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В обзоре представлен анализ собственных и литературных данных, касающихся различных аспектов 
использования эритроцитов в качестве модели in vitro в комплексной оценке антиоксидантной 
активности широкого спектра природных и синтетических соединений, их смесей и растительных 
экстрактов. Обсуждены особенности воздействия на эритроцит наиболее часто применяемых в 
подобных исследованиях инициаторов окислительного стресса – 2,2'-азобис(2-амидинопропан)
дигидрохлорида (ААРН) и Н2О2, механизмы, лежащие в основе развития гемолитического процесса. 
Дан критический анализ методологических подходов к оценке уровня гемолиза, характеризующего 
выживаемость эритроцитов в условиях окислительного стресса и позволяющего судить о наличии 
мембранопротекторной активности у исследуемых соединений. Рассмотрены критерии комплексной 
оценки состояния эритроцитов, используемые при изучении клеточных и молекулярных механизмов 
антиоксидантной активности субстанций широкого спектра на модели окислительного гемолиза 
эритроцитов. К числу традиционных методов относится определение интенсивности процессов 
перекисного окисления мембранных липидов на основании концентрации продуктов, реагирующих 
с 2-тиобарбитуровой кислотой, а также оценка относительного содержания окисленных форм 
гемоглобина в эритроцитах. Перспективный подход – использование современных флуоресцентных 
методов. В частности, чувствительный маркер окислительного стресса в эритроцитах – флуо- 
ресценция продуктов деградации гема, по снижению интенсивности которой можно судить о 
наличии антиоксидантной активности у исследуемых соединений. Актуальный флуоресцентный 
метод – оценка уровня окислительного стресса путем измерения внутриклеточной концентрации 
АФК в эритроцитах. Анализ собственных и литературных данных позволяет рекомендовать 
метод окислительного гемолиза эритроцитов в скрининге вновь разработанных соединений с 
целью отбора наиболее интересных кандидатов для дальнейшего углубленного изучения. Его 
использование целесообразно при установлении зависимости структура–активность и выработке 
стратегии целенаправленного синтеза новых биологически активных соединений, сочетающих 
высокую гемосовместимость и антиоксидантную активность, перспективных для биомедицинского 
применения.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Активные формы кислорода (АФК) генери- 
руются в ходе нормального метаболизма и участ- 
вуют в различных клеточных процессах, образу- 
ются при воздействии физических факторов и  
при метаболизме ксенобиотиков [1–5]. Вместе с  
тем избыток АФК опасен для клеток, что обус- 
ловлено их способностью вызывать окисли- 
тельную модификацию ключевых биомолекул: 
перекисное окисление липидов (ПОЛ), карбо- 
нилирование белков, образование карбонильного 
(альдегидно-кетонового) аддукта, нитрование, суль- 
фоксидирование, повреждение цепи ДНК (раз- 
рывы или окисление азотистых оснований) [6].  
Интенсификация процессов ПОЛ сопровожда- 
ется изменениями структуры и свойств биоло- 
гических мембран и функции клеток. Соединения, 
способные препятствовать окислению или за- 
медлять его, действуя в более низкой концентрации 
по сравнению с концентрацией защищаемого 
субстрата, относят к антиоксидантам [2]. Усиление 
образования АФК наряду с уменьшением вы- 
работки антиоксидантов приводит к дисбалансу 
между количеством химически активных окис- 
лителей и способностью биологической системы 
к детоксикации, что идентифицируется как 
окислительный стресс [6–11]. 

В настоящее время окислительный стресс ас- 
социируется со старением и многочисленными 
хроническими заболеваниями, включая ревма- 
тоидный артрит, атеросклероз, сахарный диабет, 
неврологические и нейродегенеративные рас- 
стройства, а также сердечно-сосудистые пато- 
логии [2, 3, 6, 9, 12–21]. В последние два десяти- 
летия активно разрабатываются терапевтические 
стратегии, нацеленные на использование регу- 
ляторов свободно-радикальных процессов для  
лечения заболеваний, связанных с интенсифи- 
кацией образования АФК [18, 22]. Как природные, 
так и синтетические антиоксиданты широко ис- 
пользуются не только в фармацевтике, но и в 
пищевой промышленности [3, 20, 23–28]. Вместе 
с тем сохраняет актуальность поиск новых эф- 
фективных и малотоксичных антиоксидантов, 
их выделение и производство из доступного рас- 
тительного сырья [11, 29, 30]. В этом плане пред- 
метом интенсивных исследований все чаще ста- 
новятся растительные фенолы вследствие их 
доступности, высокой биологической активности 
и меньших побочных эффектов по сравнению 
с синтетическими антиоксидантами [5, 18, 22, 
30–32]. 

Многолетний опыт исследований природных 
и синтетических соединений, биологически ак- 
тивных комплексов естественного происхождения 
и пищевых продуктов свидетельствует о том, что  
на сегодняшний день не существует простых и 
универсальных методов оценки антиоксидантной 
активности в системах in vitro [5, 11, 23, 25, 33–42]. 
Получившие широкое распространение химичес- 
кие тесты не в полной мере учитывают параметры, 
имеющие значение в биологическом окружении, 
в том числе липофильность, биодоступность [5, 
43, 44], а также 3D-структуру антиоксидантов 
[22]. Известно, что липофильность, степень ин- 
корпорации, распределение и ориентация в ли- 
пидном бислое клеточной мембраны, а также  
способность к ее стабилизации за счет уменьше- 
ния текучести являются факторами, вносящими 
решающий вклад в эффективность некоторых 
фенольных антиоксидантов [45–52]. Полагают, 
что способность этих соединений ограничивать  
текучесть мембран затрудняет диффузию свобод- 
ных радикалов и таким образом снижает ин- 
тенсивность свободнорадикальных реакций [46]. 
С мембраностабилизирующим действием свя- 
зывают биологическую активность витамина Е [53] 
и танинов [54]. Способностью взаимодействовать 
с гидрофобными и/или гидрофильными облас- 
тями мембраны посредством образования во- 
дородных связей отчасти обусловлена цито- 
протекторная и антиоксидантная активность 
отдельных амфифильных производных ко- 
феина [55]. Взаимодействием флавоноидов с 
мембраной эритроцитов путем образования 
гидрофобных и гидрофильных связей с белками 
и липидами объясняют антиоксидантный и 
мембранопротекторный эффекты экстракта 
папайи [56]. Проведенные нами комплексные 
исследования механизмов биологической ак- 
тивности широко известного пространственно-
затрудненного фенольного антиоксиданта ВНТ 
(бутилированный гидрокситолуол, ионол) и 
новых полусинтетических изоборнилфенолов, 
синтезированных в Институте химии Коми НЦ 
УрО РАН, также указывают на то, что способность 
фенольных антиоксидантов взаимодействовать 
с клеточной мембраной – важный фактор, 
определяющий их активность [57, 58]. 

Таким образом, необходимым условием вы- 
явления потенциальных биоантиоксидантов яв- 
ляется комплексный подход, сочетающий ис- 
пользование тест-систем различной степени слож- 
ности, включая репрезентативные биологические 
модели, в том числе клеточные [34, 38, 39, 42–44, 
59–63]. 
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2. ЭРИТРОЦИТ – УНИВЕРСАЛЬНАЯ  
БИОЛОГИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ IN VITRO

В последние десятилетия эритроциты являются 
предметом интенсивного научного интереса [64]. 
Это уникальные, высокоспециализированные и 
самые распространенные в организме человека 
клетки, функция которых не ограничивается 
транспортом O2 и CO2 [64–66]. Зрелые эритроциты 
млекопитающих не обладают внутренними ор- 
ганеллами, что дает возможность изучать функцио- 
нальные свойства плазматической мембраны 
без помех, накладываемых внутриклеточными 
мембранными образованиями [64, 67–74]. Менее 
специализированная, чем другие клеточные 
мембраны, мембрана эритроцитов осуществляет 
общие функции, что позволяет рассматривать 
эритроцит как универсальную репрезентативную 
модель для изучения мембранных систем дру- 
гих клеток [71, 72, 74–77]. Отсутствие ядра и ми- 
тохондрий исключает влияние АФК на транс- 
крипцию и регуляцию экспрессии генов [43, 78, 
61], а также продукцию АФК митохондриями [79], 
что выгодно отличает эритроцит как модельный 
объект от других клеток млекопитающих.

Вследствие значительного содержания поли- 
ненасыщенных жирных кислот в липидах мембран, 
а также высокой концентрации гемоглобина, 
являющегося промотором окислительных про- 
цессов, эритроциты высокочувствительны к 
окислительным повреждениям [39, 47, 64, 66, 80–
90]. Основной источник внутриклеточных АФК в 
эритроцитах – автоокисление оксигемоглобина, в 
результате которого образуется супероксид (О2–) 
и Н2О2 [83, 91, 92]. 

Указанные выше особенности делают эрит- 
роциты удобной и доступной моделью in vitro  
при проведении токсикологических и фармако- 
логических экспериментов [5, 90]. Эти клетки мо- 
гут использоваться при изучении взаимодействия 
субстанций различного происхождения и назна- 
чения (в том числе лекарственных средств, 
пестицидов и тяжелых металлов) с клеточной 
мембраной [64, 77, 93, 94], токсичности 
ксенобиотиков [64, 90, 95], оценке потенциальной 
гемосовместимости [64, 96, 97]. Эритроциты могут 
быть полезны для выявления потенциальных 
антиоксидантов, установления зависимости 
структура–активность и детального изучения 
механизмов действия биологически активных 
соединений [5, 36, 45, 55, 61, 66, 89, 98–101]. 
Скрининг с использованием эритроцитов может  
проводиться и в доклинической оценке вновь 
разработанных соединений с целью отбора наи- 
более перспективных кандидатов для дальнейших 
углубленных исследований [18, 64, 102, 103]. 
Эксперименты in vitro с использованием клеток 

млекопитающих представляют интерес и с точки 
зрения сокращения объема экспериментов на 
животных, что соответствует современным эти- 
ческим принципам и существенно удешевляет 
работы [42, 64, 90, 104].

При проведении экспериментов in vitro прак- 
тикуется использование эритроцитов млеко- 
питающих разных видов, прежде всего это человек 
[15, 55, 56, 64, 105–111] и лабораторные животные: 
кролики [39, 100], крысы [47, 70, 86, 89, 112, 
113] и мыши [114–117]. Кроме того, возможно 
использование эритроцитов овец [30, 39, 44, 118], 
крупного рогатого скота [39, 119, 94], свиней [120], 
верблюдов [94] и лошадей [39, 98]. В большинстве 
публикаций выбор источника эритроцитов никак 
не обосновывается, очевидно, он обусловлен их 
доступностью для конкретной лаборатории [39, 
121].

Необходимо отметить существование явно 
выраженных различий между эритроцитами 
млекопитающих различных видов, включая че- 
ловека, в том числе по характеристикам липидов 
мембран [94, 122, 123]. Нами, в частности, были  
обобщены результаты сравнительного анализа  
состава фосфолипидов эритроцитов крови раз- 
личных видов грызунов, выявлены существенные 
межвидовые различия в соотношении холин- 
содержащих фракций фосфолипидов (фосфа- 
тидилхолина и сфингомиелина) [121]. Экспе- 
риментально подтверждено, что указанные осо- 
бенности структуры эритроцитарных мембран 
обусловливают различия в реакции эритроцитов 
грызунов разных видов на воздействие химических 
соединений, способных взаимодействовать с 
липидами мембраны [124]. На вариабельность 
ответа эритроцитов животных разных видов на 
воздействие природных соединений, тяжелых 
металлов и АФК указано и в работах [39, 94, 125, 
126]. Таким образом, использование эритроцитов в 
качестве модели in vitro при изучении механизмов 
действия соединений различной природы пред- 
полагает адекватный выбор их источника и вы- 
полнение всех экспериментов на одном объекте 
[121, 124]. 

3. ЭРИТРОЦИТЫ В ИССЛЕДОВАНИИ  
АНТИОКСИДАНТНОЙ И МЕМБРАНОПРОТЕК- 

ТОРНОЙ АКТИВНОСТИ

Использование эритроцитов непосредственно 
для выявления антиоксидантной активности 
различных субстанций, а также в целях углуб- 
ленного изучения ее молекулярных и клеточных 
механизмов началось в 80–90-х гг. XX столетия 
[45, 67, 105, 127]. С тех пор метод окислительного 
гемолиза, основанный на ингибировании анти- 
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оксидантами повреждений мембраны эритро- 
цитов, индуцированных источниками свободных 
радикалов, нашел широкое применение в ми- 
ровой практике. Разработаны и продолжают 
совершенствоваться его различные вариации и 
комбинации с другими методами [5, 39, 62, 69, 
70, 98, 128]. 

Окислительный гемолиз эритроцитов активно 
используется для оценки антиоксидантных свойств 
экстрактов лекарственных и пищевых растений 
[5, 29, 43, 56, 62, 108, 109, 112, 119, 129–132], а 
также соков, вина и чая [36, 129, 133]. Указанный 
метод нашел широкое применение при выявлении 
и изучении антиоксидантной активности инди- 
видуальных соединений растительного проис- 
хождения, их производных и смесей, в том числе  
фенольных кислот и полифенолов [48, 30, 60, 118,  
134–137], алкалоидов [55], поли- [113, 114, 138, 139]  
и олигосахаридов [38, 106, 115, 116], гликопроте- 
инов [140], аминокислот [141], пептидов [100, 
110], а также синтетических низкомолекулярных 
соединений [73, 142, 143]. 

В последние годы окислительный гемолиз  
эритроцитов активно используется и в нашей  
лаборатории при исследовании антиоксидант- 
ной активности разнообразных гидроксиаро- 
матических соединений [58, 144–166], их конъю- 
гатов с порфиринами [167], растительными поли- 
сахаридами [168, 169], полиэтиленгликолями [170] 
и наночастицами на основе бёмита (γ-AlO(OH)) 
[171–173]. С использованием эритроцитов в ка- 
честве клеточной модели нами проведена срав- 
нительная оценка антиоксидантных свойств  
производных хлорофилла а [174], различных 
гетероциклических соединений [175–177], аллил- 
полиалкоксибензенов [178], монотерпеновых 
спиртов [179], комплексов меди с терпеновыми 
производными этилендиамина [180], антрахинонов 
[181–192], широкого спектра сероорганических 
соединений [182–192]. Нашел свое применение  
этот подход и в комплексном изучении биологи- 
ческой активности растительных экстрактов: 
древесной зелени сосны и лиственницы [193], 
плодов жимолости голубой [194], барбариса [195], 
рябины обыкновенной [196], а также отрубей 
пшеницы различных сортов [197]. 

Окислительный гемолиз может быть иници- 
ирован различными химическими веществами, 
способными к образованию радикалов. Чаще 
всего для этих целей используют 2,2ʹ-азобис(2-
амидинопропан)дигидрохлорид (ААРН) [5, 29, 38, 
39, 44, 45, 55, 59, 62, 69, 98–100, 105, 106, 108–110, 
114, 118, 127, 130, 132, 134, 136–140, 142, 143, 
198, 199] и пероксид водорода [38, 56, 62, 66, 105, 
112, 115, 117, 119, 131, 135]. ААРН – небольшая 
молекула, при разложении которой в водной  

фазе с постоянной скоростью образуются сна- 
чала алкильные (R•), а далее, вследствие реак- 
ции с кислородом, – пероксильные (ROO•) ради- 
калы, воздействующие на мембрану эритроцита 
[5, 39, 62, 67, 69, 105, 127, 200]. AAPH индуцирует 
гемолиз, интенсивность которого зависит от вре- 
мени и концентрации AAPH. Характеризующая 
его сигмоидальная кривая имеет лаг-фазу, 
уменьшающуюся с увеличением концентрации 
ААРН [39, 106]. Гемолиз, индуцированный 
AAPH, включает полное и быстрое истощение 
внутриклеточного восстановленного глутатиона 
[69, 105, 106], за которым следует ПОЛ, окисление 
и деградация мембранных белков с образова- 
нием высокомолекулярных продуктов [59, 69,  
70, 105, 106, 198, 200], окисление оксигемогло- 
бина [98, 106, 136] и транспортных трансмем- 
бранных белков полосы 3 [70, 132, 200], и в ко- 
нечном итоге к лизису клеток. 

В отличие от ААРН, Н2О2 – физиологический 
гидропероксид, который постоянно образуется в 
различных органах и клетках, включая эритро- 
циты, вследствие дисмутации супероксидного 
анион-радикала О2

•– [84, 201]. Экзогенный пер- 
оксид водорода легко проникает в эритроциты  
[84, 201] и взаимодействует с первичной ми- 
шенью – оксигемоглобином (oxyHb), окисляя  
его до метгемоглобина (metHb) и феррилге- 
моглобина (ferrylHb) с образованием высоко- 
реактивного гидроксильного радикала ОН• [84,  
105, 107, 202], самого сильного из известных  
окислителей [60]. Феррильные производные 
обладают относительно высокой цитотоксич- 
ностью [203] и способны окислять различные 
биомолекулы, включая SH-содержащие фер- 
менты [202]. Взаимодействие окисленного гемо- 
глобина с мембранными белками полосы 3 при- 
водит к нарушению мембранного транспорта и 
проницаемости [66, 204]. Окисление гемоглобина 
Н2О2 сопровождается деградацией гема, высво- 
бождением железа и формированием флуоресци- 
рующих продуктов [92, 205–207]. Другое по- 
следствие окислительных повреждений эрит- 
роцитов крови под воздействием Н2О2 – актива- 
ция ПОЛ [66, 67, 127]. 

Общий механизм действия антиоксидантов в 
условиях окислительного гемолиза эритроцитов 
может включать их взаимодействие с фосфо- 
липидами мембраны, способствующее снижению 
текучести; ингибирование перекисного окисления 
мембранных липидов; хелатирование Fe2+, вы- 
свобождающегося при окислении гемоглобина; 
взаимодействие с триптофановыми остатками 
белков, включая белки полосы 3 [5, 208]. О нали- 
чии антиоксидантной и мембранопротекторной 
активности у исследуемых субстанций судят по  
их способности увеличивать выживаемость эрит- 
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роцитов в условиях окислительного стресса. 
В процессе исследования оценивают уровень 
гемолиза (в динамике) и наличие лаг-фазы, 
т.е. времени, в течение которого соединения, 
обладающие антиоксидантной активностью, 
способны полностью ингибировать гемолиз. 
Добавление экзогенных антиоксидантов удли- 
няет лаг-фазу, а разница в лаг-фазе в присутствии 
и при отсутствии антиоксидантов рассматривается 
как период ингибирования, отражающий способ- 
ность антиоксиданта защищать эритроциты [39, 
67, 88, 106, 134, 200]. 

Количественная оценка уровня гемолиза, как 
правило, проводится спектрофотометрическим 
методом по концентрации гемоглобина. В боль- 
шинстве публикаций содержится информация 
об определении степени гемолиза по абсорбции 
предварительно отцентрифугированного супер- 
натанта при λ = 540–544 нм, что соответствует мак- 
симуму поглощения оксигемоглобина (oxyHb)  
[39]. Однако при указанной длине волны можно 
корректно определять лишь концентрацию окси- 
гемоглобина, тогда как в процессе окислитель- 
ного гемолиза происходит образование метгемогло- 
бина (metHb) и смещение максимума поглощения, 
вследствие чего истинная степень гемолиза не- 
дооценивается [5, 98]. Выход из этой ситуации – 
регистрация поглощения при λ = 523–524 нм или 
при 591 нм – изосбестических точках в реакции 
окисления гемоглобина. В этом случае независимо 
от степени окисления гемоглобина измеренная 
абсорбция будет отражать концентрацию всего 
высвобожденного гемоглобина [5, 39, 98, 209]. 

Оценка антиоксидантной активности широкого 
спектра субстанций методом окислительного ге- 
молиза предусматривает использование комп- 
лекса критериев, характеризующих состояние 
эритроцитов. К числу традиционных методов от- 
носится анализ интенсивности процессов ПОЛ  
на основании концентрации продуктов, реагирую- 
щих с 2-тиобарбитуровой кислотой, а также опре- 
деление относительного содержания окисленных 
форм гемоглобина (metHb и ferrylHb) в эритро- 
цитах. Соединения, обладающие антиоксидант- 
ной активностью, не только увеличивают выживае- 
мость эритроцитов, ингибируя окислительный ге- 
молиз (т.е. проявляют мембранопротекторную 
активность), но и способствуют снижению интен- 
сивности ПОЛ в мембранах эритроцитов. Об- 
разующиеся вследствие интенсификации ПОЛ 
гидроперекиси липидов очень нестабильны и 
быстро распадаются на вторичные продукты, 
такие как альдегиды (например, 4-гидрокси-2,3- 
ноненаль) и малоновый диальдегид (MDA) [5, 
210]. MDA представляет собой высокореактив- 

ную бифункциональную молекулу, способную на- 
рушать различные функции мембран путем сши- 
вания белков и фосфолипидов, что, в конечном 
итоге, приводит к их разрушению [66, 211–213]. 
Ввиду того, что MDA способен взаимодействовать 
с 2-тиобарбитуровой кислотой (2-thiobarbituric 
acid, TBA) с образованием окрашенного комп- 
лекса, оценка интенсивности процессов ПОЛ в  
мембранах эритроцитов на основании концент- 
рации ТВА-активных продуктов (TBA-reactive 
substances, TBA-RS) широко используется при 
оценке антиоксидантной активности различных 
соединений [5, 29, 30, 44, 48, 55, 60, 62, 65, 66, 
69, 70, 100, 105–107, 118, 127, 136, 137, 140, 198]. 

Поскольку содержание гемоглобина (Hb) со- 
ставляет 95–97% от общего количества белков 
эритроцитов, именно он является основной ми- 
шенью АФК в этих клетках. В отличие от окси- 
гемоглобина, метгемоглобин не способен вы- 
полнять основную физиологическую функцию – 
транспорт кислорода, что в условиях организма 
приводит к возникновению острой или хро- 
нической гипоксии [55, 214, 215]. Способность 
потенциальных биоантиоксидантов снижать 
содержание продуктов окисления гемоглобина 
(metHb и ferrylHb) также традиционно используют 
при оценке активности различных соединений и 
экстрактов в условиях окислительного гемолиза 
[29, 38, 54, 55, 66, 69, 105, 106, 108, 109, 136, 204]. 

Перспективный подход – использование сов- 
ременных флуоресцентных методов. Так, по- 
мимо относительного содержания окисленных 
форм гемоглобина чувствительным маркером 
окислительного стресса является флуоресценция 
продуктов деградации гема в лизатах эритроцитов 
[92, 206, 207, 2015]. Нами экспериментально 
подтверждено, что снижение интенсивности 
флуоресценции этих продуктов в присутствии 
потенциальных антиоксидантов также может 
использоваться как один из показателей, харак- 
теризующих антиоксидантную активность ши- 
рокого спектра соединений [146–151, 153, 155, 
157, 162–166, 177]. Отметим, что указанный ме- 
тод может использоваться лишь в случае отсут- 
ствия собственной флуоресценции у изучаемых 
соединений в исследуемой области спектров 
(возбуждение при λ = 321 нм, эмиссия при λ =  
= 450–480 нм). 

Актуальный флуоресцентный метод оценки 
уровня окислительного стресса – прямое изме- 
рение внутриклеточной концентрации АФК в 
эритроцитах (cellular antioxidant assay, CAA-RBC) 
[5]. 2',7'-Диацетат дихлордигидрофлуоресцеина 
(HDCF-DA) диффундирует в клетки и деацети- 
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лируется клеточными эстеразами с образованием 
2',7'-дихлордигидрофлуоресцеина (H2DCF) [5, 34, 
43, 61, 63, 90, 215, 216]. В процессе окислительного 
гемолиза эритроцитов H2DCF быстро окисляется до 
конечного флуоресцирующего продукта – 2,7'-ди- 
хлорфлуоресцеина (DCF). Степень ингибирования 
клеточной флуоресценции в последние годы ши- 
роко используется в качестве одного из критериев 
антиоксидантной активности соединений [5, 35, 
42, 43, 44, 61, 99, 111, 118, 130, 133, 139, 140, 215, 
217, 218]. 

Исследования антиоксидантных свойств от- 
дельных соединений, преимущественно феноль- 
ной природы, а также содержащих их расти- 
тельных экстрактов может сопровождаться ана- 
лизом морфологической трансформации эритро- 
цитов, дающей ценную информацию как об 
особенностях взаимодействия антиоксидантов с 
клеточной мембраной, их распределении в ней, 
так и о физиологическом состоянии эритроцита в 
условиях окислительного стресса. Форма эритро- 
цитов и ее изменения – важный показатель функцио- 
нального состояния этих клеток в норме и при 
воздействии различных факторов [65, 71, 72,  
208, 219–223]. По структуре поверхности эритро- 
циты здорового организма представляют собой 
гетерогенную популяцию клеток, состав которой 
может динамически изменяться под воздействием 
физиологических и патологических факторов. В 
норме основную массу зрелых циркулирующих 
в крови эритроцитов составляют дискоциты [65,  
224]. Вместе с тем морфологические изменения 
эритроцитов наблюдаются не только у цирку- 
лирующих в крови клеток, но также имеют 
место в условиях in vitro при взаимодействии 
эритроцитов с некоторыми химическими сое- 
динениями. Характер изменения формы эритро- 
цитов вследствие интеркаляции экзогенных ве- 
ществ в клеточную мембрану указывает на осо- 
бенности распределения соединений во внутри- 
мембранном пространстве. Считается [225], 
что соединения, приводящие к образованию 
эхиноцитов (эритроцитов со множественными 
шиповидными выростами), встраиваются во 
внешний монослой эритроцитарной мембраны, 
вызывая непропорциональное увеличение его  
площади. В случае проникновения вещества во 
внутренний монослой происходит увеличение 
площади последнего, что приводит в конечном 
итоге к формированию стоматоцитов (эритроцитов 
чашевидной формы). Таким образом, ценная 
информация об особенностях взаимодействия 
различных соединений с мембраной и их рас- 
пределении в ней может быть получена при 

анализе морфологической трансформации эрит- 
роцитов методом сканирующей электронной 
микроскопии [72, 75, 90, 225, 226]. Указанный 
подход использовался при изучении молеку- 
лярных и клеточных механизмов действия 
экстрактов растений и прополиса, содержащих 
природные антиоксиданты [72, 132, 199, 222,  
223], индивидуальных флавоноидов и феноль- 
ных кислот [71, 219, 221], нестероидных противо- 
воспалительных и иных фармакологических 
препаратов [72, 75, 220, 227, 228], производных 
5-гидроксибензимидазола [226], синтезирован- 
ных в ИБХФ РАН гибридных антиоксидантов 
(ИХФАНов) [229–231] и анфенов [232]. Для 
ИХФАНов отмечена не только способность из- 
менять форму эритроцитов за счет интеркаляции  
веществ в мембранные слои, но и существен- 
ная гемолитическая активность в высоких кон- 
центрациях [231]. Анализ морфологической 
трансформации способен дать информацию 
не только о распределении антиоксидантов в 
клеточной мембране, но также и об их способности 
препятствовать патологической модификации 
формы клеток под воздействием Н2О2 [56, 
112], ААРН [132], а также других индукторов 
окислительного гемолиза [71, 119, 221–223]. 
Исследование поверхностной архитектоники 
эритроцитов методом сканирующей электронной 
микроскопии проводилось и нами в комплексном 
изучении механизмов активности новых анти- 
оксидантов – изоборнилфенолов и их производных 
[58, 233], а также терпенофенол-хлориновых 
конъюгатов [174]. Анализ морфологической 
трансформации эритроцитов при взаимодействии 
с изоборнилфенолами подтвердил способность 
этих соединений взаимодействовать с клеточной 
мембраной и изменять ее структурное состояние. 
Выявлена статистически значимая связь между 
характером морфологической трансформации 
эритроцитов (долей необратимо измененных 
клеток – стоматоцитов) и эритротоксичностью 
отдельных изоборнилфенолов [58, 233]. Изучение 
поверхностной структуры эритроцитов после 
инкубации с новыми терпенофенол-хлориновыми 
конъюгатами показало, что мембранопротекторная 
и антиоксидантная активность синтезированных 
соединений существенным образом зависит от их 
способности интеркалировать в эритроцитарную 
мембрану, что в значительной степени опре- 
деляется природой заместителя амидной группы 
в положении 13(2) [174]. 

О способности антиоксидантов фенольной 
природы взаимодействовать с липидной фазой 
биомембран и изменять ее структуру можно судить 
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и на основании экспериментов с дополнительным 
воздействием на эритроциты Triton X-100 (алкил- 
фенилполиэтиленгликоля). Указанный неионный  
детергент способен проникать в липидный бислой,  
нарушать его структуру и увеличивать подвиж- 
ность углеводородных цепей фосфолипидов,  
что приводит к увеличению проницаемости мем- 
браны и, в итоге, к гемолизу [234, 235]. Определяю- 
щий фактор устойчивости мембран к воздейст- 
вию Triton X-100 – степень упорядоченности 
ацильных цепей фосфолипидов [236]. По нашим  
данным, предварительная инкубация эритроцитов 
с терпенофенолами, содержащими свободную 
карбоксильную группу, усиливала их чувствитель- 
ность к гемолитическому действию Triton X-100 
[124, 145]. Полученные результаты позволяют пред- 
положить, что указанные фенольные антиокси- 
данты даже в относительно низких концентрациях, 
не вызывающих гемолиза, способны существенно 
изменять структуру липидной фазы мембран, что  
не может не отразиться на их биологической ак- 
тивности [154, 233]. Это предположение хорошо сог- 
ласуется с результатами экспериментов, свиде- 
тельствующих о том, что именно различия в физико-
химических особенностях структуры мембран 
обусловливают неодинаковую чувствительность 
эритроцитов млекопитающих разных видов к 
дестабилизирующему действию Triton X-100 [121, 
124, 236]. 

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Эритроцит в системе in vitro – удобная и до- 

ступная модель для изучения молекулярных и 
клеточных механизмов действия антиоксидантов. 
Скрининг с использованием эритроцитов может 
применяться в оценке вновь разработанных 
соединений с целью отбора наиболее интересных 
кандидатов для дальнейшего углубленного изу- 
чения. Полученные результаты могут способст- 
вовать целенаправленному синтезу новых био- 
логически активных соединений, сочетающих 
высокую гемосовместимость и антиоксидантную 
активность, перспективных для биомедицинского 
применения. 

Рассмотренные в обзоре подходы, в основе ко- 
торых лежит использование эритроцитов в качестве 
модельного объекта, далеко не исчерпывающие. 
Использование тех или иных методов в скрининге, 
нацеленном на выявление новых антиоксидантов, 
а также в углубленном изучении механизмов их 
действия зависит как от поставленных задач, так 
и от возможностей конкретной лаборатории. В 
данном обзоре сделан акцент на методы, наиболее 
часто применяемые в исследованиях новых суб- 
станций, активно проводимых в последнее деся- 
тилетие на базе Института биологии Коми НЦ 

УрО РАН в тесном содружестве с сотрудниками 
Института химии Коми НЦ УрО РАН. Анализ 
собственных и литературных данных позволяет 
рекомендовать метод окислительного гемолиза 
эритроцитов в скрининге новых соединений с 
целью отбора наиболее интересных продуктов 
для дальнейшего углубленного изучения, исследо- 
вании зависимости структура–активность, выра- 
ботке стратегии целенаправленного синтеза новых 
биологически активных соединений. 
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This review presents an analysis of literature, including our own work, on various aspects of using RBC 
as an in vitro model in the comprehensive evaluation of antioxidant activity of a wide range of natural and 
synthetic compounds, their mixtures, and plant extracts. The existing practice of using human, laboratory, 
and domestic animal red blood cells is examined. The characteristics of the most commonly used initi- 
ators of oxidative stress in such studies, 2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH) and H2O2, 
as well as the mechanisms underlying the development of the hemolytic process are discussed. A critical 
analysis of methodological approaches to assessing the level of hemolysis is provided. The review further 
discusses the evaluation of erythrocyte survival under oxidative stress conditions and the ability of the tested 
compounds to act as membrane protectors. The text considers the criteria for a comprehensive assessment 
of erythrocytes, facilitating the study of cellular and molecular mechanisms underlying antioxidant acti- 
vity of a wide range of substances on a model of oxidative hemolysis of erythrocytes. Traditional methods 
include assessment of the intensity of membrane lipid peroxidation (LPO) processes through measurement 
of concentration of products that react with 2-thiobarbituric acid, a s well assessment of relative content of 
oxidized forms of hemoglobin in erythrocytes. The use of modern fluorescent methods is another promi- 
sing approach. In particular, the fluorescence of heme degradation products, the decrease in intensity of 
which can indicate the presence of antioxidant activity in the compounds under investigation, is a sensitive 
marker of oxidative stress in erythrocytes. Another prominent fluorescent method is the assessment of the 
level of oxidative stress by measuring the intracellular concentration of ROS in erythrocytes. Analysis of 
our own and literature data allows us to recommend the method of oxidative hemolysis of erythrocytes as 
the method to screen newly developed compounds in order to select the most interesting candidates for 
further in-depth studies. It is appropriate for establishing the structure-activity relationship and developing 
a strategy for the targeted synthesis of new biologically active compounds combining high hemocompati- 
bility and antioxidant activity, promising for biomedical applications.

Keywords: antioxidant activity, erythrocytes, oxidative hemolysis
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