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Одной из важных задач исследования микрорео!
логии крови является определение механических
свойств красных клеток крови. Одним из перспектив!
ных методов измерения механических характеристик
эритроцитов является атомная силовая спектроскопия.
Этот метод реализуется с помощью атомных силовых
микроскопов (АСМ) [1, 2]. С помощью АСМ получают
силовые кривые — графики зависимости силы упругос!

ти, действующей на кантилевер со стороны клеточной
мембраны [3, 4]. Изучение биологических объектов на
АСМ представляет собой технически и методически
сложное направление [5, 6], поскольку живые клетки —
мягкие объекты, которые деформируются под действи!
ем силы со стороны кантилевера, а также должны быть
прочно связаны с подложкой [7]. 

Измерение жесткости мембран эритроцитов поз!
воляет оценивать деформируемость эритроцитов [8, 9].
Индекс деформируемости зависит от ряда параметров
клетки, в частности от жесткости мембраны, вязкости
цитоплазмы, от формы (от площади поверхности)
клетки [10] . Изменение формы клеток от дискоцитов к
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Objective: to study the average local tension of a membrane upon exposure to its modifiers. Materials and methods.
Blood from 3 healthy donors was sampled into ethylene diamine tetraacetateUcontaining microvettes (Sarstedt AG
and Co., Germany) during prophylactic examinations. In this series of experiments, the red blood cells were exposed
to the membrane nanosurface modifier hemin (muriatic hematin). Hemin disrupts the conformation of spectrin, a band
4.1 protein, and weakens their bond [19]. Hemin was added to blood in vitro. Its blood concentration was 1.8 mM. The
images of cells and their membranes were obtained on a NTEGRA Prima atomic force microscope (NTUMDT, Russia)
[16]. The membrane tension was estimated by atomic force spectroscopy. Results. After exposure to hemin, 68% of
cases showed a 2.1Ufold increase in the average tension as compared to the mean control value (p<0.05), which could
reduce ID by ""30 %. Subsequent exposure to perftoran returned the membrane tension to the baseline values in 85%
of cases. The membrane tension of other 15% of the areas on the cells remained high — 2.3 times higher than the conU
trol values (p<0.05) even despite the action of perftoran. Conclusion. Thus, atomic force spectroscopy was used to
measure the average local tension of the membrane, which depended on exposure to its modifiers, such as hemin. Key
words: red blood cell, membrane tension, atomic force spectroscopy, hemin.
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эхиноцитам и дальнейшее развитие дегенеративных
форм приводит к увеличению вязкости крови и сниже!
нию индекса деформируемости эритроцитов [11]. ID
связан с жесткостью мембраны логарифмической зави!
симостью [12]. Чем больше жесткость, тем меньше ве!
личина индекса деформируемости. Возникновение ря!
да заболеваний сопровождается изменением ID на
15—20% [13, 14]. При травмах и кровопотерях ID меня!
ется на 10—15%[15], а при сахарном диабете на 20—25%
[16]. В свою очередь, деформируемость мембран в
большой степени определяет микрореологические
свойства крови [17] и является основным влияющим
фактором на вязкости крови в капиллярах [13, 14]. 

Цель работы — исследовать среднюю локальную
жесткость мембраны при воздействии мембранных мо!
дификаторов.

Материал и методы
Забор крови производили у трех здоровых доноров при

профилактических осмотрах в микроветты (Sarstedt AG and
Co., Germany), содержащие ЭДТА. В соответствии с требова!
ниями этического комитета НИИ общей реаниматологии
РАМН было получено согласие всех доноров на проведение
исследований.

Использовали сухой гемин (Sigma, USA) для приготовле!
ния рабочего раствора. 50 мг сухого гемина растворяли в 1 мл
раствора (NaOH) и добавляли 5 мл дистиллированной воды.
Конечная концентрация гемина в крови составляла в наших
опытах 1,8 мМ. Монослой клеток получали с помощью устрой!
ства V!Sampler (Austria). 

Изображения клеток и их мембран получали с помощью
АСМ [18] NTEGRA Prima, (NT!MDT, Russia) в полуконтакт!
ном режиме. Использовали кантилеверы NSG01 (force con!
stant 5 N/m) [19]. 

Жесткость мембран оценивали с помощью метода
атомно!силовой спектроскопии [20]. Метод позволяет из!
мерять величину деформации поверхности мембраны и
кантилевера в зависимости от вертикального смещения
пьезостола, на котором помещена мембрана. Для измере!
ния деформации мембраны коэффициент жесткости кан!
тилевера К должен быть сравним с таковым мембраны. В
нашей работе использовали кантилеверы типа SD!R!150!
NCL!10 (Nanosensors) К=36 H/м и радиусом сканирующе!
го зонда 150 нм. Силовые кривые регистрировали в 5 точ!
ках на торе эритроцита. Измерения производили на 6

клетках одного образца. Различные клетки и разные участ!
ки мембраны эритроцита имели разброс по величине коэф!
фициента жесткости мембраны (Кm). Поэтому в работе
оценивали среднюю жесткость мембраны клетки. Затем
оценивали величины средней жесткости для n клеток и по!
лучали распределение жесткостей и строили соответству!
ющие гистограммы.

Результаты и обсуждение

На рис. 1 приведен пример получения силовой
кривой для измерения жесткости мембраны. Измеряли
угол наклона хорды дуги II [nA/нм], оценивали жест!
кость участка мембраны эритроцита. 

В данной серии опытов действовали на эритроци!
ты модификатором наноповерхности мембран — геми!
ном (солянокислый гематин). Гемин нарушает конфор!
мацию спектрина, белка band 4,1 и ослабляет связь
между ними [21]. Добавляли гемин в кровь in vitro. Кон!
центрация гемина в крови составляла 1,8 мМ. 

Параметр Число Количество Количество Количество Количество Всего объектов
доноров мазков сканов исследуемых локальных клеток точек

для каждого 100!!100 мкм клеток измерений
донора в каждом мазке на клетке

Контроль 2 2 2 48 3 384 1152
Гемин 2 2 2 56 3 448 1344
Гемин+ПФ 2 2 2 58 3 464 1392

Таблица 1
Выборка для измерения локальной жесткости мембраны (метод силовой спектроскопии)

Рис. 1. Кривые измерения жесткости мембраны. 
По оси абсцисс — расстояние между зондом кантилевера и по!
верхностью мембраны; по ординате — пА величина пропорцио!
нальная силе взаимодействия; красная кривая — прямой ход, си!
няя кривая — обратный.

Параметр Контроль Гемин Гемин Гемин + ПФ Гемин+ПФ
(68% измерений) (32% измерений) (85% измерений) (15% измерений)

К (отн. ед.) 4,3±2,6 9,1±2* 4±2 4,1±2,6 10±1*

Таблица 2
Средняя локальная жесткость мембраны после воздействия гемина (M±m)

Примечание. * — p<0,05 по сравнению с контролем.



Общее количество измерений локальной жесткос!
ти мембраны (модификатор гемин) представлено в
табл. 1.

Значения средней локальной жесткости в относи!
тельных единицах приведены в табл. 2. Относительные
значения жесткости (К) вычислялись как отношение
(tgII/tgI)!M, где tgII,tgI — тангенсы углов наклона кри!
вой на участках II и I (рис. 1) соответственно, коэффи!
циент пропорциональности М=10.

На рис. 2 приведены гистограммы распределения
жесткости мембраны в контроле, после воздействия ге!
мина и после коррекции перфтораном. Данные получе!
ны для времени воздействия раствора гемина 20 мин. 

После воздействия гемина в 68% случаях средняя
жесткость увеличилась по сравнению с контрольным
средним значением в 2,1 раза (р<0,05), что могло сни!
зить ID на "30%. У 32% клеток средняя жесткость мем!
браны не отличалась от среднего контрольного значе!
ния. Последующее воздействие перфторана возвращало
жесткость мембраны в 85% случаев к исходным значе!
ниям. Жесткость мембраны остальных 15% областей на
клетках оставалась высокой — в 2,3 раза больше контро!
ля (р<0,05), даже несмотря на воздействие перфторана. 

Таким образом, с помощью атомно!силовой спек!
троскопии измерена средняя локальная жесткость мем!
браны, которая зависела от воздействия на нее мемб!
ранных модификаторов в частности гемина. Этот
модификатор увеличивал жесткость в 2,1 раза для боль!

шинства клеток. При этом снижался индекс деформи!
руемости на "30%.

Перфторан частично восстанавливал исходную
жесткость в 85% случаев. Данный метод можно эффек!
тивно использовать для измерения жесткости мембран
при действии модификаторов иной природы, а также
при исследовании мембран эритроцитов в клинических
условиях.
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Рис. 2. Гистограммы распределения жесткости мембраны в
контроле, клеток после воздействия гемина и клеток после возU
действия гемина и добавления перфторана.
К — коэффициент жесткости.
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