вызван дистиллированной водой 
(100% гемолиз) [7]. Осмотический гемолиз эритроцитов 
регистрировали на спектрофотометре СФ-46 при длине 
волны 536 нм.

Сорбционную емкость гликокаликса эритроци-
тов к витальному красителю альциановому синему 
(СЕГАС) определяли с помощью метода прижиз-
ненного количественного окрашивания эритроцитов 
[1]. Суспензию эритроцитов 4х107 кл./мл дважды от-
мытых от плазмы в 40 объемах 0,89% раствора NaCl 
(1 000 об./мин, 10 мин) смешивали с равным объемом 
физиологического раствора, содержащего 0,005% альци-
анового синего, 10 мин инкубировали при температуре 
21 оС и снова центрифугировали при тех же условиях. 
Количество АС в растворе до и после окрашивания кле-
ток (соответственно, Со и С) определяли по оптической 
плотности, измеренной на спектрофотометре СФ-46; 
при длине волны 617 нм. Расчет количества АС, сор-
бированного суспензией эритроцитов (Q1), проводили 
по формуле:

Q= 100-(С×100)/B,
где Q –  количество красителя, сорбированного эритро-

цитами (%);
В –  оптическая плотность раствора красителя (у. е.);
С –  оптическая плотность надосадочной жидкости (у. е.).
В контроле к АС добавляли физиологический раствор, 

не содержащий клеток. Использовали АС фирмы Loba 
chemie (Австрия).

Статистическую обработку результатов исследования 
проводили с использованием стандартных пакетов про-
грамм Microsoft Excel. Вычисляли средние арифметиче-
ские (M) и их стандартные ошибки (m). Существенность 
различий средних величин оценивали с использованием 
непараметрических критериев [5].

Результаты и их обсуждение
Изучение изменения осмотической стойкости эри-

троцитов под действием ЦТ показало, что в результате 

инкубации крови с препаратом наблюдается усиление ге-
молиза эритроцитов (интактные пробы –  (6,24 ± 0,25)%; 
опытные –  (10,39 ± 0,84)%; р < 0,05; см. таблицу).

Согласно литературным данным, инкубирование эри-
троцитов в гипоосмотической среде делает их чувствитель-
ными к действию эндогенных факторов и способствует 
связыванию ЦТ с мембранами эритроцитов. В работах 
Юсифова З. А. и соавт. было доказано, что при инкубации 
ЦТ с тенями эритроцитов связывается до 70% препарата 
[9, 11], поэтому можно предположить, что усиление осмо-
тического гемолиза эритроцитов в 0,45% растворе NaCl 
вызвано связыванием ЦТ с эритроцитарной мембраной.

В ходе эксперимента также было установлено, что под 
действием данного антибиотика значительно увеличива-
ется уровень перекисного гемолиза эритроцитов (интакт-
ные пробы –  (6,13 ± 0,26)%; опытные –  (12,07 ± 0,61)%; 
р < 0,05). Возможно, что дестабилизация мембран эритро-
цитов под действием ЦТ связана не только с встраиванием 
препарата в мембрану, но и, как следствие, с активацией 
окислительных процессов в клетке.

Известно, что гликокаликс принимает участие в про-
цессах обмена клетки с внешней средой и в сохранении 
структурно-функциональных свойств мембраны. Поэтому 
следующим этапом эксперимента было изучение in vitro 
влияния ЦТ на СЕГАС. 

АС –  это витальный краситель, который способен связы-
ваться с гликолипидами, гликопротеидами и кислыми му-
кополисахаридами. В малой концентрации (в данном слу-
чае 0,005% раствор красителя) он не повреждает клетки, 
не проникает в цитоплазму и сорбируется гликокалик-
сом клетки в количестве, пропорциональном содержанию 
в нем белков и углеводов.

Установлено, что среднее значение СЕГАС эритроцитов 
в интактных пробах составляет (45,3 ± 1,7)%. После инку-
бации эритроцитов с ЦТ в опытных пробах отмечается до-
стоверное увеличение данного показателя относительно 
интактных проб (53,7 ± 2,1)% (р < 0,05). Полученные дан-
ные подтверждают предположение о том, что в условиях 
in vitro инкубация эритроцитов с ЦТ вызывает поврежде-
ние клеток препаратом, изменяются их сорбционные свой-
ства –  повышается СЕГАС гликокаликсом.

Выводы
1. При инкубации in vitro эритроцитов с ЦТ в концен-

трации 250 мкг/мл в течение 2 ч происходит усиление ге-
молиза эритроцитов: в условиях гипоосмотической среды 
(0,45%) наблюдается усиление гемолиза в 1,7 раза, а в при-
сутствии экзогенной Н2О2 –  в 1,96 раза, что может харак-
теризовать данный препарат как вещество с выражеными 
гемолитическими свойствами.

2. В эксперименте in vitro показано, что ЦТ в концен-
трации 250 мкг/мл существенно (на 18,5%) увеличивает 
СЕГАС.

Таблица. Показатели осмотического, перекисного гемолиза и сорбционной емкости эритроцитов 
до и поcле инкубации in vitro эритроцитов с ЦТ в концентрации 250 мкг/мл (M±m)

Осмотический гемолиз, % Перекисный гемолиз, % СЕГАС, %

Интактные пробы Опытные пробы Интактные пробы Опытные пробы Интактные пробы Опытные пробы

6,24 ± 0,25 10,39 ± 0,84* 6,13 ± 0,26 12,07 ± 0,61* 45,3 ± 1,7 53,7 ± 2,1*

Примечание: * р < 0,05 дано относительно интактных проб.
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ВПЛИВ ЦЕФТРІАКСОНУ НА МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН ЕРИТРОЦИТІВ ДОНОРІВ
Г. К. Кондакова, Г. О. Семко, О. В. Левицька, В. М. Цимбал

ДУ «Інститут дерматології та венерології НАМН України»
Резюме
Мета –  вивчити морфофункціональний стан еритроцитів донорів, що були модифіковані цефтріаксоном у терапевтичній концентрації.
Матеріали та методи. Дослідження in vitro впливу цефтріаксону на осмотичний, перекисний гемоліз та сорбційну ємність еритро-
цитів проводили на пробах крові 10 практично здорових донорів. Проби крові, стабілізовані 0,109 М розчином трьохзамісного ли-
моннокислого натрію, інкубували в присутності цефтріаксону в концентрації 250 мкг/мл упродовж 2 год за температури 37 °С (до-
слідні проби). Інтактні проби (контрольні) готували аналогічно, але без додавання цефтріаксону.
Результати та висновки. При інкубації in vitro еритроцитів з цефтріаксоном у концентрації 250 мкг/мл упродоіж 2 год відбувається 
посилення гемолізу еритроцитів: в умовах гіпоосмотичного середовища (0,45%) спостерігається посилення гемолізу в 1,7 раза, 
а в присутності екзогенного Н

2
О

2
 –  в 1,96 раза, що може характеризувати препарат як речовину з вираженими гемолітичними 

властивостями. Показано, что цефтріаксон у концентрації 250 мкг/мл суттєво (на 18,5%) збільшує здатність еритроцитів до сор-
бування вітального барвника альціанового синього.
Ключові слова: еритроцити, гемоліз, сорбційна ємність, цефтріаксон.
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SE «Institute of Dermatology and Venereology of NAMS of Ukraine»

Abstract
The objective:  to study the morphological and functional state of donor red blood cells modified with ceftriaxone in therapeutic concentration
Materials and methods. The in vitro study of the ceftriaxone effect of on osmotic, peroxide hemolysis, and erythrocyte sorption capac-
ity was conducted on blood samples of 10 practically healthy donors.
Blood samples stabilized with a 0.109 M trisodium citrate solution were incubated in the presence of ceftriaxone at a concentration of 250 μg /
ml for 2 hours at the temperature of 37 °C (experimental samples). Intact samples (control) were prepared similarly, but without adding ceftriaxone.
Results and conclusions. During in vitro incubation of erythrocytes with ceftriaxone at a concentration of 250 μg/ml for 2 hours, erythro-
cyte hemolysis was increased: in a hypoosmotic environment (0.45%) hemolysis was increased by 1,7 times, and in the presence of ex-
ogenous Н

2
О

2
 –  by 1,96 times, which can characterize this drug as a substance with hemolytic properties. It was shown that ceftriaxone 

at a concentration of 250 μg/ml significantly (by 18.5%) increases the ability of red blood cells to sorb the vital dye Alcian Blue.
Key words: red blood cells, hemolysis, sorption capacity, ceftriaxone.
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