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Традиционно для анализа поверхностей мембран
клеток применяются методы оптической и атомной си�
ловой микроскопии (АСМ). Применение этих методов в
биологии сопряжено с рядом особенностей. При перехо�
де размеров изображений от микронных — оптическая
микроскопия до нанометровых — атомная силовая мик�
роскопия возникают многие трудности, связанные с по�
явлением разномасштабных неоднородностей объектов.
Неоднородности возникают уже на уровне клеточных
популяций. Изначально в крови существуют фрагменты
с разными концентрациями клеток [1]. При действии на
кровь различных препаратов такие неоднородности мо�
гут меняться и по форме, и по свойствам отдельных
фрагментов [2]. В свою очередь, мембраны эритроцитов
имеют сложную изменяющуюся наноповерхность на

различных участках отдельной клетки [2, 3]. Воздейст�
вие на клетку физико�химических факторов может при�
водить к изменению структуры поверхности мембран,
изменять степень неоднородностей [4—7]. Распознава�
ние структурных единиц неоднородностей мембраны
представляет собой сложную патофизиологическую и
биофизическую задачу.

Цель работы — показать основные методические
подходы к анализу неоднородностей наноструктур мем�
бран в процессе использования микроскопии, показать
необходимость экспертной оценки при исследовании
мембран эритроцитов в норме, при действии на кровь
экзогенных физико�химических факторов.

Для получения изображений в оптическом микро�
скопе использовали микроскоп Olympus CX41 с про�
граммным обеспечением «ImageScope» (Japan). Изобра�
жения наноповерхности мембран получали с помощью
АСМ «Integra Prima» (РФ) в режиме резонансного ска�
нирования с использованием математического обеспе�
чения этого микроскопа. Использовали стандартные
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кантилеверы fpN10 с углом при вершине �22° и радиу�
сом ~10 нм. Сила при сканировании в диапазоне 0,1—5 нН.
Число точек сканирования — 512, поля сканирования:
10�10 мкм, 1000�1000 нм, 500�500 нм.

Всегда возникает вопрос о границах применимос�
ти того или иного метода, в частности, оптической и
атомно�силовой микроскопии. Здесь определяющую
роль имеют задачи исследования и ограничения по пре�
делу разрешения. Предел разрешения микроскопа —
это наименьшее расстояние между соседними точками,
которые различаются как отдельные (не сливаются).
Предел разрешения оптического микроскопа Z ограни�
чен длиной волны света λ: 

Z ~ λλ/2,
то есть теоретически это 250 нм, практически —

500—900 нм. В этом диапазоне заканчивается воз�
можность применения оптических систем. Более
мелкие структуры, часто называемые наноструктура�
ми, можно наблюдать в электронном или атомно�си�
ловом микроскопах. Электронная микроскопия вы�
ходит за рамки данного обсуждения.

АСМ имеет предел разрешения до 0,1 А, что дела�
ет ее уникальным инструментом при исследованиях мо�
лекулярных структур биологических объектов [8—18].

Неоднородности распределения по ансамблю.
Кровь изначально — неоднородная среда. При добавлении
в нее фармхимпрепаратов могут появляться новые отдель�

ные образования (например, модифицированные клетки),
их кластеры и их крупные конгломераты. При этом коли�
чество модифицированных клеток, кластеров, конгломера�
тов может возрастать или убывать в зависимости от соста�
ва и концентрации вводимых препаратов. В этих случаях
необходимо различать виды неоднородностей и выбирать
из них специфические участки, которые интересуют иссле�
дователя в данной работе. Например, добавление ионов тя�
желых металлов (Zn2+) в суспензию эритроцитов порож�
дает целый ряд неоднородных структур (рис. 1). С ростом
концентрации металла возрастают и неоднородности. В
крови появляются агрегаты клеток (рис. 1, а), которые уве�
личиваются в размерах. При этом в плазме остаются как
небольшие кластеры, так и отдельные клетки, что хорошо
видно на снимке при увеличении �1000 (рис. 1, б) [19, 20].
Клетки могли сохранять нормальную форму (рис. 1, б,
фрагмент 3) и модифицироваться в эхиноциты (рис. 1, б,
фрагмент 2). На фрагменте 1 этого рисунка показан участок
сгустка клеток. 

Неоднородности по поверхности клетки. Изучая
мембраны эритроцитов с помощью АСМ, исследователь
сталкивается с неоднородностью поверхности самой
мембраны. На различных участках дискоцита — на по�
верхности тора, на склоне, на дне впадины нанострукту�
ра мембран неодинакова, она будет различна на сканах
500�500 нм и менее. Введение в кровь различных пре�
паратов может вызывать на поверхности мембраны до�

Рис. 1. Конгломераты клеток в поле оптического микроскопа при действии разных концентраций цинка: а — увеличение 100; б —
увеличение 1000. 1, 2 и 3 фрагменты клеток и сгустков крови из 1б. С — концентрации цинка.



полнительные повреждения. Причем эти повреждения
будут носить локальный характер и не занимать всю по�
верхность мембраны, создавая неоднородности по по�
верхности клетки.

На рис. 2 представлен такой вид неоднороднос�
тей. Рисунок 2, а — оптическое и АСМ изображения
контрольной клетки, рис. 2, б — то же при введении в
кровь фуросемида. Оптические изображения не дают
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Рис. 2. Изображения контрольных эритроцитов в оптическом и АСМ микроскопах (а); то же при действии фуросемида (б); st —
фрагменты «гладких» участков мембран; def — фрагменты поверхности с дефектом.

Рис. 3. Действие цинка в концентрации 0.5 мМ на клетки крови: изображение в оптическом микроскопе, увеличение 1000 (а); изо4
бражение в АСМ выделенных клеток на рис. 3, а. Стрелка указывает повреждения мембран.
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возможности дифференцировать эритроциты. Они и
для контроля, и после введения фуросемида выглядят
одинаково. На изображениях в АСМ иная картина. На
них есть участки «гладких» поверхностей — фрагменты
«st» и для а), и для б), но на рис. 2, б появились фраг�
менты «def», указывающие на возникшие локальные
повреждения. В этом случае задача исследователя — не

только правильно выбрать клетку, но и участок мембра�
ны для сканирования и дальнейшего изучения.

Неоднородность по форме и размерам локаль4
ных повреждений. Еще один пример неоднородности
по поверхности мембраны представлен на рис. 3. Здесь
оптическое изображение выделено из рис.1, а. На нем
хорошо регистрируются и конгломерат, и отдельные

Рис. 5. Эритроцит при введении в кровь частиц фемтосистемы: масштаб 8000��8000 нм (а), фрагмент в масштабе 5000��5000 нм
(б), образовавшаяся частица (выделена на рис. 5, б квадратом) при взаимодействии фемтосистемы и плазмы крови (с).

Рис. 4. Изображения эритроцита в АСМ: контрольный образец (а), контрольный образец фиксированный глутаровым альде4
гидом (б). Стрелка указывают характерные террасы.



клетки, но не визуализируются следы повреждений по�
верхности мембран (рис. 3, а). На рис. 3, б показано изо�
бражение на АСМ выделенных клеток оптического
снимка. Поверхность мембран на этом снимке имеет су�
щественные локальные дефекты. На ней выделяются
несквозные глубокие поры диаметром до 800 нм. Таким
образом, на мембране присутствуют неоднородности по
форме и размерам локальных повреждений.

Неоднородности предварительной обработки
клеток. Ряд исследователей применяют предваритель�
ную обработку мембран глутаровым альдегидом [6, 21].
Однако необходимо учитывать, что фиксаторы класте�
ризуют белки мембран, тем самым модифицируют ее
поверхность. Поэтому анализ таких поверхностей мо�
жет в итоге привести к искаженным результатам.

На рисунке 4, а приведен пример контрольной
клетки, а на рисунке 4, б та же клетка после фиксации
глутаровым альдегидом. И размеры впадины дискоци�
та, и форма клетки в фиксаторе искажена. Края тора и
склоны структурно нарушены. На склонах появляются
характерные «террасы» (на рис. 4, б указаны стрелкой),
которые не присутствуют в нативной клетке. Очевидно,
что при изучении действия экзогенных факторов на
клетку фиксаторы могут вносить искажения в резуль�
тат исследования.

При воздействии на эритроцит различными хими�
ческими агентами на его поверхности могут появляться
не только дефекты, вызванные этим воздействием, но и
следы взаимодействия химического агента с элемента�
ми плазмы крови. Так, на рисунке 5, а представлена

клетка при воздействии частиц фемтосистемы на кровь.
На поверхности клетки присутствуют следы такого вза�
имодействия агента с плазмой, а на рисунке 5, б этот же
эффект показан в большем масштабе. Эти частицы име�
ют сложную конфигурацию, которая при неправильно
выбранном масштабе не регистрируется (на рис. 5, а и
б). Однако при увеличении масштаба можно регистри�
ровать и размеры частиц, и их оригинальную форму
(рис. 5, в). Высота такой частицы составляет около
2—8 нм, а диаметр — порядка 200—800 нм. 

Таким образом, при исследовании мембран с по�
мощью АСМ необходимо учитывать целый ряд особен�
ностей. Во�первых, это неоднородности распределения
по ансамблю, во�вторых, неоднородности по поверхнос�
ти клетки, в�третьих, неоднородности по форме и раз�
мерам клеток и микроповреждений. Кроме того, необ�
ходимо учитывать возможное смещение результатов,
вызванное применением фиксаторов. При исследова�
ниях эритроцитов в АСМ особую важность приобретает
проблема формирования монослоев клеток и выбор
масштаба сканирования [22]. 

Все вышеперечисленные особенности методоло�
гии применения атомной силовой микроскопии для ис�
следования клеточных мембран требуют тщательной
экспертной оценки объекта.

Лишь учет всех видов неоднородностей, выполне�
ние требования формирования качественных моносло�
ев клеток, правильный выбор наномасштабов сканиро�
вания могут способствовать успешному выполнению
поставленных научных целей.
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