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Методом 1Н ЯМР-спектроскопии исследовано взаимодействие высокодисперсного кремнезема 
(ВДК) с препаратами мембран эритроцитов крови доноров. Определены и рассчитаны величины 
их гидратации при контакте с кремнеземом, межфазная энергия, концентрации сильно- и 
слабосвязанной воды. На основании полученных данных обсуждаются возможные механизмы 
действия ВДК, приводящие к гемолизу клеток. 
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Введение. Последнее десятилетие ознаменовано 
бурным развитием нанотехнологии, предполагаю
щей использованием высокодисперсных материалов 
с размером частиц менее 100 нм. По своим разме
рам наноструктуры занимают промежуточное по
ложение между молекулярными (порядка ангстре
мов) и микроскопическими (порядка микрометров) 
объектами [1]. Их особенностью является наличие 
определенных физических, химических или биофи
зических характеристик, отличных от свойств мо
лекулярных и микроскопических объектов. Пред
полагается, что использование наноматериалов в 
биологии и медицине позволит не только повысить 
эффективность исследований физико-химических 
характеристик клеток и биомакромолекул, но и 
разработать новые методы лечения и диагностики 
тяжелых заболеваний, основанные на применении 
наноразмерных средств доставки лекарственных 
препаратов, не вызывающих реакции отторжения 
организмом и специфически взаимодействующих с 
пораженными тканями. 

При создании наноматериалов особый интерес 
представляют высокодисперсные оксиды кремния, 
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титана, алюминия, циркония и др. Наличие на их 
поверхности большого количества химически ак
тивных гидроксильных групп обеспечивает возмож
ность модифицирования поверхности различными 
функциональными группами [2]. В результате мо
гут быть синтезированы материалы с требуемыми 
гидрофобно-гидрофильными свойствами или специ
фичные к определенным химическим группам в 
биологических объектах [3]. 

Среди высокодисперсных материалов наиболее 
изучены медико-биологические свойства высоко
дисперсного кремнезема (ВДК, техническое назва
ние «аэросил»), широко используемого в фармацев
тике как вспомогательное средство при изготовле
нии лекарственных препаратов [4, 5] . Он пред
ставляет собой синтетический аморфный диоксид 
кремния, состоящий из первичных частиц разме
ром от 4 до 40 нм, легко образующих в водных 
суспензиях агрегаты и агломераты микронного раз
мера. Частицы ВДК обладают большой удельной 
поверхностью (до 400 м 2 / г ) , что обеспечивает его 
высокие адсорбционные свойства по отношению ко 
многим типам органических молекул, белков, био
полимеров, а также некоторых синтетических по
лимеров. В настоящее время разработаны методы 
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синтеза иммобилизованных на поверхности ВДК 
лекарственных и биологически активных веществ. 
Такие композитные наноматериалы являются свое
образным депо веществ, обратимо закрепленных на 
поверхности частицы, что позволяет использовать 
их как препараты пролонгированного действия. 
При этом снижается терапевтическая доза препа
рата и оптимизируется его концентрация в орга
низме [3]. Перспективность использования нано
материалов для медицинских целей подтверждает
ся и литературными данными на эту тему [5—7 ]. 

Высокодисперсные формы кремнезема широко 
используют не только в фармацевтике, но и в 
экспериментальной медицине для лечения гнойных 
инфекций, токсикозов, диареи и ряда других забо
леваний [3, 8] . Свойства поверхности их наноча-
стиц позволяют прогнозировать использование та
ких материалов и в гематологии. 

Установлено [9, 10], что при взаимодействии 
частиц ВДК с эритроцитами реакция клеточных 
мембран зависит от концентрации наноматериала в 
биологической жидкости. При этом отмечено, что 
при повышении количества частиц ВДК в суспен
зии с эритроцитами имеется некоторый предел их 
концентрации, при котором происходят разрыв 
плазматической мембраны и, как следствие, гемо
лиз клеток. В присутствии ВДК с закрепленным на 
его поверхности белком этот процесс резко замед
ляется [10]. Поскольку белковые молекулы необ
ратимо адсорбируются на поверхности частиц ВДК 
[3 ], можно предположить, что гемолиз происходит 
только при непосредственном контакте мембран с 
поверхностью кремнезема, а адсорбированные на 
его поверхности белковые молекулы экранируют 
клетки от непрямого контакта с активными цент
рами поверхности ВДК. Тем не менее, механизм 
гемолиза эритроцитов под воздействием ВДК недо
статочно охарактеризован. 

Основываясь на более ранних исследованиях 
способности ВДК связываться с некоторыми компо
нентами поверхности репродуктивных клеток сель
скохозяйственных животных [11 ], можно полагать, 
что на первой стадии наночастицы будут взаимо
действовать не с собственно мембраной, а с так 
называемыми поверхностными белками и олигоса-
харидными структурами гликопротеинов или гли-
колипидов, составляющими рецепторную систему 
клетки. Исходя из этого при концентрациях, вызы
вающих гемолиз эритроцитов, заслуживают внима
ния две причины гибели клеток в присутствии 

ВДК: 1) нарушение гомеостаза клетки при взаимо
действии с поверхностью кремнезема наиболее уда
ленных от поверхности мембраны структурных 
элементов клеточных рецепторов; 2) необратимая 
сорбция на поверхности кремнезема мембранных 
белков, а затем фосфолипидных мембран. Посколь
ку поверхность клеток и частиц ВДК сильно гидра-
тирована [12], в результате их взаимодействия 
следует ожидать значительной дегидратации систе
мы клетка—поверхность, так как для осуществле
ния прямого контакта из зазора клетка—частица 
должна быть удалена некоторая часть (до 50 %) 
связанной воды. 

Если предположить, что структура частиц 
(клетки, частицы ВДК) в результате межчастично
го взаимодействия не изменяется, то параметры 
взаимодействия можно определить по изменению 
концентрации связанной воды [12, 13]. Если дис
персные частицы не взаимодействуют между собой, 
то наблюдается максимально возможное для дан
ной системы значение межфазной энергии. При 
взаимодействии частицы сближаются, а величина 
межфазной энергии уменьшается на величину, 
равную энергии межчастичных взаимодействий. 

Следует отметить, что в клеточных объектах 
часть внутриклеточной воды является незамерзаю
щей из-за наличия в цитоплазме низкомолекуляр
ных веществ. Такая «объемная» незамерзающая 
вода также может вносить вклад в измеряемую 
величину межфазной энергии. Основной же инте
рес при изучении взаимодействий клетка—частица 
вызывает взаимодействие внешней поверхности 
клетки с частицами ВДК. Поэтому цель настоящей 
работы состояла в определении параметров взаимо
действия частиц ВДК с клеточными мембранами 
(тенями) эритроцитов. Тем самым из рассмотрения 
исключали внутриклеточную воду, биополимерные 
продукты и структурные элементы клетки. 

Материалы и методы. Эритроциты выделяли 
из эритроцитарной массы крови доноров (АВО), 
поставляемой Киевским центром переливания кро
ви в стандартном стабилизаторе крови «Глюгицир», 
применяемом для хранения эритроцитов. Тени 
эритроцитов получали по несколько модифициро
ванной методике, описанной в работе [14]. 

Клетки отмывали от консерванта трехкратным 
центрифугированием при 2000 об/мин в течение 
5 мин в растворе 150 мМ NaCl, приготовленном на 
5 мМ Na-фосфатном буфере при рН 7,4. 

Соотношение объема клеток к объему раствора 
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Рис. 1. Микрофотография мембран (теней) эритроцитов в Na-
фосфатном буфере (х 900) 

составляло 1:10. При таком соотношении после 
третьего центрифугирования надосадочная жид
кость становилась прозрачной. К осадку эритроци
тов при охлаждении добавляли 20-кратный избы
ток охлажденного 5 мМ Na-фосфатного буфера, рН 
7,6. Окрашивание буфера свидетельствовало о про
исшедшем гемолизе, затем проводили центрифуги
рование жидкости при температуре 4 °С и 16000 
об/мин в течение 20 мин. Надосадочную жидкость 
отбрасывали, а осадок теней эритроцитов промыва
ли 6 раз при тех же режимах до полной прозрач
ности супернатанта. 

Препараты сохраняли в замороженном состоя
нии в морозильной камере при температуре -15 °С. 
Для определения концентрации теней к их осадку 
добавляли некоторое количество того же буфера, 
затем отбирали аликвоту 0,5—1,0 мл в чашку 
Петри, высушивали ее при температуре 22 °С и 
взвешивали, 1 мл теней эритроцитов после высу
шивания составлял 7,5 мг сухого вещества. На рис. 
1 приведена микрофотография теней эритроцитов. 

ВДК — аэросил А-300 с удельной поверхно
стью 300 м 2 /г (г. Калуш, Украина) синтезирован 
высокотемпературным гидролизом SiCl4 в пламени 
водородной горелки [16] по общей схеме 

SiCl4 + 2Н 2 + 0 2 S i0 2 + 4 НС1. 

В дальнейшем порошок кремнезема прокалива

ли при 400 °С в течение 2 ч для удаления остаточ
ных количеств НС1 и атмосферной воды. Суспен
зии ВДК готовили, интенсивно перемешивая сухой 
порошок в дистиллированной воде. 

Спектры ЯМР снимали на ЯМР-спектрометре 
высокого разрешения (Bruker WP-100 SY) с рабо
чей частотой 100 МГц и полосой пропускания 
50 кГц. Температуру регулировали с точностью 
±1 °С, используя термоприставку Bruker VT-1000. 
Интенсивности сигналов определяли с точностью 
±10 %. Для предотвращения переохлаждения кон
центрацию незамерзающей воды измеряли при на
гревании суспензий, предварительно охлажденных 
до температуры 210 К. 

Параметры слоев межфазной воды определяли 
методом послойного вымораживания жидкой фазы 
с ! Н ЯМР регистрацией сигнала незамерзающей 
воды, подробно описанным в ряде публикаций [12, 
13]. Метод основан на том, что при отсутствии в 
растворе низкомолекулярных веществ условием за
мерзания воды на межфазной границе наночасти-
ца—вода является равенство свободных энергий 
молекул адсорбированной воды и льда. Межфазная 
вода замерзает при температуре ниже 273 К. При 
этом понижение температуры замерзания межфаз
ной воды (273 - Т) определяется уменьшением сво
бодной энергии воды, вызванным адсорбционными 
взаимодействиями. Тогда уменьшение свободной 
энергии воды в адсорбционном слое равно умень
шению с температурой свободной энергии льда 
(AG = G 0 - G, где GQ — свободная энергия льда при 
Т = 273 К). Термодинамические функции льда та
булированы с высокой точностью в широком диапа
зоне температур [16]. В соответствии с этими 
результатами свободная энергия льда с понижени
ем температуры изменяется по линейному закону: 

AG = 0,036 (Т- 273). j 

Если определить межфазную энергию системы 
дисперсная фаза/вода (ys) как суммарное пониже
ние свободной энергии системы, обусловленное 
присутствием границы раздела фаз, то она может 
быть рассчитана как площадь, ограниченная кри
вой зависимости дифференциальной энергии Гиб-
бса от концентрации незамерзающей воды AG(CMW): 

max 
г 

uw 

y s = K JAGdC^. (2) 
о 

В этом выражении CM V V

m a x — толщина слоя не-
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замерзающей воды при Т -» 273 К, а к — размер
ный коэффициент. Когда поверхность границы раз
дела фаз известна, а межчастичные взаимодейст
вия незначительны, величина ys равна поверхно
стной энергии, обычно измеряемой в мДж/м 2 . В 
этом случае л = 55,6/5 (где S — удельная поверх
ность дисперсной фазы). Для биообъектов величи
ну ys относят к единице массы дисперсной фазы и 
измеряют в Дж/г. При этом константа к = 18"1. 

Следует отметить, что величина ys определена 
в изобарическом процессе замораживания—оттаи
вания, поэтому приходится пренебрегать ее зависи
мостью от температуры. Тем не менее, сопоставле
ние межфазных энергий ys и теплот смачивания, 
измеренных методом микрокалориметрии, для ряда 
модифицированных кремнеземов показали практи
чески полное совпадение измеряемых величин 
[17]. Погрешность в измерении величины ys опре
деляется точностью интегрирования, обычно она не 
превышает 15 %. 

По зависимостям AG(CMW) могут быть рассчи
таны толщины слоев сильно- и слабосвязанной 
воды. При этом под слабосвязанной понимают ту 
часть незамерзающей воды, свободная энергия ко
торой лишь немного понижена адсорбционными 
взаимодействиями с поверхностью адсорбентов или 
биополимеров. Она замерзает при температуре, 
близкой к 273 К. Напротив, сильносвязанная вода 
может не замерзать даже при значительном охлаж
дении системы [13]. Толщины слоев каждого типа 
воды (С^ и CJ? для сильно- и слабосвязанной 
воды) и соответствующие им максимальные вели
чины понижения свободной энергии воды (AGS и 
AGJ могут быть получены экстраполяцией соот
ветствующих участков зависимостей к осям абс
цисс и ординат. 

Максимальная (истинная) величина межфаз
ной энергии регистрируется для бесконечно разбав
ленных коллоидных систем, когда не происходит 
перекрывания гидратных оболочек частиц диспер
сионной фазы. При концентрировании появляется 
возможность для межчастичных взаимодействий, о 
величине которых можно судить по изменению 
концентрации связанной воды в системе. В соответ
ствии с уравнением 2 межфазная энергия опреде
ляет суммарное понижение свободной энергии сис
темы частица (клетка)—вода во всем слое межфаз
ной воды, испытывающем возмущающее влияние 
со стороны границы раздела фаз. 

Из условия термодинамического равновесия 

при сближении частиц в результате концентриро
вания суспензии следует, что уменьшение взаимо
действия типа частица—вода должно компенсиро
ваться взаимодействием типа частица—частица. 
Тогда уменьшение межфазной энергии в результа
те межчастичных взаимодействий равно энергии 
межчастичных взаимодействий. Естественным ог
раничением такого подхода является обратимость 
процесса концентрирования (строение частиц не 
должно зависеть от концентрации). 

Результаты и обсуждение. На рис. 2 представ
лена температурная зависимость формы спектров 
! Н ЯМР незамерзающей воды при температуре 
220 < Т < 265 К. Сигнал незамерзающей воды 
представляет собой синглет, полуширина которого 
с понижением температуры увеличивается от 0,5 
до 10 м. д. Средняя величина химического сдвига 
равна 4,5 м. д., что соответствует таковой жидкой 
воды. Поскольку в растворе, кроме теней эритро
цитов, содержится некоторое количество раство
ренных низкомолекулярных веществ (NaCl, компо
ненты буфера), незамерзающая вода может быть 
обусловлена не только гидратными оболочками би
омакромолекул, но и водой в микрополостях, за
полненных раствором, концентрация которого оп
ределяется законом Рауля [17]. Тем не менее, как 
показано в [19], при замораживании растворов в 
присутствии биополимеров растворенные вещества 
легко концентрируются в их гидратных оболочках, 
особенно если концентрация этих веществ не пре
вышает 1—2 %. Поэтому можно считать, что и в 
случае замороженных теней эритроцитов объемная 
вода не вносит существенного вклада в измеряемую 
величину концентрации незамерзающей воды. Об 
этом, в частности, свидетельствует и большая ши
рина сигнала незамерзающей воды. 

На рис 3 приведены температурные зависимо
сти концентрации незамерзающей воды и постро
енные на их основе в соответствии с формулой (1) 
зависимости дифференциальной энергии Гиббса от 
концентрации незамерзающей воды для суспензии 
теней эритроцитов (кривые 7), для 6 %-го геля 
Si0 2 (кривые 2) и геля Si0 2 с добавками разного 
количества теней эритроцитов (кривые 3—5). На 
зависимостях AG(CUW) можно выделить два участ
ка, один из которых характеризуется слабым изме
нением величины AG в широком диапазоне изме
нения С^. Это та часть связанной воды, свободная 
энергия которой лишь немного понижена за счет 
взаимодействий с границей раздела фаз (слабосвя-

59 



Т У Р О В В. В. И Д Р . 

Рис. 2. Температурные зависимости формы спектров Н ЯМР 
незамерзающей воды 

занная вода). Для второго участка характерно зна
чительное изменение величины AG в относительно 
узком диапазоне изменений Cuw. Такая вода отве
чает признакам сильносвязанной воды [13]. Харак
теристики разных типов связанной воды, а также 
величины межфазной энергии, рассчитанные в со
ответствии с формулой (2), приведены в таблице. 
Эти результаты хорошо согласуются с ранее прове
денными исследованиями на дрожжевых клетках 
[20], но более высокие значения концентрации 
сильно- и слабосвязанной воды, полученные в экс
периментах с эритроцитами, можно объяснить от
личием в строении компонентов клеточной поверх
ности и разницей в удельной поверхности дрожже
вых клеток и эритроцитов. 

Как следует из данных таблицы, поверхность 
клеточных оболочек эритроцитов связывает боль
шое количество воды. Она гидратирована даже 
сильнее, чем кремнезем в 6 % гелях. При этом 
концентрации сильно- и слабосвязанной воды для 
1>5 % суспензии теней эритроцитов близки. Так 
как удельная поверхность клеток относительно ма
ла (менее 10 м 2 /г [20]), следует предположить, что 
связанная вода образует на поверхности клеток 
полимолекулярную пленку. Вероятно, она полно
стью заполняет пространство между молекулами 
гликопротеинов, выступающих над поверхностью 
клеточной мембраны. 

При попадании клеточных оболочек в концен
трированный гель Si0 2 концентрация незамерзаю
щей воды в системе резко уменьшается (таблица). 
Это свидетельствует об интенсивном взаимодейст-

Рис. 3. Температурные зависимости концентрации незамерзаю
щей воды (а) и зависимости дифференциальной энергии Гиббса 
от концентрации незамерзающей воды (6) для суспензии теней 
эритроцитов: / — т е н и , 1,5 %; 2 — S i 0 2 , 6 %; 3 — S i 0 2 + 
+ 0,19 % теней; 4 — S i 0 2 + 0,75 % теней; 5 — S i 0 2 + 1 , 5 % 
теней 

вии поверхности эритроцитов с кремнеземом. В 
соответствии с подходом, подробно изложенным в 
[13], дегидратация поверхности наноразмерных 
частиц в процессе их взаимодействия обусловлена 
удалением части связанной воды из межчастичного 
пространства. Следовательно, по уменьшению ве
личины ys при добавлении к системе третьего 
компонента (в нашем случае теней эритроцитов) 
можно определить энергию взаимодействия клет
ка—поверхность Si0 2 . 

На рис. 4 представлена зависимость у 5 (С т е н е й ) 
при добавлении клеточного материала к гелю 
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Характеристики слоев связанной воды в водных суспензиях теней эритроцитов, содержащих 6 % масс кремнезема 

15 80 

0,0 0,4 0,8 1,2 Стеиеі,%масс 

Рис. 4. Влияние концентрации мембран эритроцитов в суспен
зии на межфазную энергию в системе плазматическая мембра
на—вода, содержащей 6 % масс кремнезема 

кремнезема. Как видно из этого рисунка, при 
С т е н е й < 0,45 % масс с ростом концентрации теней 
межфазная энергия кремнезем—вода уменьшается 
от 98 до 66 Дж/г. Еще больше изменение ys в 
случае добавления кремнезема к системе тени—во
да. В соответствии с данными таблицы величина ys 

1>5 % суспензии теней эритроцитов при включе
нии в нее 6 % масс кремнезема уменьшается более 
чем вдвое. Относительный рост величины ys при 
дальнейшем увеличении концентрации клеток на 
рис. 5 связан с повышением общей концентрации 
связанной воды в системе. Минимум зависимости 
у$(С т е н е й) отвечает наиболее полному связыванию 
теней эритроцитов с поверхностью кремнезема. 

Максимальное взаимодействие кремнезема с 
клеточными мембранами наблюдается при соотно
шении масс теней эритроцитов и кремнезема, рав
ном 1:20. Возможно, при этом происходит равно
мерное распределение клеточных мембран в объеме 
геля кремнезема. С ростом концентрации теней 
увеличивается вероятность межклеточных взаимо
действий, для которых дегидратация поверхности 
клеток меньше, чем в случае взаимодействия клет
ка—кремнезем. Если принять площадь мембраны 
эритроцита равной 140 мкм 2 [21], а ее массы — 
10~12 г, можно заключить, что удельная поверх

ность теней эритроцитов составляет 5=140 м 2 /г. 
Тогда для поверхности клеток из данных таблицы 
можно рассчитать поверхностную энергию эритро
цитов. Как показано в [7 ], для получения величи
ны поверхностной энергии, выраженной в мДж/м 2 , 
константа к в формуле (2) равна 55,6/5. Тогда ys 

(эритроцитов) равна 1560 мДж/г. Эта величина на 
порядок больше таковой для водных суспензий 
ВДК [13]. Большее значение ys свидетельствует о 
существовании толстого слоя связанной воды на 
поверхности эритроцитов, средняя толщина кото
рого превышает 40 диаметров молекул воды. Веро
ятно, связанная вода заполняет все пространство 
между гликопротеинами клеточных рецепторов. 

Поскольку размер эритроцитов равен 5—7 мкм 
[22], с каждой клеткой может взаимодействовать 
несколько частиц ВДК. Взаимодействие сопровож
дается резким уменьшением концентрации сильно
связанной воды (таблица). Установлено, что уже 
при концентрации кремнезема 1 % масс в суспен
зии с тенями эритроцитов (рис. 5) наблюдается 
изменение формы мембран и их конгломерация с 
частицами ВДК. Вероятно, в результате взаимо
действия клетка—поверхность происходит необра
тимая адсорбция гликопротеинов, входящих в со
став клеточных рецепторов, на поверхности крем
незема. По-видимому, этот процесс является 
основным и при взаимодействии живых клеток с 
поверхностью ВДК. Если площадь контакта клет
ка—частица слишком велика, возможны необрати
мые изменения в структуре клеточных рецепторов, 
приводящие к потере целостности клеточных мем
бран и разрыву клетки. 

V. V. Turov, N. P. Galagan, I. V. Grytsenko, А. A. Chuiko 

Hydratation of erythrocyte membranes and their interaction with 
ultrafine silica 

Summury 

The interaction of ultrafine silica (UFS) with membrane pre
parations of donor erythrocytes were investigated by method of H 
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Рис. 5. Микрофотография суспензии теней эритроцитов, содер
жащих 1 % масс кремнезема, в 0 ,14 M NaCl (* 900) 

NMR spectroscopy. The values of their hydratation in contact with 
silica, interphase energies, concentrations of weakly and strongly 
bound water were measured and calculated. Possible mechanisms of 
effect of UFS on cell hemolytic are discussed. 

Key words: NMR spectroscopy, ultrafine silica, erythrocytes, 
membrane, hydratation. 

В. В. Туров, H. П. Галаган, I. В. Гриценко, О. О. Чуйко 

Гідратація мембран еритроцитів і їхня взаємодія з 
високодисперсним кремнеземом 

Резюме 

Методом 1Н ЯМР-спектроскопи досліджено взаємодію висо
кодисперсного кремнезему (ВДК) з препаратами мембран 
еритроцитів крові донорів. Визначено і розраховано величини 
їхньої гідратації при контакті з кремнеземом, міжфазну 
енергію, концентрації сильно- і слабозв'язаної води. На основі 
отриманих даних обговорюються можливі механізми дії ВДК, 
що зумовлюють гемоліз еритроцитів. 

Ключові слова: ЯМР-спектроскопія, високодисперсний крем
незем, еритроцити, мембрани, гідратація. 
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