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Циркин В.И., Володченко А.И., Костяев А.А. Механизм влияния ацетилхолина...

МЕХАНИЗМ ВЛИЯНИЯ АЦЕТИЛХОЛИНА НА СКОРОСТЬ  
АГГЛЮТИНАЦИИ ЭРИТРОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА

Ацетилхолин (АХ, 10-10–10-6 г/мл) дозозависимо повышает скорость агглютинации эритроцитов муж-
чин. Этот эффект снижается селективными блокаторами М1- и М3-холинорецепторов (ХР) – гастроцепином 
и 4-DАМР, ингибитором циклокисигеназы и фосфолипазы А2 индометацином, ингибитором кальмодулина 
трифлуоперазином, блокатором Са2+-зависимых К+-каналов BaCl2 и блокатором Са2+-каналов верапамилом. 
Это означает, что эффект АХ обусловлен активацией М1- и М3-ХР и реализуется с участием циклокисиге-
назы, фосфолипазы А2, кальмодулина,  Са2+- и К+-каналов.
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фосфолипаза А2, кальмодулин.
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Ранее было показано [6], что в условиях in 
vitro ацетилхолин повышает скорость агглюти-
нации эритроцитов в изогемагглютинирующей 
сыворотке I группы у мужчин, небеременных 
женщин, находящихся в фолликулярной фазе 
цикла и беременных в I триместре, но не вли-
яет на нее у женщин, находящихся в лютеи-
новой фазе и во II и III триместрах беремен-
ности. В опытах с неселективным блокатором 

М-холинорецепторов (М-ХР) атропином было 
установлено [6], что увеличение скорости аг-
глютинации эритроцитов под влиянием аце-
тилхолина происходит за счет активации М-ХР. 
Все это указывало на то, что при беременности 
изменяется М-холинореактивность эритроци-
тов, т.  е. эффективность активации их М-ХР. 
Как известно, они представлены М1- [23], а так-
же М2-, М3-, М4- и М5-ХР [24]. Однако до насто-
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ящего времени исследований, касающихся роли 
соответствующих типов М-ХР в изменении ско-
рости агглютинации эритроцитов под влиянием 
ацетилхолина и механизмов, лежащих в основе 
этого процесса, не проводилось. Учитывая пер-
спективность применения в физиологических 
исследованиях и в клинической практике оцен-
ки М-холинореактивности висцеральных орга-
нов по М-холинореактивности эритроцитов [6], 
в работе поставлена цель – исследовать влияние 
селективных блокаторов М-ХР и ряда веществ, 
блокирующих функционально важные молеку-
лы клетки (верапамила, хлорида бария, индо-
метацина и трифлуоперазина), на способность 

ацетилхолина повышать скорость агглютинации 
эритроцитов человека в изогемагглютинирую-
щей сыворотке анти-(А+В).

Материалы и методы. Исследовали ве-
нозную кровь 80 мужчин с группой крови А, 
В или АВ по системе АВ0. В процентном от-
ношении они составили соответственно 70 %, 
25 % и 5 %, при этом 80 % из них были резус-
положительные. Кровь получали в объеме 2 мл 
и помещали ее в пробирку, содержащую 0,5 мл 
гепарина (50 Ед/мл раствора Кребса), т. е. в со-
отношении 4:1. 

Всего проведено 9 серий. В сериях 1–8 ис-
следовали влияние на эффект ацетилхолина 

Таблица 1
СХЕМА ОПЫТОВ ПО ОЦЕНКЕ ВЛИЯНИЯ РАЗЛИЧНЫХ ВЕЩЕСТВ, ОТМЫВКИ И РЕИНКУБАЦИИ НА 

СПОСОБНОСТЬ АЦЕТИЛХОЛИНА СНИЖАТЬ ВНА

Серии Показатель 
ВНА

Капли 
1 капля 2 капля 3 капля

1–8

ВНАКР
Кровь, инкубированная с 

раствором Кребса Раствор Кребса

Изогемагглю-
тинирующая 

сыворотка анти-
(А+В)

ВНААХ
Кровь, инкубированная с 

раствором Кребса

Ацетилхолин в одной 
из концентраций
(10-10-10-6 г/мл)

ВНАКР+ИВ
Кровь, инкубированная с 

исследуемым веществом (ИВ) Раствор Кребса

ВНААХ+ИВ
Кровь, инкубированная с 

исследуемым веществом (ИВ)

Ацетилхолин в одной 
из концентраций
(10-10-10-6 г/мл)

9

ВНАКРИЭ
Гепаринизи-

зированная кровь (интактные 
эритроциты, ИВ)

Раствор Кребса

Изогемагглю-
тинирующая 

сыворотка анти-
(А+В)

ВНААХИЭ
Гепаринизи-

зированная кровь (интактные 
эритроциты, ИВ)

Ацетилхолин в одной 
из концентраций
(10-10-10-6 г/мл)

ВНАКРОЭ Взвесь отмытых эритроцитов (ОЭ) Раствор Кребса

ВНААХОЭ Взвесь отмытых эритроцитов (ОЭ)
Ацетилхолин в одной 

из концентраций
(10-10-10-6 г/мл)

ВНАКРРЭ Взвесь реинку-бированных 
эритроцитов (РЭ) Раствор Кребса

ВНААХРЭ Взвесь реинку-бированных 
эритроцитов (РЭ)

Ацетилхолин в одной 
из концентраций
(10-10-10-6 г/мл)

Примечание: ВНА – время начала агглютинации.
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селективных блокаторов М-ХР – гастроце-
пина, метоктрамина, 4-дифенилацетокси-N-
метилпиперидин метиодида (4-DАМР), тро-
пикамида, а также веществ, позволяющих 
изучить пострецепторные процессы – верапа-
мила, хлорида бария, индометацина и трифлу-
операзина. Для этого растворы этих веществ 
(10-6 г/мл раствора Кребса) добавляли в объеме 
0,25 мл к 0,75 мл гепаринизированной крови и 
инкубировали 5 минут при комнатной темпера-
туре (табл. 1, серия 1–8).

Для сравнения аналогично вместо исследу-
емого вещества к гепаринизированной крови 
добавляли раствор Кребса и также инкубирова-
ли в течение 5 минут. Влияние ацетилхолина и 
других веществ на время начала агглютинации 
(ВНА) эритроцитов оценивали по методике 
Циркина В.И. и соавт. [8] в нашей модификации 
[6]. С этой целью на плоскость наносили три 
капли: 1) каплю гепаринизированной крови по-
сле ее 5-тиминутной инкубации с исследуемым 
веществом (блокаторы М-ХР и другие) или с 
раствором Кребса, 2) каплю раствора Кребса 
(контроль) или каплю ацетилхолина в одной из 

исследуемой концентрации (10-10, 10-9, 10-8, 10-7, 
10-6 г/мл; опыт) и 3) каплю изогемагглютини-
рующей сыворотки анти-(А+В). Затем смеши-
вали первые две капли, а через 10 сек. к ним 
примешивали третью, т.  е. каплю сыворотки, 
и с этого момента определяли ВНА эритроци-
тов по появлению первых визуальных призна-
ков агглютинации – «зернышек» агглютината.  
Это позволяло (табл. 1) определить этот по-
казатель на фоне раствора Кребса (ВНАКР), на 
фоне ацетилхолина (ВНААХ) или на фоне ис-
следуемого вещества (ВНАКР+ИВ, ВНААХ+ИВ). 
ВНА оценивали в секундах и выражали (в опы-
тах) в процентах к контролю, т. е. к ВНАКР или 
к ВНАКР+ИВ. 

Для исключения влияния веществ, находя-
щихся в сыворотке крови, на процесс агглюти-
нации была проведена серия 9 с тремя видами 
эритроцитов: 1) интактными эритроцитами, 2) 
отмытыми эритроцитами и 3) реинкубирован-
ными эритроцитами. Для их получения (рис. 1) 
исходно кровь в объеме 4 мл смешивали с 1 мл 
раствора Кребса, содержащего 50 Ед гепарина 
(интактные эритроциты). 

Рис. 1. Схема получения взвеси отмытых и реинкубированных 
эритроцитов
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Затем эту кровь центрифугировали в тече-
ние 10 минут при 1 500 об/мин, плазму пере-
носили в отдельную пробирку, а оставшуюся 
взвесь эритроцитов трижды отмывали физио-
логическим раствором (в объеме 3 мл). 1 мл 
взвеси отмытых эритроцитов переносили в 
пробирку, содержащую 1,5 мл раствора Креб-
са (отмытые эритроциты). Оставшийся 1 мл 
взвеси эритроцитов помещали в пробирку, 
содержащую 1,5 мл плазмы исследуемого до-
нора (реинкубированные эритроциты). Затем, 
также как и в сериях 1–8, определяли ВНАКР 
и ВНААХ, причем, у интактных и отмытых 
эритроцитов – сразу же после их получения, 
а у реинкубированных – после 5-тиминутной 
инкубации в плазме. Для определения ВНА 
на плоскость наносили три капли: 1) каплю 
гепаринизированной крови (интактные эри-
троциты) или каплю отмытых эритроцитов 
или каплю реинкубированных эритроцитов,  
2) каплю раствора Кребса (контроль) или ка-
плю ацетилхолина в одной из исследуемой 
концентрации (10-10, 10-9, 10-8, 10-7, 10-6 г/мл; 
опыт) и 3) каплю изогемагглютинирующей 
сыворотки анти-(А+В). Дальнейшие процеду-
ры проводили, как и в сериях 1–8. 

В работе использовали ацетилхолина хло-
рид (10-10-10-6 г/мл, «Acros organics», Бельгия), 
селективные блокаторы – М1-ХР гастроцепин 
(«Вирион НПО ФГУП», Россия), М2-ХР ме-
токтрамин («Sigma», США), М3-ХР 4-DАМР  
(«Tocric Bioscience», Англия), М4-ХР тропи-
камид (ООО «Нижфарм», Россия), блокатор 
Са2+-каналов верапамил (ООО «Озон», Рос-
сия), блокатор циклооксигеназы и фосфоли-
пазы А2 индометацин («Фармахим-Софарма», 
Болгария), антагонист кальмодулина триф-
луоперазин («Здоровье», Украина) и блока-
тор Са2+-зависимых К+-каналов хлорид бария 
(«Синтез», Россия). Все вещества, кроме аце-
тилхолина, применяли в концентрации 10-6 г/мл. 
Использовали изогемагглютинирующую сы-
воротку анти-(А+В) с титром 1:32 (Кировская 
областная станция переливания крови). Рас-
твор Кребса (рН=7,4), содержал (мМ): NaCl 
– 136; KCl – 4,7; CaCl2 – 2,52; MgCl2 – 1,2; 

KH2PO4 – 0,6; NaHCO3 – 4,7; C6H12O6 – 11.
Результаты исследования подвергнуты ста-

тистическому анализу с использованием про-
граммы BioStat 2009 Professional. 5.8.4. Так 
как большинство выборок подчиняется нор-
мальному распределению, определяемому по 
критерию Шапиро-Уилка, в тексте результаты 
представлены в виде M±m. В связи с тем, что 
число наблюдений в каждой из девяти серий 
было равно 10, различия между независимы-
ми выборками (между значениями в контроле 
и опыте, а также между группами «интакт-
ные эритроциты», «отмытые эритроциты» и 
«реинкубированные эритроциты») оценивали 
по критерию Мана-Уитни, а различия между 
зависимыми выборками (значениями до и 
после инкубации с блокаторами и другими 
веществами) – по критерию Вилкоксона. Во 
всех случаях различия считали статистически 
значимыми при р<0,05. Зависимость эффекта 
ацетилхолина от его концентрации оценивали 
по критерию ранговой корреляции Спирмена.

Результаты исследования. Установле-
но, что время начала агглютинации (ВНАКР) 
эритроцитов гепаринизированной крови, ин-
кубированных в течение 5 минут с раствором 
Кребса, при смешивании с раствором Кребса 
и изогемагглютинирующей сывороткой в сред-
нем составило 12±1 с (n=80). Ацетилхолин, как 
правило, дозозависимо снижал ВНА эритроци-
тов (рис. 2). 

Исключение составили серии, в которых 
исследовали влияние гастроцепина и тропи-
камида на эффект ацетилхолина, – в них аце-
тилхолин снижал ВНА не зависимо от его кон-
центрации. В среднем у 80 мужчин в ВНААХ 
опытах с ацетилхолином в концентрациях 10-10, 
10-9, 10-8, 10-7, 10-6 г/мл составило соответствен-
но 88±1*, 85±1*, 81±1*, 77±1* и 73±1  %* от 
контроля, т. е. от ВНАКР (здесь и далее * озна-
чает, что различие с контролем статистически 
значимо по критерию Манна-Уитни, р<0,05). 
При этом корреляционный анализ показал, что 
эффект ацетилхолина зависит от его концен-
трации – критерий Спирмена составил минус 
0,500 (р<0,05). 
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Установлено (табл.  2), что сами по себе 
гастроцепин, метоктрамин, 4-DAMP, тропи-
камид, верапамил, хлорид бария, индомета-
цин и трифлуоперазин (все – в концентрации  
10-6 г/мл) не влияют на ВНА эритроцитов. 

Так, после 5-минутной инкубации с гастро-
цепином ВНА эритроцитов в изогемагглюти-
нирующей сыворотке в присутствии раствора 
Кребса (ВНАКР+ИВ) составила 99±3  % от ВНА 
эритроцитов, инкубированных в течение 5 ми-
нут с раствором Кребса (ВНАКР), равного 15±2 
сек. Это позволило использовать данные веще-
ства для изучения роли рецепторов и механиз-
мов внутриклеточной передачи сигнала в реа-
лизации способности ацетилхолина повышать 
скорость агглютинации эритроцитов.

Установлено, что селективный блокатор М1
-ХР гастроцепин (рис. 2, панель А) полностью 
блокирует способность ацетилхолина (10-10-10-

6 г/мл) снижать ВНА. Так, исходно ВНААХ при 
воздействии ацетилхолина в концентрациях 
10-10, 10-9, 10-8, 10-7, 10-6 г/мл составило соответ-
ственно 86±4*, 91±2*, 87±3*, 87±4*, 85±2%* 
от контроля, а ВНААХ+ИВ, т. е. на фоне ацетил-
холина и исследуемого вещества (гастроцепи-
на), составило соответственно 113±9Х, 100±3Х, 
106±5Х, 101±4Х, 101±4%Х от контроля (здесь и 
далее Х означает, что различия со значениями 
ВНААХ статистически значимы по критерию 
Вилкоксона, р<0,05). 

Селективный блокатор М3-ХР 4-DАМР 
(рис. 2, панель В) также снижал способность 
ацетилхолина уменьшать ВНА, но при этом 
полная блокада этой способности наблюда-

лась лишь для ацетилхолина в концентрациях 
10-10 и 10-9 г/мл. Так, ВНААХ при воздействии 
ацетилхолина в концентрациях 10-10,…, 10-6 г/
мл составляло соответственно 88±2*, 85±2*, 
79±2*, 73±3*, 67±2%* от контроля, а ВНААХ+ИВ  
(4-DАМР) – соответственно 95±2Х, 96±3Х, 
92±3*, Х, 90±2*, Х, 84±4%*, Х от контроля. 

Селективный блокатор М2-ХР метоктра-
мин (рис. 2, панель Б) и селективный блока-
тор М4-ХР тропикамид (рис. 2, панель Г), как 
правило, не влияли на способность ацетилхо-
лина снижать ВНА. Так, в опытах с матоктра-
мином ВНААХ при воздействии ацетилхолина 
в концентрациях 10-10,…, 10-6 г/мл составило 
соответственно 87±3*, 82±3*, 77±2*, 74±4*  
и 68±4%* от контроля, а ВНААХ+ИВ (метоктра-
мин) – соответственно 84±2*, 75±3*, Х, 73±3*, 
73±4* и 67±3%* от контроля.

В целом, результаты опытов с блокаторами 
М-ХР позволяют заключить, что ацетилхолин 
снижает ВНА эритроцитов, т. е. повышает ско-
рость их агглютинации за счет активации М1- и 
М3-ХР, в то время как активация М2- и М4-ХР 
не влияет на этот процесс.

При анализе механизма, лежащего в основе 
увеличения скорости агглютинации под влия-
нием ацетилхолина, нами показано (рис. 2), что 
блокатор Са2+-каналов верапамил (панель Д), 
блокатор Са2+-зависимых К+-каналов хлорид 
бария (панель Е), ингибитор циклооксигеназы 
и фосфолипазы А2 индометацин (панель Ж) 
и антагонист кальмодулина трифлуоперазин 
(панель З) полностью блокируют способность 
ацетилхолина снижать ВНА (р<0,05). Так, в 

Таблица 2
ВНА (M±M) ЭРИТРОЦИТОВ ПОСЛЕ ИХ 5-минутной ИНКУБАЦИИ С БЛОКАТОРАМИ (опыт)  

ИЛИ С РАСТВОРОМ КРЕБСА (контроль).

Условия
Блокаторы, 10-6 г/мл

Гастро-
цепин

Метокт-
рамин   4-DAMP Тропи-

камид
Вера-
памил ВаСl2

Индоме-
тацин

Трифлуо-
перазин

Контроль, с 15±2 10±1 12±1 15±2 12±1 12±2 11±1 10±1

Опыт, % к 
контролю 99±3 98±1 97±3 99±3 99±1 97±3 98±2 99±1
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Рис. 2. Время начала агглютинации эритроцитов в присутствии ацетилхолина 
(в % от контроля): исходное (панель А, Б, В, Г, Д, Е, Ж, З, 1-е столбцы) и после 
5-тиминутной экспозиции с гинипраломом (10-6 г/мл, панель А, 2-е столбцы), 
метоктрамином (10-6 г/мл, панель Б, 2-е столбцы), 4-DAMP (10-6 г/мл, панель 
В, 2-е столбцы), тропикамидом (10-6 г/мл, панель Г, 2-е столбцы), верапамилом  
(10-6 г/мл, панель Д, 2-е столбцы), хлоридом бария (10-6 г/мл, панель Е, 2-е столбцы), 
индометацином (10-6 г/мл, панель Ж, 2-е столбцы) и трифлуоперазином (10-6 г/мл, панель 
З, 2-е столбцы). * и Х – различия с контролем и группой «Ацетилхолин» статистически 
значимы (р<0,05) соответственно по критерию Манна-Уитни и Вилкоксона.
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опытах с верапамилом ВНААХ при воздействии 
ацетилхолина в концентрациях 10-10,…, 10-6 г/
мл составило соответственно 88±1*, 84±1*, 
79±2*, 74±2* и 71±2%* от контроля, а ВНААХ+ИВ 
(верапамил) – соответственно 102±1Х, 102±2Х, 
103±1Х, 103±1Х и 102±2%Х от контроля. Таким 
образом, эти результаты позволяют заключить, 
что способность ацетилхолина повышать ско-
рость агглютинации эритроцитов реализуется 
с участием фосфолипазы А2, циклооксигена-
зы и кальмодулина, а также за счет увеличе-
ния внутриэритроцитарной концентрации Са2+  
и снижения содержания К+

 внутри эритроцита.
При изучении влияния на исследуемый 

эффект ацетилхолина веществ, находящихся 
в сыворотке крови (серия 9), было показано  
(табл. 3), что ацетилхолин снижает ВНА ин-
тактных, отмытых и реинкубированных эри-
троцитов. 

При этом изменение ВНА под влиянием 
ацетилхолина во всех трех группах было иден-
тично. Так, для ацетилхолина в концентра-
ции 10-6 г/мл ВНААХ для интактных, отмытых 
и реинкубированных эритроцитов составило 
соответственно 72±5* %, 77±4* % и 77±4* % 
от контроля (р>0,05). Это означает, что способ-
ность ацетилхолина повышать скорость агглю-
тинации эритроцитов не изменяется после про-
цедуры отмывки и не зависит от присутствия 
веществ, находящихся в плазме крови. Отме-

тим, что в отсутствие плазмы или при ее добав-
лении к отмытым эритроцитам ВНАКР остава-
лось таким же, как и у интактных эритроцитов, 
т. е. при наличии плазмы крови.

Обсуждение. Нами установлено, что аце-
тилхолин, как правило, дозозависимо снижа-
ет ВНА эритроцитов человека, т.е. повышает 
скорость их агглютинации, тем самым мы под-
твердили результаты наших предыдущих ис-
следований [6]. Лишь в опытах с гастроцепи-
ном и тропикамидом подобная зависимость не 
выявлена. Это, по нашему мнению, может быть 
связано с тем, что опыты с указанными блока-
торами проводились в зимнее время, а опыты 
с другими веществами – в летнее. Такое объ-
яснение согласуется с нашими данными [10] о 
зависимости М-холинореактивности от метео-
факторов. 

Нами впервые установлено, что фоновая 
скорость агглютинации эритроцитов, также как 
и способность ацетилхолина повышать ско-
рость агглютинации, не зависят от присутствия 
веществ, находящихся в плазме крови, так как 
значения ВНАКР и ВНААХ в опытах с отмыты-
ми и реинкубированными эритроцитами были 
такими же, как в опытах с интактными эритро-
цитами. 

Ранее нами было показано [6], что способ-
ность ацетилхолина повышать скорость агглю-
тинации эритроцитов полностью блокируется 

Таблица 3
ВНА (M±M) ИНТАКТНЫХ, ОТМЫТЫХ И РЕИНКУБИРОВАННЫХ ЭРИТРОЦИТОВ  

НА ФОНЕ РАСТВОРА КРЕБСА ИЛИ АЦЕТИЛХОЛИНА

Условия опыта 
и концентрация 

веществ, г/мл

Интактные 
эритроциты

Отмытые 
эритроциты

Реинкубированные 
эритроциты

n M±m n M±m n M±m
Кребс, с 10 11±3 10 10±2 10 11±2
Ацетилхолин,10-10 10 94±4* 10 92±2* 10 91±2*
Ацетилхолин10-9 10 87±4* 10 83±4* 10 89±3*
Ацетилхолин10-8 10 80±4* 10 84±5* 10 81±3*
Ацетилхолин10-7 10 77±5* 10 76±4* 10 76±4*
Ацетилхолин10-6 10 72±5* 10 77±4* 10 77±4*

Примечание: * – различия с контролем (т. е. со значениями на фоне раствора Кребса) статистически значимы 
(р<0,05) по критерию Манна-Уитни; n – количество наблюдений.
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неселективным М-холиноблокатором атропи-
ном. Результаты, представленные в данной ста-
тье, уточняют, что способность ацетилхолина 
повышать скорость агглютинации эритроци-
тов обусловлена активацией М1- и, частично 
М3-ХР и не зависит от активации М2- и М4-ХР, 
т.к. об этом свидетельствует тот факт, что се-
лективный М1-холиноблокатор гастроцепин 
полностью блокирует эффект ацетилхолина, 
селективный М3-холиноблокатор 4-DAMP 
полностью блокирует эффект ацетилхолина 
при использовании его в концентрациях 10-10 
и 10-9 г/мл, а в концентрациях 10-8, 10-7, 10-6 г/
мл –  блокирует его частично, в то время как 
селективные блокаторы М2- и М4-ХР (соответ-
ственно метоктрамин и тропикамид) не влияют 
на эффект ацетилхолина (10-10-10-6 г/мл). Отме-
тим, что результаты наших исследований под-
тверждают данные литературы  о  наличии в 
эритроцитах М1- и М3-ХР [23; 24]. При этом мы 
не исключаем наличие в эритроцитах других 
популяций М-ХР. 

Агглютинация эритроцитов, как извест-
но [2, с. 310], представляет собой склеивание 
в присутствии электролитов антигеннесущих 
эритроцитов с помощью специфических анти-
тел, или агглютининов (анти-А и анти-В), от-
носящихся к классам IgM и IgG. Она заканчи-
вается образованием видимых невооруженным 
глазом хлопьев, или осадка (агглютината). 
Скорость агглютинации, согласно нашей точке 
зрения, преимущественно зависит от величины 
отрицательного заряда поверхности эритроци-
тов – при его снижении скорость агглютинации 
повышается, так как уменьшается действие 
сил, способствующих отталкиванию эритроци-
тов друг от друга, и увеличивается вероятность 
их взаимодействия. Как известно [12, с. 4], сни-
жение поверхностного отрицательного заряда 
эритроцита может происходить при увеличе-
нии микровязкости липидного слоя мембраны 
и, как мы предполагаем, при увеличении вы-
хода из эритроцита положительно заряженных 
ионов, в частности К+. Выход К+ из эритроцита, 
согласно данным литературы [3], увеличивает-
ся при открытии Са2+-зависимых К+-каналов в 

результате увеличения внутриэритроцитарной 
концентрации Са2+. Как известно [24], при свя-
зывании ацетилхолина с М1- и М3-ХР, ассоци-
ированными с Gq-белками, происходит акти-
вация фосфолипазы С (рис. 3), что приводит 
к образованию диацилглицерола (ДАГ) и ино-
зитолтрифосфата (ИФ3). В результате открыва-
ются ИФ3-зависимые Са2+-каналы, что повы-
шает вход Са2+ в эритроциты и выход из них К+. 

Результаты наших экспериментов показали, 
что способность ацетилхолина повышать ско-
рость агглютинации снижается под влиянием 
хлорида бария и верапамила. Как известно, хло-
рид бария является блокатором Са2+-зависимых 
К+-каналов [4, с. 104], а верапамил – антагони-
стом Са2+ [5]. Эти результаты наших исследо-
ваний подтверждают наше предположение, что 
для реализации эффекта ацетилхолина необхо-
димо увеличение внутриэритроцитарной кон-
центрации Са2+ и выход К+ из эритроцита. 

Увеличение концентрации Са2+ в эритроци-
те, согласно данным литературы [18], приводит 
к активации фосфолипазы А2. Она расщепляет 
фосфолипиды мембраны с образованием ара-
хидоновой кислоты, которая, как известно [19], 
под действием циклооксигеназы превращается 
в простагландины, в том числе ПГE2. Арахидо-
новая кислота и ПГЕ2, согласно данным лите-
ратуры [7; 13; 20], повышают проницаемость 
неселективных катионных каналов для Са2+ и 
тем самым дополнительно повышают внутри-
эритроцитарную концентрацию этих ионов. 
Полагаем, что это также стимулирует открытие 
Са2+-зависимых К+-каналов и выход К+ из эри-
троцита. Это предположение подтверждают 
результаты опытов, согласно которым индо-
метацин блокирует способность ацетилхолина 
повышать скорость агглютинации. 

Микровязкость мембраны эритроцита, по 
нашему мнению,  также играет важную роль в 
увеличении скорости агглютинации. Согласно 
данным литературы [11] микровязкость мембра-
ны эритроцита увеличивается при деструкции 
липидного бислоя и при уменьшении белково-
липидных контактов. Деструкция липидного 
бислоя происходит при активации  фосфоли-
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Рис. 3. Механизм повышения скорости агглютинации эритроцитов человека под влиянием ацетилхолина.  
Ах – ацетилхолин, М-ХР – М1- или М3- холинорецепор, α, β, γ – субъединицы Gq-белка, ФЛС – фосфолипаза С, 
ПКС – протеинкиназа С, ФИФ2 – фофсфоинозитолбифосфат, ДАГ – диацилглицерол, ФС – фосфодитилсерин,  
ИФ3 – инозитолтрифосфат, КаМ – кальмодулин, Са2+/КаМ ПК – кальций-кальмодулин-зависимая протеинкиназа, 
ФЛА2 – фосфолипаза А2, ЦОГ – циклооксигеназа, АК – арахидоновая кислота, ПГЕ2 – простагландин Е2. Жирным 
контуром выделены звенья, участие которых подтверждено опытным путем
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пазы А2 [4,  с.  35], а уменьшение белково-ли-
пидных контактов – при активации фосфоли-
пазы А2 и Са2+-зависимых протеинкиназ, в том 
числе протеинкиназы С и Са2+-кальмодулин-
зависимой протеинкиназы [4, с. 35; 14; 16; 17; 
21]. Известно, что Са2+-кальмодулин-зависимая 
протеинкиназа активируется под влиянием уве-
личения концентрации внутриэритроцитарно-
го Са2+, который делает активным кальмодулин. 
Под влиянием комплекса «Са2+-кальмодулин» 
и Са2+-кальмодулин-зависимой протеинки-
назы происходит фосфорилирование белков 
цитоскелета, в том числе спектрина [14; 16], 
аддуцина [21] и белка полосы 4.1 [17]. Фос-
форилирование этих белков, как известно [9], 
способствует утрате их сродства друг к другу 
и к фософлипидам мембраны. Это, совместно 
с деструкцией липидного бислоя под действи-
ем фосфолипазы А2, приводит к уменьшению 
белково-липидных контактов и увеличению 
микровязкости эритроцитарной мембраны и, 
тем самым, к снижению поверхностного отри-
цательного заряда эритроцитов. Наши данные 
о том, что трифлуоперазин, являющийся ан-
тагонистом кальмодулина [9], и индометацин, 
как ингибитор циклооксигеназы и фосфоли-
пазы А2 [1], блокируют эффект ацетилхолина, 
подтверждают предположение о роли повы-
шения микровязкости мембраны эритроцитов 
в увеличении скорости их агглютинации под 
влиянием ацетилхолина.

Согласно данным литературы [15; 22], вхо-
дящий в эритроцит Са2+ совместно с образо-
вавшимся диацилглицеролом и фосфатидилсе-
рином эритроцитарной мембраны активирует 
протеинкиназу С, которая фосфорилирует бел-
ки полос 4.1 и 4.9. Хотя в нашем исследовании 
участие этого звена не было подвергнуто экспе-
риментальной проверке, мы не исключаем, что 
фосфорилирование этих белков также вносит 
вклад в увеличение микровязкости мембраны 
эритроцита под влиянием ацетилхолина. 

Отметим, что в наших опытах верапамил, 
хлорид бария, индометацин и трифлуоперазин, 
полностью блокирующие способность ацетил-
холина повышать скорость агглютинации эри-

троцитов, сами по себе не изменяли ее фоновые 
значения. Косвенно, это означает, что сниже-
ние внутриэритроцитарной концентрация Са2+ 
(под влиянием верапамила или индометаци-
на), уменьшение выхода К+ из эритроцита (под 
влиянием хлорида бария или верапамила, или 
индометацина), а также снижение микровязко-
сти мембраны (под влиянием трифлуоперазина 
или индометацина) не отражаются на фоновой 
скорости агглютинации эритроцитов, но пре-
пятствуют ее повышению под влиянием аце-
тилхолина. Не исключено, что блокирующий 
эффект этих веществ частично связан с тем, что 
они обладают слабым М-холиноблокирующим 
эффектом.

Таким образом, результаты наших опытов 
позволяют утверждать, что в основе способ-
ности ацетилхолина повышать скорость агглю-
тинации эритроцитов лежит активация М1- и 
М3-ХР, в результате которой уменьшается по-
верхностный отрицательный заряд. Это из-
менение заряда обусловлено повышением вы-
хода К+ из эритроцита (в следствие открытия 
Са2+-зависимых К+-каналов за счет увеличения 
внутриэритроцитарной концентрации Са2+ под 
влиянием инозитолтрифосфата, образовавше-
гося при активации фосфолипазы С), а так-
же ростом микровязкости мембраны (за счет 
деструкции липидного бислоя и уменьшения 
белково-липидных контактов под влиянием 
фосфолипазы А2, Са2+-кальмодулинзависимой 
протеинкиназы, протеинкиназы С и комплекса 
«Са2+-кальмодулин»). 

Выводы.
1. Ацетилхолин (10-10-10-6 г/мл) дозозависи-

мо повышает скорость агглютинации эритро-
цитов человека. 

2. Этот эффект не изменяется при воздей-
ствии селективных блокаторов М2- и М4-ХР 
(соответственно метоктрамина и тропиками-
да), но снижается при воздействии селектив-
ных блокаторов М1- и М3-холинорецепторов 
(соответственно гастроцепина и 4-DАМР), 
ингибитора циклокисигеназы и фосфолипазы 
А2 индометацина, ингибитора кальмодулина 
трифлуоперазина, блокатора Са2+-зависимых 
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К+-каналов хлорида бария и блокатора Са2+-
каналов верапамила.

3. Способность ацетилхолина повышать 
скорость агглютинации эритроцитов связана с 

активацией М1- и М3-ХР и объясняется умень-
шением поверхностного отрицательного заря-
да в следствие повышения выхода К+ из эри-
троцитов и роста микровязкости их мембран.
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MECHANISM OF THE EFFECT OF ACETYLCHOLINE ON THE RATE OF 
HEMAGGLUTINATION IN HUMANS

Acetylcholine (ACh, 10-10–10-6 g/ml) dose-dependently increases the rate of erythrocyte agglutina-
tion in men. This effect is reduced by selective blockers of M1- and M3-cholinergic receptors (ChR): 
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gastrotsepin and 4-DAMP, inhibitor of cyclooxygenase and phospholipase A2 indomethacin, inhibitor of 
calmodulin trifluoperazine, blocker of Ca2+-dependent K+-channels BaCl2, and blocker of Ca2+-channels 
verapamil. This means that the effect of ACh is caused by the activation of M1- and M3-ChR and involves 
cyclooxygenase, phospholipase A2, calmodulin and Ca2+- and К+-channels.

Keywords: erythrocytes, agglutination, acetylcholine, muscarinic receptors, cyclooxygenase, 
phospholipase A2, calmodulin.
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