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Гепатоэнцефалопатия (ГЭ)  – это психоневрологический синдром, развивающийся у пациентов 
с тяжёлым нарушением функции печени и/или портокавальным шунтированием. Несмотря 
на более чем вековую историю исследования взаимосвязи между повреждением печени и раз-
витием энцефалопатии, патогенетические механизмы гепатоэнцефалопатии до сих пор полно-
стью не выяснены, однако общепризнано, что главным триггером неврологических осложнений 
при гепатоэнцефалопатии является нейротоксин  – аммиак/аммоний, концентрация которого 
в крови при нарушении детоксикационной функции печени увеличивается до токсического 
уровня (гипераммониемия). Беспрепятственно проникая в клетки мозга и влияя на опосредо-
ванную NMDA-рецепторами сигнализацию, аммиак/аммоний запускает патологический каскад, 
приводящий к резкому торможению аэробного обмена глюкозы, окислительному стрессу, гипо-
перфузии мозга, повреждению нервных клеток и формированию неврологического дефицита. 
Гипоперфузия мозга, в свою очередь, может быть связана с нарушением кислородтранспортной 
функции эритроцитов, сопряжённой с нарушением метаболических/энергетических процессов, 
протекающих в мембранах и внутри эритроцитов и контролирующих сродство гемоглобина 
к кислороду, определяющее степень оксигенации крови и тканей. Недавно мы подтвердили 
указанную причинно-следственную взаимосвязь и выявили новое, опосредованное гиперакти-
вацией NMDA-рецепторов аммоний-индуцированное прооксидантное действие на эритроциты, 
нарушающее их кислородтранспортную функцию. Для более полной оценки «эритроцитар-
ных» факторов, нарушающих оксигенацию мозга и приводящих к энцефалопатии, в данной 
работе мы определили активность ферментов и концентрацию метаболитов гликолиза, шунта 
Рапопорта–Люберинг, а также морфологические характеристики эритроцитов крыс с острой 
гипераммониемией. Для выяснения роли NMDA-рецепторов в указанных процессах мы исполь-
зовали неконкурентный антагонист рецепторов, МК-801. Полученные результаты позволяют сде-
лать вывод о том, что аммоний-индуцированные нарушения формы и функций эритроцитов 
и гемоглобинемию следует рассматривать как дополнительный системный «эритроцитарный» 
патогенетический фактор, приводящий к прогрессированию гипоперфузии мозга при гепато-
энцефалопатии, сопровождающейся гипераммониемией.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гипераммониемия, гепатоэнцефалопатия, NMDA-рецепторы, эритроциты, 
гликолиз, шунт Рапопорта–Люберинг.
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Принятые сокращения: 2,3-ДФГ  – 2,3-дисфосфоглицерат; ГА  – гипераммониемия; ГАФДГ  – глицеральдегид-
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ВВЕДЕНИЕ

Гепатоэнцефалопатия (ГЭ)  – это сложный 
психоневрологический синдром, возникающий 

в результате острых или хронических заболева-
ний печени и/или портокавального шунтиро-
вания, клинические симптомы которого варь-
ируют от минимальных расстройств сознания 
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и поведения  [1] до деменции и комы, которая, 
как правило, приводит к смерти  [2]. Несмотря 
на многочисленные исследования, посвящён-
ные проблеме поражения центральной нервной 
системы, патогенетические механизмы дисфунк-
ции головного мозга при ГЭ до сих пор полностью  
не выяснены.

Согласно совокупным литературным данным, 
этиологические факторы, вызывающие развитие 
ГЭ, множественны. К ним относятся бактериаль-
но-грибковые инфекции  [3], системное воспале-
ние  [4], дисбаланс аминокислот и продукты их 
аномального метаболизма  [5], некоторые меди-
каментозные средства  [6], различные токсины  [7] 
и многие другие  [8]. Общепризнано, однако, что 
главным нейротоксином, играющим централь-
ную роль в патогенезе ГЭ, является аммиак/ам-
моний  [9], который при сочетанном нарушении 
детоксикационной функции печени, вызванном 
повреждением гепатоцитов и/или портокаваль-
ным шунтированием, накапливается в крови 
(гипераммониемия, ГА) до токсического уровня 
и беспрепятственно проникает в мозг, где его 
патологическое действие, опосредованное гипер-
активацией NMDA-рецепторов (NMDA-R)  [10], рас-
пространяется на многие энергообразующие кис-
лородзависимые биохимические процессы  [2,  11], 
лежащие в основе жизнедеятельности нервных 
клеток и организма в целом  [12]. Следует отме-
тить, однако, что появление данных, подтвержда-
ющих наличие NMDA-R не только в мозге, но и 
в некоторых периферических органах, таких как 
печень, сердце, поджелудочная железа, а также 
в эритроцитах  [13], давало возможность предпо-
ложить, что токсические эффекты аммиака/аммо-
ния при ГЭ, усиленные гиперактивацией NMDA-R 
в периферических тканях, могут быть более ге-
нерализованными, чем предполагалось раньше. 
Недавно полученные нами данные частично 
подтвердили это предположение и позволили 
выявить дополнительный механизм причинно-
следственной NMDA-R-зависимой взаимосвязи 
между дисфункцией печени – «гепато» и повреж-
дением мозга  – «энцефалопатией». Учитывая об- 
лигатную зависимость клеток мозга от неза-
менимых энергетических субстратов, глюкозы и 
кетоновых тел  [14], образуемых исключительно в 
печени в процессе глюконеогенеза и кетогенеза, 
мы, в частности, показали, что аммоний-инду-
цированное и опосредованное гиперактивацией 
NMDA-R нарушение работы дыхательной цепи 
митохондрий печени крыс приводит к быстрому 
и резкому торможению глюконеогенеза и кето-
генеза. Это, в свою очередь, вызывало значи-
тельное падение уровня обоих энергетических 
субстратов в печени и крови и предшествовало 
начальной стадии неврологических нарушений 

(вялость, сонливость, нарушение координации 
движений, тремор и миоклонические судороги) у 
животных с острой ГА. Терминальным же собы-
тием, предшествующим развитию комы, являлось 
полное торможение глюконеогенеза и кетогенеза, 
приводящее к резко выраженной гипогликемии 
и гипокетонемии и, соответственно, к катастро-
фическому снижению концентраций глюкозы 
и кетоновых тел в мозге этих животных  [15]. 
Помимо этого, нам удалось выявить другое, вне-
печёночное, аммоний-индуцированное патологи-
ческое звено, а именно нарушение равновесия 
про- и антиоксидантного баланса в эритроцитах, 
имеющее прямое отношение к нарушению их 
функциональных способностей. В частности, мы 
обнаружили, что у животных с ГА большая часть 
аммиака/аммония накапливается не в плазме, а 
в эритроцитах, что делает эти клетки, лишён-
ные аммиак-обезвреживающих ферментов, более 
восприимчивыми (чем другие не-нейрональные 
ткани) к аммоний-индуцированному NMDA-R-опо-
средованному окислительному стрессу  [16]. Как 
известно, окислительный стресс нарушает кисло-
родтранспортную функцию эритроцитов  [17,  18], 
сопряжённую с метаболическими/энергетически-
ми процессами, протекающими в мембранах и 
внутри эритроцитов  [19] и регулирующими срод-
ство гемоглобина (Hb) к кислороду, которое для 
максимально возможного связывания кислорода 
в лёгких должно быть высоким, но уменьшаться 
для беспрепятственного высвобождения кисло-
рода из Hb и поступления в ткани  [20,  21]. Сле-
дует отметить, что первые сообщения о взаимо-
связи между энергетическими/метаболическими 
процессами в эритроцитах и способностью Hb 
связывать, транспортировать и доставлять кис-
лород к тканям были опубликованы более 50  лет 
назад [20,  22], но эти научные открытия, как и тот 
факт, что для выполнения своих функций эритро-
циты должны быть абсолютно «здоровыми»  [23], 
в основном игнорируются. Например, увеличение 
скорости оседания эритроцитов (СОЭ, гематологи-
ческий показатель, который обязательно опреде-
ляют у каждого пациента вне зависимости от 
жалоб) обычно связывают с появлением воспа-
лительных процессов в организме  [24], тогда как 
уменьшение отрицательного заряда мембраны 
эритроцитов (что и лежит в основе увеличения 
СОЭ), приводящее к структуральным и биохими-
ческим нарушениям, агрегации эритроцитов, по-
вышению вязкости крови, «застою» в капиллярах, 
что нарушает микроциркуляторный кровоток и 
снабжение тканей кислородом  [25], обычно оста-
ётся «за скобками». А эритроциты, являющиеся од-
ним из важных компонентов в интегрированной 
системе транспорта кислорода (помимо сердечно-
сосудистой и дыхательной систем), из-за видимой 
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«простоты» организации по-прежнему рассматри-
ваются как маленькие «мешочки», наполненные 
Hb, который даже в нефизиологических услови-
ях легко связывает кислород в лёгких и так же 
легко отдаёт его тканям. Такая точка зрения на 
безграничные возможности эритроцитов подтвер-
ждается в ситуациях, когда степень гипоксемии/
гипоксии выявляется по измеряемым обычно в 
клинических условиях показателям SaO2 (насы-
щение Hb кислородом в артериальной крови) и 
PaO2 (парциальное давление кислорода). Откло-
нение от нормы хотя бы одного показателя вы-
сокоинтегрированной системы метаболических 
путей в эритроцитах  [26] может увеличивать 
сродство Hb к кислороду и нарушить его переход 
в ткани. Это может привести к мультиорганной 
гипоксии  [27,  28] и стойким когнитивным нару-
шениям  [23,  29–31] даже при нормальных зна- 
чениях SaO2 и PaO2  [32], что не учитывается во  
врачебной практике.

Следовательно, мы должны признать, что 
в настоящее время не существует инструмента 
для диагностики метаболических показателей в 
эритроцитах, связанных с нарушением их кис-
лородтранспортной функции и с развитием эн- 
цефалопатии, возникающей под действием ам- 
миака/аммония, концентрация которого в кро-
ви и мозге при многих патологиях может уве-
личиваться в десятки раз по сравнению с нор- 
мой  [33–35].

ГЭ не является исключением. Несмотря на то 
что аммоний-индуцированная энцефалопатия, с 
одной стороны, сопровождается отклонениями 
от нормы многих гематологических парамет- 
ров  [36], влияющих на доставку кислорода в тка-
ни, с другой – мультиорганной гипоксией  [37] и 
в том числе сниженной оксигенацией мозга  [38], 
неминуемо приводящей к патологии мозга  [39] 
и прогрессированию стойкой когнитивной дис-
функции  [30], причинно-следственная связь ме-
жду нарушением энергетического обмена в эрит-
роцитах и нарушением их функций в настоящее 
время не установлена.

Для выявления дополнительных изменений 
внутриклеточных параметров метаболического/
энергетического обмена эритроцитов, необходи
мых для более полной оценки эффективности 
их кислородтранспортной функции  [20] и свое-
временного распознавания факторов риска раз-
вития аммоний-индуцированной энцефалопатии, 
мы измерили активность регуляторных фер-
ментов и концентрацию метаболитов гликоли
за и шунта Рапопорта–Люберинг в эритроци-
тах крыс с острой ГА. Для выявления участия 
NMDA-R исследования проводились с использо-
ванием неконкурентного антагониста рецепто- 
ров, МК-801.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В работе были использованы 
следующие реактивы: ацетат аммония, МК-801, 
NAD+, NАDН, NADP+, NADPH, Tris, ТЭА, ATP, ADP, 
ЭГТА, ЭДТА, фосфоенолпируват, глюкоза, пируват, 
уабаин, сапонин, миокиназа, пируваткиназа (ПК), 
лактатдегидрогеназа (ЛДГ), глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназа, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа 
(ГАФДГ), α-целлюлоза, гемикристаллинцеллюлоза 
тип  50  – фирмы «Sigma-Aldrich» (США). Набор для 
определения концентрации 2,3-дифосфоглицерата 
(2,3-ДФГ) – фирмы «Roche» (Австрия). Все остальные 
реагенты были отечественного производства ква-
лификации «особо чистые» и «химически чистые».

Животные. В работе использовались крысы 
линии Wistar (половозрелые самцы) массой 210–
230  г, содержащиеся в виварии при комнатной 
температуре, естественном режиме освещения, 
свободном доступе к корму и воде. Каждая экспе-
риментальная группа состояла из 10  животных. 
Животным 1  группы (группа «ацетат аммония») 
вводился ацетат аммония в виде однократной 
внутрибрюшинной инъекции (в/б) в сублеталь-
ной дозе 7  ммоль/кг, декапитация производилась, 
как в ранее выполненных исследованиях, через 
15  мин после инъекции, обычно после прохожде-
ния двух судорожных эпизодов  [16]. Этот времен-
ной интервал был выбран на основе наших пре-
дыдущих результатов, показавших, что влияние 
острой интоксикации аммонием на энергети-
ческий обмен мозга крыс можно чётко увидеть 
через 15  мин после инъекции  [40]. Животным  
2  группы (контроль) вводился в/б 0,9%-ный (m/v) 
NaCl в том же объёме, что и ацетат аммония. Де
капитация животных производилась через 15  мин 
после инъекции. Физиологический раствор был 
выбран в качестве контрольного на основании 
наших предыдущих исследований, показавших, 
что введение ацетата натрия, так же как и вве-
дение физиологического раствора, не оказывает 
влияния на измеряемые показатели. Живот-
ным 3  группы (группа «МК-801») в/б вводился 
МК-801 в  дозе 2,0  мг/кг, необходимой для полной 
блокировки рецепторов, и декапитация живот-
ных проводилась через 30  мин после инъекции. 
Животным 4 группы («МК-801  +  ацетат аммония») 
вначале в/б вводился МК-801 в дозе 2,0  мг/кг и 
через 15  мин  – раствор ацетата аммония в дозе 
7  ммоль/кг. Декапитацию производили через 
15  мин после введения ацетата аммония.

Получение плазмы крови и очищенных 
эритроцитов. Для получения плазмы и суспензии 
очищенных эритроцитов собранная при декапита-
ции кровь (в качестве антикоагулянта использо-
вался 130  мМ 3Na-цитрат, pH  7,4) делилась на две 
части. Для получения плазмы крови форменные 
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элементы удалялись центрифугированием первой 
части крови в течение 10  мин при 1000  g (+4  °С). 
Полученный супернатант немедленно исполь-
зовался для измерения концентрации свободно-
го  Hb.

Для очищения эритроцитов от лейкоцитов 
и тромбоцитов вторую часть крови пропускали 
через колонку, заполненную α-целлюлозой и ге-
микристаллинцеллюлозой тип 50 в соотношении 
1  :  1 и уравновешенную 0,9%-ным (w/v) NaCl  [41]. 
Кровь элюировали (1  :  5) при комнатной темпе-
ратуре раствором, содержащим 10  мМ  КН2РО4, 
рН  7,4, 150  мМ NaCl. Эритроциты осаждали цен-
трифугированием при +4  °С в течение 10  мин при 
1000  g и дважды промывали раствором, содержа-
щим 10  мМ  KH2PO4, рН  7,4, 140  мМ  NaCl, 5  мМ  KCl, 
2,8  мМ  глюкозу, 0,5  мМ  K-ЭДТА (10  мин, +4  °С, 
1500  g, 2000  g), и суспендировали в этом же рас-
творе в соотношении 1  :  5.

Получение лизатов эритроцитов для опре-
деления активности ферментов. Очищенные от 
тромбоцитов и лейкоцитов эритроциты (1  мл) ли-
зировали 2  мл гипоосмотического буфера (50  мМ 
ТЭА, рН  7,4, 0,15  мМ  К-ЭГТА, 3  мМ  β-меркаптоэта-
нол), содержащего 0,2% сапонина. Активность 
ферментов определяли в течение первых двух 
часов после получения лизатов. Пробы во время 
измерения хранились при +4  °С.

Определение активности ферментов в ли-
затах эритроцитов. Активность Na+/K+-ATPазы 
(КФ  3.6.3.9), гексокиназы (ГК, КФ  2.7.1.1), фосфо-
фруктокиназы (ФФК, КФ  2.7.1.11), ПК (КФ  2.7.1.40), 
ГАФДГ (КФ  1.2.1.12) и ЛДГ (КФ  1.1.1.27) определяли 
спектрофотометрически по скорости образования 
NAD+ или NADPH при 340  нм с помощью методов 
ферментативного анализа эритроцитов, разрабо-
танных международным комитетом по стандар-
тизации в гематологии  [41] и подробно описан-
ных нами ранее  [42].

Получение экстрактов эритроцитов для 
определения концентрации метаболитов. Очи-
щенные эритроциты смешивали с охлаждённой 
смесью (−20  °С) 6%  HClO4/40%  C2H5OH в соотно
шении 1  :  10. Центрифугировали 5  мин при тем- 
пературе +4  °С при 10  000  g. Осадок удаляли, 
рН супернатанта доводили до 5–6, используя 
30%-ный (m/m) КОН и сухой КНСО3. Осадок пер-
хлората калия удаляли центрифугированием при 
тех же режимах. Прозрачный супернатант немед-
ленно использовали для определения концентра-
ции метаболитов.

Определение концентрации ATP, ADP, AMP, 
лактата, пирувата и 2,3-ДФГ в экстрактах эрит-
роцитов. Концентрация адениннуклеотидов, лак-
тата и пирувата определялась по стандартным 
спектрофотометрическим методам  [43], подробно 
описанным нами ранее  [42].

Энергетический заряд (ЭЗ) рассчитывали по 
уравнению Аткинсона  [44]: ЭЗ  =  (ATP  +  0,5  ADP)  / 
/  (ATP  +  ADP  +  AMP).

Отношение NAD+/NADH рассчитывали по ме-
тоду Williamson et al., 1968  [45], с учётом констан-
ты равновесия лактатдегидрогеназной реакции, 
равной 1,11  ×  104.

Концентрация 2,3-ДФГ определялась спек-
трофотометрически при помощи коммерческого 
набора «Roche» (10  148  334  001, Германия) при 
сочетанном действии ферментов фосфоглицерат-
мутазы, фосфоглицераткиназы, ГАФДГ, триозофос-
фатизомеразы и глицерол-3-фосфатдегидрогеназы, 
согласно прилагаемой инструкции. Концентрация 
всех измеряемых субстратов выражалась в микро-
моль/литр клеток (мкМ)

Определение концентрации Hb в крови и 
плазме. Осмотическая резистентность и морфо-
логический анализ эритроцитов. Концентрацию 
Hb измеряли на гематологическом анализаторе 
DH  36  Vet («Dymind», Китай). Для исследования 
использовали цельную стабилизированную 3Na+-
цитратом кровь или плазму. Степень гемолиза 
эритроцитов рассчитывали по формуле: %  гемо-
лиза  =  [(1  −  Hct)  ×  свободный Hb (г/дл)  ×  100]  /  об-
щий Hb (г/дл), Hct  – гематокрит  [46].

Морфологический анализ выполняли флуорес-
центной визуализацией клеток с помощью систе-
мы CELENA® S Digital Imaging System («LogosBio», 
Республика Корея), объектив ×40. Нативные мазки 
из цельной крови готовили стандартным спосо-
бом на обезжиренных предметных стёклах путём 
высушивания на воздухе при комнатной темпера-
туре и использовали без дополнительной фикса-
ции и окраски.

Осмотическая резистентность эритроцитов 
определялась по степени лизиса эритроцитов 
после их инкубации в растворе NaCl различной 
концентрации (от 0 до 154  мМ (0,9%) NaCl). Сте-
пень лизиса эритроцитов анализировалась спек-
трофотометрически путём измерения оптической 
плотности по высвобождению Hb при 540  нм 
после остановки гемолиза путём добавления  
к пробам равного объёма NaCl в концентрации, 
необходимой для восстановления изотонич- 
ности. Для количественной оценки осмотиче-
ской резистентности эритроцитов учитывалась 
концентрация NaCl, при которой наблюдался  
минимальный (первоначальный) и 50%-ный ли-
зис клеток.

Статистический анализ выполняли с по-
мощью компьютерной программы Prizm  V8 
(«GraphPad», Сан-Диего, США). Результаты выра-
жали в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего. Нормальность распределе-
ния переменных подтвердили с помощью кри-
терия Колмогорова–Смирнова. Различия между 
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группами анализировали с использованием t-те-
ста Стьюдента, а при множественных сравнени-
ях  – метода ANOVA с поправкой Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние аммиака/аммония и MK-801 на ак-
тивность регуляторных ферментов гликолиза 
эритроцитов крыс. В первой части исследова-
ний [16] мы показали, что содержание аммония в 
эритроцитах крыс контрольной группы составля-
ло 0,300  ±  0,038  мМ, что входит в допустимый диа-
пазон значений, соответствующих физиологиче-
ской норме для эритроцитов этих животных  [47]. 
Концентрация аммония после одиночной инъек-
ции MK-801 не отличалась от контрольного зна-
чения, тогда как после введения ацетата аммония 
в дозе 7  ммоль/кг уровень аммония в эритро-
цитах животных увеличился до 3,602  ±  0,126  мМ 
(р  <  0,001). При сочетанном введении MK-801 с 
ацетатом аммония концентрация аммония в  
эритроцитах снижалась (20%, р  <  0,05), но оста-
валась достаточно высокой (3,320  ±  0,06  мМ) по 
сравнению с контролем, что делало эритроци- 
ты, лишённые аммоний-детоксицирующих фер-
ментов, наиболее восприимчивыми (по срав-
нению с другими не-нейрональными тканями) 

к аммоний-индуцированному окислительному 
стрессу  [48].

Окислительный стресс, как известно, нару-
шает взаимосвязь между кислородтранспортной 
функцией эритроцитов и их гликолитической 
системой  [49], метаболиты и ферменты которой, 
как уже было сказано, контролируют сродство Hb 
к кислороду  [20]. Поэтому для выявления допол-
нительных показателей, необходимых для оцен-
ки способности эритроцитов доставлять кисло-
род тканям, мы вначале выяснили, связано ли 
накопление аммиака/аммония в эритроцитах, 
оснащённых NMDA-R, с нарушением гликолиза, 
главного метаболического пути, необходимого 
для поддержания функционального состояния и 
жизнеспособности эритроцитов в целом. Для это-
го мы измерили активность основных регулятор-
ных ферментов гликолиза ГК, ФФК, ПК, а также 
ГАФДГ и ЛДГ.

Результаты определения активности фермен-
тов гликолиза в эритроцитах крыс разных иссле-
дуемых групп суммированы на рис.  1.

Как видно из рис.  1 (а–д), введение ацета-
та аммония снижало активность ферментов в 
эритроцитах животных в разной степени. Так, 
активность ГК, ФФК, ПК и ГАФДГ снижалась на 
38% (р  <  0,001), 26% (р  <  0,001), 22% (р  <  0,001), 30% 
(р  <  0,001) соответственно, тогда как значения 

Рис. 1. Активность ГК  (а), ФФК  (б), ПК  (в), ГАФДГ  (г) и ЛДГ  (д) в эритроцитах крыс исследуемых групп (n  = 10 
для каждой группы). Крысам в/б вводили ацетат аммония (7  ммоль/кг, группа «ацетат аммония»), МК-801 
(2  мг/кг в/б) вводился в одиночной инъекции (группа «МК-801») и за 15  мин до инъекции ацетата аммония 
(группа «МК-801  + ацетат аммония»). Крысам контрольной группы («контроль») вводился физиологический 
раствор. Время декапитации животных и методы определения активности ферментов указаны в разделе 
«Материалы и методы». Активность ферментов выражена в мкмоль/(мин  ×  г Hb). Результаты представлены 
в виде «среднее  ± стандартная ошибка среднего (SEM)». ***  p  <  0,001 по сравнению с животными контроль-
ной группы; a – p  < 0,05, aa – p  < 0,01, aaа – p  < 0,001 по сравнению с животными группы «ацетат аммония». 
Различия между группами анализировали с помощью метода ANOVA с поправкой Бонферрони
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Рис. 2. Концентрация лактата  (а), пирувата  (б) и расчётное отношение NAD+/NADH (в) в эритроцитах живот-
ных исследуемых групп (n  =  10 для каждой группы). Условия введения препаратов, доза, время декапита-
ции указаны в подписи к рис.  1. Методы определения концентрации пирувата и лактата указаны в разде-
ле «Материалы и методы». Концентрация метаболитов выражена в мкмоль/литр клеток (мкМ). Отношение 
NAD+/NADH рассчитывали по методу Williamson et al.  [45]: NAD+/NADH  =  [пируват]/[лактат]  ×  1/k, где k – кон-
станта равновесия лактатдегидрогеназной реакции, равная 1,11  ×  104. Данные выражены в виде «среднее  
значение  ±  SEM». *  p  <  0,05, **  p  <  0,01, ***  p  <  0,001 по сравнению с животными контрольной группы;  
а  – p  <  0,05, aa  – p  <  0,01, aaа  – p  <  0,001 по сравнению с животными группы «ацетат аммония». Различия 
между группами анализировали с помощью метода ANOVA с поправкой Бонферрони

активности ЛДГ при аммиачной интоксикации 
не отличались от измеренных в эритроцитах кон-
трольных животных (рис.  1,  д). Введение МК-801 
поддерживало активность всех измеряемых фер-
ментов в пределах, характерных для контроль-
ных значений. Совместное введение МК-801 с аце-
татом аммония восстанавливало активность всех 
измеряемых ферментов до контрольного уровня и 
свидетельствовало о том, что аммоний-индуциро-
ванное торможение ферментов гликолиза опосре-
довано активацией NMDA-R.

Дополнительным подтверждением NMDA-R-
зависимого торможения гликолитического потока 
являлось также восстановление до контрольных 
значений резко сниженной концентрации лакта-
та и пирувата и увеличенного отношения NAD+/
NADH в эритроцитах животных с ГА под воздей-
ствием МК-801, введённого совместно с ацетатом 
аммония (рис.  2, а–в).

Эти данные частично объясняют причины 
торможения гликолитического потока, связан-
ного в основном с нарушением метаболического 
контроля в эритроцитах крыс с ГА, приводящим 
к дисбалансу отношения NAD+/NADH (рис.  2,  в) 
из-за недостатка пирувата (рис.  2,  б) и NADH, не-
обходимых для регенерации NAD+ в ЛДГ-реакции 
и возобновления гликолиза на стадии ГАФДГ-реак-
ции  [50].

Согласно общепринятому мнению, скорость 
метаболизма глюкозы в эритроцитах регулирует-
ся в основном адсорбционным механизмом  [51], 
основанным на обратимом связывании фермен-
тов гликолиза с трансмембранным белком поло-
сы 3 (band 3). Суть этого механизма состоит в том, 
что опосредованное посттрансляционными мо-
дификациями белка полосы  3  [52] отсоединение 
ферментов от белка (активация ферментов) или 
их присоединение к белку (неактивная форма 
ферментов)  [53] позволяет зрелым эритроцитам, 

лишённым митохондрий, мгновенно адаптивно 
реагировать на эндогенные или появляющиеся 
в кровяном русле факторы и, переключая поток 
глюкозы от гликолиза на пентозофосфатный путь 
(ПФП) (и в обратном направлении), удерживать 
состояние своего энергетического обмена и анти-
оксидантной системы в пределах, необходимых 
для формирования многоуровневого адаптивного 
ответа [54]. Из этого следует, что снижение актив-
ности ферментов гликолиза в эритроцитах крыс 
с ГА может быть адаптивным ответом, поддержи-
вающим внутриклеточный антиоксидантный ба-
ланс путём торможения гликолитического потока 
и активации ПФП  [55], обеспечивающего синтез 
NADPH, необходимого для предотвращения пере-
хода ферроформы (Fe2+) Hb в ферриформу (Fe3+) в 
присутствии активных форм кислорода, накопив-
шихся в эритроцитах животных с ГА  [56].

Однако, как показали наши недавние иссле-
дования, активность ключевого фермента ПФП, 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ), в эритро-
цитах крыс с ГА достоверно снижалась по сравне-
нию с контролем. Совместно с резким падением 
отношения NADPH/NADP+ и GSH/GSSG это свиде-
тельствовало о торможении ПФП, что являлось 
одной из причин трёхкратного накопления пере-
киси водорода и развития окислительного стресса 
в эритроцитах гипераммониемированных живот-
ных  [16], что, в свою очередь, исключает возмож-
ность рассматривать снижение активности гли-
колитических ферментов при острой ГА (рис.  1) 
даже в виде краткосрочного адаптивного ответа 
эритроцитов.

С другой стороны, обнаруженное нами уча-
стие NMDA-R в аммоний-индуцированном тор-
можении гликолиза даёт возможность предполо-
жить наличие взаимосвязи между Ca2+-зависимым 
сигнальным каскадом, запускаемым гиперактив-
ными NMDA-R и приводящим к усиленному 
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Рис. 3. Концентрация ATP  (а), ADP  (б), AMP  (в), отношение ATP/ADP  (г), их суммарное содержание, АН  (д), и 
ЭЗ  (е) в эритроцитах крыс исследуемых групп (n  =  10 для каждой группы). Условия введения препаратов, 
доза, время декапитации указаны в подписи к рис. 1. Методы определения концентрации ATP, ADP, AMP ука-
заны в разделе «Материалы и методы». Концентрация метаболитов выражена в мкмоль/литр клеток (мкМ). 
Энергетический заряд рассчитывали по уравнению Аткинсона  [44]: ЭЗ  =  (ATP  +  0,5  ADP)/(ATP  +  ADP  +  AMP).  
Данные выражены в виде «среднее значение  ± SEM». *  p  <  0,05, **  p  <  0,01, ***  p  <  0,001 по сравнению с 
животными контрольной группы; a  – p  <  0,05, aa  – p  <  0,01 по сравнению с животными группы «ацетат 
аммония». Различия между группами анализировали с помощью метода ANOVA с поправкой Бонферрони

образованию NО• в эритроцитах  [13], и NО•-опо-
средованной посттрансляционной модификацией 
белка полосы  3  [52], регулирующей скорость ме-
таболизма глюкозы  [54]. Исходя из этого, можно 
предположить, что одна из причин торможения 
регуляторных ферментов гликолиза в эритроци-
тах животных с ГА в условиях окислительного 
стресса может быть связана с NO•-зависимым ин-
гибированием фосфотирозинкиназы, что парал-
лельно с нитрозилированием по остаткам тиро-
зина белка полосы  3 приводит к необратимому  
торможению гликолиза  [57]. Не исключено так-
же, что NО• и его производные могут оказывать 
прямое ингибирующее действие на ферменты 
гликолиза в эритроцитах  [58]. Хотя, если учесть 
множественные причины, приводящие к тормо-
жению гликолитического пути, включая инги-
бирование ферментов продуктами реакций  [59] 
и посттрансляционными модификациями  [60], 
влияние рН, наличие дезокси-Hb, конкурирую-
щего с ферментами гликолиза за места связыва-
ния с цитоплазматическим доменом белка поло-
сы  3  [54], состояние глюкозного транспортёра  [61], 
наличие в крови гормонов  [62] и многие другие 
факторы, становится очевидным, что для выявле-
ния механизмов, ответственных за торможение 
утилизации глюкозы в эритроцитах в условиях 
окислительного стресса, обнаруженного нами у 
животных с ГА, необходимы специальные, более 

углублённые исследования (и, конечно, проведён-
ные с учётом обнаруженного участия NMDA-R в 
аммоний-индуцированном торможении гликоли-
тического потока).

Влияние аммиака/аммония и MK-801 на 
содержание адениннуклеотидов в эритроцитах 
крыс. Отличительной особенностью анаэробного 
гликолиза в эритроцитах является то, что это ос-
новной путь производства ATP, который исполь-
зуется клетками для поддержания ряда жизненно 
важных функций. Поэтому при обнаруженном 
торможении гликолиза в эритроцитах крыс с ГА 
(рис.  1,  2) снижение концентрации ATP и общего 
пула адениннуклеотидов было ожидаемым. На 
рис.  3 (а–д) представлены результаты определе-
ния концентрации ATP, ADP, AMP, их суммарное 
содержание (АН), а также отношение ATP/ADP и 
расчётное значение энергетического заряда (ЭЗ), 
характеризующего энергетический статус клеток.

Как видно из рис. 3, в эритроцитах крыс с ГА 
в соответствии со снижением активности глико-
литического потока наблюдалось достоверное 
снижение внутриклеточной концентрации ATP 
(40%, p  <  0,01). Усиленный гидролиз ATP приводил 
к увеличению концентрации ADP и AMP на 69% 
(p  <  0,05) и 113% (p  <  0,001) соответственно (рис.  3, 
а–в) и к трёхкратному уменьшению отношения 
ATP/ADP (рис.  3,  г, p  <  0,01). Сумма АН (рис.  3,  д) 
и ЭЗ (рис.  3,  ж) при сравнении с контролем 
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Рис. 4. Активность Na+,K+-ATPaзы в эритроцитах крыс исследуемых групп (n  =  10 для каждой группы)  (а). 
Условия введения препаратов, доза, время декапитации указаны в подписи к рис.  1. Метод определения 
активности Na+,K+-ATPазы указан в разделе «Материалы и методы». Активность фермента выражена в 
мкмоль/мин  ×  г Hb. Данные выражены в виде «среднее значение  ± SEM». *  p  <  0,05 по сравнению с живот-
ными контрольной группы. Различия между группами анализировали с помощью метода ANOVA с поправ-
кой Бонферрони. Для выявления взаимосвязи между концентрацией аммония в эритроцитах и активностью 
Na+,K+-ATPазы использовался коэффициент корреляции Пирсона  (б). Анализ проводился с использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism V8. Достоверная отрицательная корреляция между концентра-
цией аммония и активностью Na+, K+-ATPазы в эритроцитах крыс с ГА (r  =  −0,899, p  =  0,0004)

снижались на 27% (p  <  0,05) и 20% (p  <  0,001) 
соответственно. Введение МК-801 в виде одно-
кратной инъекции не изменяло (по отношению 
к контролю) эти показатели, а при сочетанном 
действии МК-801 с ацетатом аммония наблюда-
лось полное восстановление до контрольных зна-
чений всех измеренных показателей адениновых 
нуклеотидов (рис. 3, а–е). Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что повышенная утили-
зация ATP, некомпенсированная заторможенным 
гликолизом и приводящая к нарушению энерге-
тического обмена в эритроцитах животных с ГА, 
опосредована гиперактивацией NMDA-R.

Влияние аммиака/аммония и MK-801 на 
активность Na+,K+-ATPaзы в эритроцитах крыс. 
Большая часть энергии ATP, образуемой в эрит-
роцитах в процессе гликолиза, используется для 
активации Na+,K+-ATPaзы [63], основная роль кото-
рой заключается в поддержании градиента кон-
центраций Na+ и K+, необходимого для регуляции 
водного гомеостаза, объёма, формы клеток, играю-
щих важную роль в сохранении функциональных 
свойств эритроцитов  [64]. Для выявления взаимо-
связи между NMDA-R-зависимым аммоний-инду-
цированным гидролизом ATP и функциональной 
способностью Na+,K+-ATPaзы мы измерили актив-
ность этого фермента в эритроцитах крыс всех ис-
следуемых групп. Данные представлены на рис.  4.

Как видно (рис.  4,  а), в эритроцитах живот-
ных, получивших сублетальную дозу ацетата ам-
мония, активность Na+,K+-ATPазы почти в 2  раза 
ниже (p  <  0,05), чем у животных контрольной 
группы. МК-801 ни в одиночной инъекции, ни 
при сочетанном введении с ацетатом аммония 
не влиял на активность фермента. Это указыва-
ло на то, что аммоний-индуцированное торможе-
ние Na+,K+-ATPазы в эритроцитах не зависит от 
NMDA-R, а связано исключительно с действием 

аммония, что подтверждалось наличием досто-
верной отрицательной корреляции между кон-
центрацией аммония, накопившегося в эритроци-
тах животных с ГА, и активностью Na+,K+-ATPазы 
(r  =  −0,899, p  =  0,0004, рис.  4,  б).

В биологических жидкостях аммиак суще-
ствует в двух формах: в виде NH3, незаряжен-
ной липофильной формы, что обеспечивает его 
быструю проницаемость через мембрану эритро-
цитов [65], и в протонированной форме, NH4+ (ион 
аммония), транспорт которого в клетки более мед-
ленный (по сравнению с газообразным NH3)  [66] 
и осуществляется при помощи специфических 
транспортёров, локализованных на мембране 
эритроцитов  [67]. Если учесть, что транспорт 
NH4+ в эритроциты животных может приводить 
к снижению внутриклеточной концентрации К+ 
и увеличению концентрации Na+ и Cl−  [68], то 
можно предположить, что одной из причин ам-
моний-индуцированного снижения активности 
Na+,K+-ATPазы является резкое снижение концен-
трации ATP, которое не удовлетворяет повышен-
ную потребность в энергии, необходимой для 
функциональной активности фермента, направ-
ленной на поддержание ионного градиента, зна-
чительно нарушенного усиленным транспортом 
обеих форм аммиака в эритроциты животных 
с ГА. По-видимому, NH4+-зависимое закисление 
внутриклеточной среды эритроцитов (тормо-
жение гликолиза), сменяющее защелачивание, 
вызванное первоочередным транспортом NH3 в 
клетки  [67], играет важную роль в торможении 
гликолиза, снижении уровня ATP и торможении 
Na+,K+-ATPазы в эритроцитах животных с ГА  [69]. 
Также хорошо известно, что активность фермента 
в значительной степени ингибируется в условиях 
окислительного стресса  [70], что частично объяс-
няется многочисленными свободнорадикальными 
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Рис. 5. Изменение морфологии эритроцитов у крыс с ГА. Влияние МК-801. Условия введения препаратов, доза, 
время декапитации животных (n  =  6 для каждой группы) указаны в подписи к рис.  1. Морфологический 
анализ выполняли флуоресцентной визуализацией клеток с помощью системы CELENA® S Digital Imaging 
System («LogosBio»), объектив ×40. Способ подготовки клеток для микроскопии указан в разделе «Материа-
лы и методы». 1  –  Дискоциты-нормоциты, 2  –  стоматоциты (наличие поперечной щели или белого пятна 
в  центре), 3  –  эхиноциты, 4  –  овалоциты

модификациями, приводящими к конформацион-
ным изменениям и нарушению функции Na+,K+-
ATPазы  [71]. Это хорошо согласуется с данными, 
показывающими, что неспецифическое ингиби-
рование Na+,K+-ATPазы в условиях окислительно-
го стресса характерно не только для эритроцитов 
пациентов с заболеваниями печени [72], но и для 
пациентов со многими другими патологиями [73].

Интересно, что несмотря на то что механиз-
мы торможения Na+,K+-ATPазы являются множе-
ственными и могут различаться в зависимости от 
конкретных условий  [64], блокада Na+/K+-помпы в 
эритроцитах, наблюдаемая при многих патологи-
ях, обычно приводит к изменению формы, ухуд-
шению способности к деформации и усиленному 
лизису эритроцитов в кровяном русле  [74].

В связи с этим следует отметить: хотя и об-
щепризнано, что основной причиной ГЭ являет-
ся ГА, и более века известно, что соли аммония 
увеличивают объём эритроцитов и вызывают их 
лизис  [75], наличие внутрисосудистого гемолиза 
у пациентов с ГЭ в основном объясняется повы-
шенным давлением в воротной вене (портальная 
гипертензия), кровотечением из варикозно-рас-

ширенных вен желудочно-кишечного тракта  [76], 
травмированием вены при взятии крови на ана-
лиз [77] и многими другими причинами [78], тогда 
как роль аммиака/аммония в лизисе эритроцитов 
in  vivo практически не рассматривается в повсе-
дневной клинической практике. Для выявления 
недостающего звена следующий этап наших ис-
следований был связан с изучением влияния ГА 
на морфологию циркулирующих эритроцитов, на 
их осмотическую резистентность, степень лизиса 
и связанную с ней концентрацию свободного Hb 
в плазме крови животных.

Влияние ГА и МК-801 на морфологию, кон-
центрацию Hb и степень лизиса эритроцитов 
крыс. Микроскопическое исследование мазков 
крови показало, что для популяции эритроцитов 
животных с ГА характерна некоторая неоднород-
ность, возникающая из-за трансформации дис
коцитов-нормоцитов (рис.  5,  а) в стоматоциты 
(рис.  5,  б  (2))  – клетки, практически не способные 
не только поддерживать прочность мембран, но 
и деформироваться в кровотоке  [79]. МК-801 в 
одиночной инъекции заметно не изменял мор-
фологию нормальных клеток (рис.  5,  в), а при со-
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четанном действии с ацетатом аммония только 
частично способствовал восстановлению стомато-
цитов до дисковидной формы, в результате чего, 
как можно видеть, большая часть клеток в крово-
токе животных с ГА в присутствии МК-801 остава-
лась в виде набухших стоматоцитов (рис. 5, г  (2)).

Это свидетельствовало о том, что аммоний-
индуцированные морфологические изменения и 
переход нормальных эритроцитов в стоматоци-
ты в кровяном русле животных с ГА не зависят 
от NMDA-R, а связаны в основном с действием 
аммиака/аммония, накопившегося в эритроци-
тах животных. Согласно литературным данным, 
причины появления стоматоцитов в кровяном 
русле животных и человека множественны  [80]. 
В основном считается, что трансформация нор-
мальных дискоцитов в стоматоциты связана со 
сниженным транспортом К+ в эритроциты  [81] и 
усиленным входом Na+, приводящим к аномально 
высокому содержанию воды в клетках и их лизи-
су в кровотоке  [82]. Учитывая, что концентрация 
аммония у животных с ГА увеличивалась более 
чем в 10  раз по сравнению с контролем  [16] и 
что его транспорт в эритроциты, как было ска-
зано выше, сопряжён со снижением внутрикле-
точной концентрации К+ и увеличением концен-
трации Na+  [68], можно предположить, что одна 
из причин образования стоматоцитов, набухших 
прелизисных клеток, в кровотоке животных с 
ГА связана с аммоний-индуцированным наруше-
нием градиента концентраций Na+ и K+, способ-
ствующим усиленному входу воды, что, как было 
обнаружено, не зависит от активации NMDA-R. 
Аммоний-индуцированные нарушения, такие как 

совместный с NH4+ избыточный котранспорт Cl−, 
снижение рН  [83], конформационные изменения 
интегральных мембранных белков  [84], инги-
бирование активности Na+,K+-ATPазы  [64], сни-
жение концентрации ATP  [85], окислительный 
стресс  [16,  86], прямо или косвенно вызывающие 
усиленный вход воды в эритроциты, также мо-
гут быть связаны с образованием стоматоцитов 
в кровяном русле животных с ГА.

Полученные результаты находятся в соответ-
ствии с многочисленными литературными дан-
ными, показавшими, что появление атипичной 
формы эритроцитов, в частности, стоматоцитов,  
наблюдается в общей популяции эритроцитов 
пациентов с различными заболеваниями пече-
ни  [78,  87]. Однако в связи с этим необходимо 
отметить: несмотря на то что стоматоциты явля-
ются клетками, легко лизирующими в кровяном 
русле  [88], вопрос о роли накопившегося в эритро-
цитах аммония в лизисе клеток in  vivo при пато-
логиях, сопровождающихся ГА, как было отмечено 
выше, в настоящее время всё ещё остаётся откры-
тым. Поскольку концентрация свободного Hb в 
плазме крови является одним из главных показа-
телей внутрисосудистого гемолиза  [89], мы изме-
рили концентрацию этого показателя и с учётом 
других гематологических параметров рассчитали 
степень лизиса эритроцитов (% гемолиза)  [90], а 
затем по степени устойчивости к сниженной кон-
центрации NaCl определили осмотическую резис-
тентность эритроцитов животных всех исследуе-
мых групп. Данные представлены в табл.  1.

Как видно из приведённых данных, вели-
чина Hct, концентрация общего и свободного Hb, 

Таблица 1. Влияние ацетата аммония и МК-801 на величину гематокрита, концентрацию общего и свободного 
Hb, осмотическую резистентность и степень лизиса эритроцитов (% гемолиза)

Контроль Ацетат аммония МК-801 МК-801  + ацетат 
аммония

Концентрация Hb в крови, 
г/100  мл 13,35  ±  0,1753 11,49  ±  0,1339*** 12,81  ±  0,1833 12,43  ±  0,2930а,*

Гематокрит, % 52,24  ±  1,391 43,30  ±  2,253*** 52,00  ±  0,8876 46,03  ±  0,8048*

Концентрация свободного Hb 
в плазме, г/100 мл 0,096  ±  0,008 0,55  ±  0,11*** 0,084  ±  0,009 0,12  ±  0,013***

% гемолиза 0,32  ±  0,02 2,2  ±  0,12*** 0,30  ±  0,02 0,64  ±  0,04ааа,**

Осмотическая резистентность

Концентрация NaCl (%), 
вызывающая 50%-ный лизис 0,41  ±  0,007 0,49  ±  0,011** 0,42  ±  0,02 0,44  ±  0,016

Примечание. Введение препаратов, доза, время декапитации животных (n  =  10 для каждой группы) указа-
ны в подписи к рис.  1. Концентрацию Hb, осмотическую резистентность и процент гемолиза определяли, 
как указано в разделе «Материалы и методы». Результаты представлены в виде «среднее  ± SEM». *  p  <  0,05, 
** p  < 0,01, *** p  < 0,001 по сравнению с животными контрольной группы; a  – p  < 0,05, aaа  – p  < 0,001 по срав-
нению с животными группы «ацетат аммония».
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осмотическая устойчивость эритроцитов крыс 
контрольной группы входят в допустимый диапа-
зон значений, соответствующих физиологической 
норме для этих животных  [91].

У животных с ГА наблюдалось достоверное 
и почти равнозначное уменьшение содержания 
общего Hb и Нct на 14% (***  р  <  0,001) и 17% 
(*  р  <  0,05) соответственно, что в совокупности 
с окрашенной в красный цвет плазмой свиде-
тельствовало о происходящем внутрисосудистом 
лизисе эритроцитов и выходе Hb в плазму. Дей-
ствительно, прямые измерения показали, что 
содержание свободного Hb в плазме и степень 
лизиса эритроцитов животных с ГА увеличива-
лись тоже почти в одинаковой степени (в 6–7 раз, 
***  р  <  0,001) при сравнении с контролем (табл. 1). 
Большая осмотическая хрупкость эритроцитов 
животных с ГА под воздействием накопившегося 
в них аммиака/аммония подтверждалась дан-
ными, показавшими, что первоначальный (6%) 
лизис клеток был зарегистрирован в растворе с 
достаточно высокой концентрацией NaCl, равной 
0,7%, тогда как минимальный лизис эритроцитов 
контрольных животных (1,6%) наблюдался в при-
сутствии 0,58%-ного раствора NaCl (не показано). 
50%-ный лизис эритроцитов животных с ГА так-
же происходил при более высокой концентрации 
NaCl (0,49  ±  0,011%, *  р  <  0,05) при сравнении с 
контролем (0,41  ±  0,0073%) (табл.  1).

При одиночной инъекции МК-801 не влиял 
на измеряемые показатели, и они соответствова-
ли контрольным значениям (табл.  1). Введённый 
совместно с ацетатом аммония МК-801 частично 
восстанавливал аммоний-индуцированное нару-
шение гематологических параметров, но их зна-
чения оставались достоверно завышенными по 
сравнению с контролем. Можно видеть, что при 
сниженном по отношению к контролю содер-
жании общего Hb, Нct на 7% (*  р  <  0,05) и 12% 
(*  р  <  0,05) соответственно и повышенной концен-
трации свободного Hb (25%, ***  р  <  0,001) степень 
(%) внутрисосудистого гемолиза эритроцитов 
животных с ГА в присутствии МК-801 оставалась 
двукратно завышенной (0,64  ±  0,04, **  р  <  0,01) по 
сравнению с контролем (0,32  ±  0,02, ***  р  <  0,001). 
Полученные данные указывают на то, что морфо-
логические изменения, а также нарушение регу-
ляции объёма клеток, осмотической резистентно-
сти и усиленный вход воды [92], способствующий 
внутрисосудистому гемолизу эритроцитов и на-
коплению свободного Hb в плазме крови живот-
ных с ГА, являются результатом токсического дей-
ствия аммиака/аммония (частично сопряжённого 
с гиперактивными NMDA-R), который усиленно 
транспортируется in  vivo в эритроциты крыс с 
ГА. Не исключено, что в дестабилизирующем 
действии мембран и последующем лизисе эрит-

роцитов могут участвовать и окисленные фор-
мы Hb, образуемые в условиях окислительного 
стресса  [93] в эритроцитах животных с ГА  [16]. 
В совокупности, согласно литературным данным, 
обнаруженные нарушения могут приводить к 
увеличению вязкости крови, ухудшению кровото-
ка в микроциркуляторном русле [94], нарушению 
связывания и освобождения кислорода Hb и, сле-
довательно, к гипоперфузии  [95], которая лежит  
в основе мультиорганных повреждений  [89] и в 
том числе неврологических расстройств и когни-
тивных нарушений  [96,  97], которые к тому же 
могут прогрессировать под действием токсиче-
ских эффектов внеклеточного Hb  [98].

В целом, полученные результаты позволяют 
сделать вывод о том, что морфофункциональные 
нарушения эритроцитов и гемоглобинемию, вы-
званные аммоний-индуцированным нарушением 
высокоинтегрированной системы метаболических 
путей, следует рассматривать как дополнитель-
ный системный «эритроцитарный» патогенети-
ческий фактор, приводящий к прогрессированию 
мультиорганной гипоксии  [99] при ГЭ.

Изменение концентрации 2,3-ДФГ в эритро-
цитах гипераммониемированных крыс. Влия-
ние MK-801. Другим эритроцитарным маркером 
нарушенной оксигенации тканей является 2,3-ДФГ, 
который образуется в шунте Рапопорта–Любе-
ринг, обходной стадии гликолиза. Снижая срод-
ство Hb к кислороду  [100], 2,3-ДФГ обеспечивает 
облегчённое высвобождение кислорода из ком-
плекса с Hb и его переход в ткани. Для дополни-
тельной оценки кислородтранспортной функции 
эритроцитов далее мы выяснили, как изменяется 
концентрация 2,3-ДФГ в эритроцитах животных с 
ГА, для которых характерна сниженная скорость 
гликолитического потока (рис. 1, 2), и какова роль 
MK-801 в поддержании нормальной внутрикле-
точной концентрации этого метаболита.

Полученные данные суммированы на рис.  6. 
Как можно видеть, концентрация 2,3-ДФГ в 
эритроцитах крыс с ГА уменьшалась достоверно 
(20%, ***  p  <  0,001) при сравнении с контролем. 
Одиночная инъекция МК-801 не влияла на ста-
ционарную концентрацию этого метаболита, а 
совместное введение МК-801 с ацетатом аммония 
не восстанавливало концентрацию 2,3-ДФГ до 
контрольного значения, и она оставалась такой 
же сниженной, как и в эритроцитах животных  
с ГА (рис.  6).

Полученные результаты свидетельствовали о 
том, что снижение концентрации 2,3-ДФГ в эрит-
роцитах крыс с ГА происходит независимо от сиг-
нального каскада, запускаемого гиперактивными 
NMDA-R, и связано исключительно с действием 
накопившегося в клетках аммиака/аммония, что 
дополнительно подтверждалось достоверной от-
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Рис. 6. Концентрация 2,3-ДФГ в эритроцитах крыс исследуемых групп (n  =  10 для каждой группы)  (а). 
Условия введения препаратов, доза, время декапитации указаны в подписи к рис.  1. Методы определения 
концентрации 2,3-ДФГ указаны в разделе «Материалы и методы». Концентрация метаболита выражена  
в ммоль/литр клеток (мМ). Данные выражены в виде «среднее значение  ± SEM». ***  p  <  0,001 по сравнению 
с животными контрольной группы. Различия между группами анализировали с помощью метода ANOVA 
с поправкой Бонферрони. Для выявления взаимосвязи между концентрацией аммония в эритроцитах и кон-
центрацией 2,3-ДФГ использовался коэффициент корреляции Пирсона  (б). Анализ проводился с использова-
нием программного обеспечения GraphPad Prism V8. Достоверная отрицательная корреляция между концен-
трацией аммония и активностью 2,3-ДФГ в эритроцитах крыс с ГА, r  =  −0,854, p  =  0,0016

рицательной корреляционной связью (r  =  −0,854, 
p  =  0,0016) между этими показателями (рис.  6,  б). 
Если учесть, что активность фермента дифосфо-
глицератмутазы (ДФГМ), катализирующей образо-
вание 2,3-ДФГ из 1,3-дисфосфоглицерата (1,3-ДФГ), 
резко тормозится при уменьшении внутриклеточ-
ного рН  [101], то можно предположить, что роль 
аммиака/аммония в ингибировании ДФГМ, как и 
других ферментов гликолиза (рис. 1), не прямая, а 
связана, как уже было сказано выше, с закислени-
ем внутриклеточной среды эритроцитов, вызван-
ным транспортом NH4+ в клетки [67]. Повышенная 
концентрация ADP, обнаруженная в эритроцитах 
крыс с ГА (рис.  3,  б) и перенаправляющая 1,3-ДФГ 
в реакцию, катализируемую фосфоглицераткина-
зой, по-видимому, также может быть косвенным 
скорость-лимитирующим фактором при синтезе 
2,3-ДФГ  [102]. NO-Радикал (NO•), образуемый в 
избытке при окислительном стрессе  [103] в ре-
зультате каталитического действия эндотелиаль-
ной  [104] и эритроцитарной NO-синтазы  [105], 
тоже может подавлять синтез 2,3-ДФГ, поскольку 
ингибирует ГАФДГ, катализирующую реакцию об-
разования 1,3-ДФГ  [106].

Следует также отметить, что сходство ме-
жду обнаруженными нами характеристиками 
эритроцитов животных с ГА с характеристиками 
эритроцитов пациентов с энзимопатиями  [107], 
диабетической нейропатией  [108], эндотоксино-
вым шоком  [109], синдромом Дауна  [110], спора-
дической формой болезни Альцгеймера  [31,  42], а 
также у пожилых людей  [111], связанными  [112] 
или не связанными с ГА  [113], позволяет сделать 
вывод о наличии дополнительных и неизвестных 
в настоящее время регуляторов синтеза 2,3-ДФГ.

Конечно, помимо 2,3-ДФГ на сродство Hb к 
кислороду могут влиять и другие факторы, такие 
как pH, pCO2, pO2, Cl−, ATP, Mg2+, Pi  [114], конфор-
мация и структура Hb, температура  [115]. Однако 

общепризнано, что 2,3-ДФГ является первооче-
редным биологическим индикатором тканевой 
гипоксии [116], сопрягающим метаболизм эритро-
цитов с системным кислородзависимым метабо-
лическим гомеостазом, лежащим в основе жизне-
деятельности всех тканей и органов организма.

Выявленная нами высокая восприимчивость 
эритроцитов крыс к повреждающему действию 
аммиака/аммония указывает на то, что наруше-
ние морфологических характеристик, показателей 
энергетического обмена и антиоксидантного ста-
туса  [16] эритроцитов является важнейшим недо-
стающим сигнальным звеном, предупреждающим 
о нарушении оксигенации тканей, которая может 
привести к возникновению неврологических рас-
стройств при ГЭ  [117], сопровождающейся ГА.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании полученных результатов мы 
сделали следующий вывод: при рассмотрении 
жизнедеятельности клеток центральной нервной 
системы в изоляции от интегрированной систе-
мы транспорта кислорода упускается из виду, что 
мозг имеет самый высокий уровень окислитель-
ного метаболизма [118] и при ограниченных запа-
сах кислорода  [39] требует постоянного снабже-
ния насыщенной кислородом кровью  [119,  120].

Эритроциты являются единственными клет-
ками в интегрированной системе транспорта 
кислорода (помимо сердечно-сосудистой и дыха-
тельной систем), способными переносить кисло-
род и поддерживать необходимый уровень окис-
лительного метаболизма в тканях. В настоящем 
исследовании нам удалось выявить последова-
тельность событий, показывающих, как аммиак-
индуцированные нарушения энергетических/
метаболических процессов, контролирующих мор-
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Рис. 7. Предполагаемая последовательность нарушений на метаболическом уровне, приводящая к взаимо-
зависимой дисфункции эритроцитов и клеток мозга при ГЭ, индуцированной гипераммониемией. ПКШ  – 
портокавальный шунт, ГК – гексокиназа, ФФК – фосфофруктокиназа, ПК – пируваткиназа, ГАФДГ – глицераль- 
дегидфосфатдегидрогеназа, СОД  – супероксиддисмутаза, ГП  – глутатионпероксидаза, ГТ  – глутатионтрансфе-
раза, Г6ФДГ  – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа

фологические и реологические характеристики 
эритроцитов  [20,  22], могут быть связаны с нару-
шением их кислородтранспортной функции и 
энцефалопатией (рис.  7).

Согласно полученным данным, самые первые 
этапы повреждающего «токсического» действия 
аммиака/аммония на эритроциты сопряжены с 
его внутриклеточным транспортом (обеих форм), 

приводящим к нарушению ионного гомеостаза 
(Na+  и  К+), торможению гликолиза, снижению 
концентрации ATP, что не удовлетворяет повы-
шенной потребности в энергии, необходимой 
для активности Na+,K+-ATPазы, направленной на 
восстановление ионного градиента, значительно 
нарушенного усиленным транспортом аммиака/
аммония в эритроциты животных с ГА.
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Блокада Na+,K+-помпы в эритроцитах живот-
ных с ГА, как показали наши исследования, не 
зависит от функциональной активности NMDA-R, 
тогда как морфологические изменения, переход 
нормальных эритроцитов в стоматоциты, нару-
шение регуляции объёма клеток, осмотической 
резистентности, усиленный лизис эритроцитов, 
накопление свободного Hb в плазме крови явля-
ются результатом токсического действия аммиака/
аммония, частично сопряжённого с гиперактив-
ными NMDA-R. Напротив, аммиак-индуцирован-
ное уменьшение активности гликолитических 
ферментов, внутриклеточной концентрации ATP, 
энергетического заряда и других показателей АН 
(кроме 2,3-ДФГ), по-видимому, полностью взаимо-
связаны с Ca2+-NO•-зависимым сигнальным ка-
скадом, запускаемым гиперактивными NMDA-R. 
Блокада Na+/K+-помпы, вызванная недостатком 
ATP, лежит в основе изменения формы эритро-
цитов (образование стоматоцитов), ухудшения 
способности к деформации и увеличения вязко-
сти крови, ухудшения кровотока в микроцирку-
ляторном русле  [74]. Уменьшение концентрации 
ATP и 2,3-ДФГ приводит к нарушению связыва-
ния и освобождения кислорода Hb и, следова- 
тельно, к гипоперфузии  [95], которая лежит в 
основе мультиорганных повреждений  [89], в том 
числе неврологических расстройств и когнитив-
ных нарушений  [23,  96,  97], которые к тому же 
могут прогрессировать под действием окисли-
тельного стресса [16] и токсических эффектов вне-
клеточного Hb, накопление которого приводит 
к развитию несовместимых с жизнью осложне- 
ний  [89,  121].

Учитывая важность причинно-следственной 
взаимосвязи «ГЭ  – ГА  – повреждение эритроци-
тов  – дисфункция мозга», мы считаем, что дан-
ные о биохимических отклонениях эритроцитов 
должны быть использованы в качестве дополни-
тельных инструментов для выявления факторов 
риска развития гипоксии и сопряжённых с ней 
неврологических расстройств и когнитивных на-
рушений. Эти дополнительные сведения особенно 
важны при лечении пациентов, у которых пока-
затели внутриклеточных процессов эритроцитов 
значительно отклонены от нормы, как, напри-
мер, у пожилых людей  [31], у которых подобные 
неврологические расстройства могут возникать 
даже при нормальных значениях SaO2 и PaO2  [32].  

А разработка новых научно обоснованных ме-
дицинских технологий восстановления внутри-
клеточного метаболизма в эритроцитах  [122] и 
снижения концентрации аммиака/аммония в 
системной циркуляции  [123–125] позволит со-
здать инновационные лекарственные препараты 
индивидуального назначения, имеющие важное 
значение для использования новых терапевти-
ческих стратегий, направленных на улучшение 
транспорта кислорода в клетки и, следовательно, 
на снижение органной недостаточности и невро-
логических расстройств у пациентов с заболева-
ниями, сопровождающимися ГА.

На основании полученных результатов мы 
приводим схему последовательности событий, 
показывающую, как первоначальный каскад 
аммиак-индуцированных нарушений энергети-
ческих/метаболических процессов, контролирую-
щих морфологические и реологические характе-
ристики эритроцитов [20,  22], может приводить к 
нарушению их кислородтранспортной функции, 
гипоперфузии, энергетическому кризису мозга и 
энцефалопатии (рис.  7).
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Hepatic encephalopathy (HE) is a prevalent neuropsychiatric syndrome occurring in patients with 
severe liver dysfunction and/or portocaval shunt. Despite more than a one hundred year history of 
study on interrelationships between liver failure and brain pathology, pathogenetic mechanisms leading  
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to development of encephalopathy in liver diseases have not been fully elucidated yet however, it 
is generally accepted that the main trigger of neurological complications of HE is a neurotoxin  – 
ammonia, the concentration of which in the blood increases to toxic levels (hyperammonemia, HA) 
when the detoxification function of the liver is impaired. Seamlessly penetrating into brain cells and 
affecting NMDA receptor-mediated (NMDA-R) signaling, ammonia triggers a pathological cascade lead-
ing to dramatic inhibition of aerobic glucose metabolism, oxidative stress, cerebral hypoperfusion, 
nerve cell damage, and the formation of neurological deficits. Brain hypoperfusion, in turn, may be 
associated with impaired oxygen transport function of erythrocytes, associated with impaired met-
abolic/energetic processes occurring in the membranes and inside erythrocytes and controlling the 
affinity of hemoglobin to oxygen, which determines the degree of oxygenation of blood and tissues.  
We recently confirmed the above causal relationship and identified a novel NMDA-R hyperactiva-
tion-mediated ammonium-induced prooxidant effect on erythrocytes that impairs their oxygen trans-
port function. For a more complete assessment of “erythrocytic” factors that impair brain oxygen-
ation and lead to encephalopathy, in this study we determined enzyme activity and concentration of 
metabolites of glycolysis, Rapoport-Lubering shunt, and morphological characteristics of erythrocytes 
from rats with acute HA. To assess the role of NMDA-R in the said processes, the study was conducted 
using MK-801, a non-competitive NMDA receptor antagonist. The results obtained allow us to conclude  
that morphofunctional disorders of erythrocytes and hemoglobinemia resulting from ammonium-in-
duced disruption of a highly integrated system of metabolic pathways should be considered as an 
additional systemic “erythrocytic” pathogenetic factor leading to the progression of cerebral hypoper-
fusion in HE accompanied by HA.

Keywords: hyperammonemia, hepatic encephalopathy, NMDA receptors, erythrocytes, glycolysis, 
Rapoport–Luebering shunt


