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Одной из важных задач реаниматологии является
изучение красных клеток крови при кровопотере. Нару�
шение структурных свойств клеток крови является од�

ним из важных патогенетических факторов нарушения
реологических свойств крови, а следовательно, и каче�
ства периферического кровотока [1]. Эритроциты вы�
браны в качестве объекта исследования, так как именно
они определяют газотранспортную функцию и возник�
новение гипоксии при кровопотере. Перспективным
методом коррекции функционального состояния эрит�
роцитов является введение в кровь перфторуглеродной
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эмульсии, которая, помимо газотранспортной функции,
обладает рядом других эффектов [2, 3]. Корригирую�
щий эффект перфторана изучается с помощью различ�
ных методов: анализ биохимических показателей, реги�
страция реологических свойств эритроцитов, степень
их ригидности и др. [4]. Важнейшим показателем функ�
ционирования эритроцита является стабильность нано�
структуры мембраны на всех уровнях ее организации.
Нарушения наноструктуры, как правило, вызывают из�
менения функций красных клеток крови [5, 6]. Наибо�
лее перспективным методом изучения наноструктуры
мембраны является метод сканирующей зондовой мик�
роскопии, в частности, атомной силовой микроскопии
[7—10]. Этот метод позволяет регистрировать наност�
руктуру мембраны в широком диапазоне ее изменений. 

Цель работы — изучить нарушения нанострукту�
ры мембран эритроцитов при кровопотере и методов
коррекции мембранных структур с помощью перфто�
руглеродных эмульсий. 

Материал и методы
Эксперименты проводили на нелинейных крысах�самцах

массой 450 г под нембуталовым наркозом (40 мг/кг внутри�
брюшинно). В качестве модели терминального состояния ис�
пользовали гиповолемическую гипотензию (АД 40 мм рт. ст.)
в течение 60�и минут с последующей реинфузией крови, до�
бавлением перфторана или раствора Рингера (1 мл/кг). 

До кровопотери вводили гепарин внутривенно (500 МЕ/кг).
Кровопотерю проводили из хвостовой артерии. Общий объем крово�
потери составлял в среднем 15 мл/кг массы тела. В ходе эксперимен�

тов на разных этапах отбирали кровь и формировали монослои эрит�
роцитов. Эксперимент проводился по двум схемам: 

— введение перфторана в дозе 3 мл/кг после реинфу�
зии крови; 

— введение раствора Рингера в том же объеме и в те же
сроки. 

Изображения фрагментов структуры поверхности мемб�
ран эритроцитов получали с помощью атомного силового мик�
роскопа (АСМ) «Femtoscаn». В качестве зондов использовали
кантилеверы fp C 10S (Super). Число точек сканирования —
512, поля сканирования: 10�10 мкм, 1�1 мкм.

Для формирования критериев количественных оценок
изменений микроструктуры мембран, полученные фрагменты
изображений поверхностей с помощью пространственного
преобразования Фурье разлагали на три порядка, имеющие
различные спектральные окна: I порядок — L1 в диапазоне
600—1000 нм, II порядок — L2 в диапазоне 150—350 нм, III по�
рядок — L3 в диапазоне 30—80 нм.

Для устранения артефактов и измерения размеров объек�
тов, полученных на скане, проводили программное отфильтро�
вывание шумов, вычитание плоскости среднего наклона, ус�
реднение по строкам.

Анализировали четыре фазы опытов: первая фаза — кон�
троль, вторая фаза опыта — 5 минут гипотензии, третья фаза —
60 минут гипотензии, четвертая фаза опыта — 3 часа после ре�
инфузии (2 часа после введения перфторана). Для каждой фа�
зы опыта строили изображения фрагментов поверхностей
мембран трех порядков, измеряли периоды Li и высоты hi для
каждого порядка данной клетки. Высота hi отсчитывалась от
средней линии, построенной программой «Femtoscan» (i�1, 2,
3). Методика разложения поверхности мембраны на три по�
рядка подробно описана нами ранее [1, 7, 11]. 

Статистическую обработку полученных параметров по�
верхности мембран по их периодам и высотам проводили с по�
мощью программного обеспечения «Origin». В частности,
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Рис. 1. Эритроцит в поле атомного силового микроскопа и его профиль (а), после 60 минут гипотензии и его профиль (б). 
Маркеры указывают максимальную и минимальную высоту эритроцита. На трехмерных изображениях показана цветная шкала
высот.



строили гистограммы высот и периодов поверхностей, рассчи�
тывали ошибки по ансамблям, проверяли значимость разли�
чий между результатами на всех фазах эксперимента.

Проведено 27 опытов на нелинейных крысах по острой
кровопотере и дальнейшей реинфузии крови с добавлением
перфторана или раствора Рингера. В результате было проска�
нировано на АСМ 186 клеток размером 10�10 нм, 186 фраг�
ментов со сторонами 1,5�1,5 нм, по которым получено изобра�
жение трех порядков в количестве 720 сканов.

Результаты и обсуждение

На рис. 1 показан внешний вид контрольного эри�
троцита, его профиль (рис. 1 а) и эритроцита после 60
минут гипотензии (рис. 1 б).

В норме диаметр эритроцита составлял 7100 нм.
Максимальная высота тора дискоцита — 1500 нм, а вы�
сота впадины — 420 нм. После 60 минут гипотензии ди�
аметр эритроцита — 8200 нм, максимальная высота впа�
дины — 410 нм, при этом профиль эритроцита по
сравнению с контролем существенно изменен.

Маркер профиля (пунктир на поверхности клет�
ки) на объемном изображении эритроцита (рис. 1 б)
проведен таким образом, чтобы показать смещенную
впадину эритроцита и оценить ее высоту.

Для объективной оценки изменения параметров
мембран, которые происходили на различных фазах
опытов, исходные поверхности раскладывались на
три порядка, как это описано выше. Высота и период
каждого порядка, позволяли получить количествен�
ную оценку изменения данного параметра на каждой
фазе опыта.

На рис. 2 представлены данные отдельного опыта
№ 14 по всем стадиям эксперимента и по всем поряд�
кам разложения. В частности, объемные изображения
фрагментов мембран эритроцита I, II и III порядков
для контроля (а), 60 минут гипотензии (б) и через 2 ча�
са после введения перфторана (в). Для каждого фраг�
мента представлена цветная шкала высот. С целью
представления 3D изображений различных порядков
на одном рисунке (рис. 2), для цветных шкал высот не�
обходимо было выбрать разные масштабы. Так, напри�
мер, для первого порядка это 5 нм, а для 3�го порядка —
4 нм. Для I порядка (60 минут гипотензии) шкала име�
ет 12 нм, а для такого же I порядка, но после 2�х часов
введения перфторана — 2,0 нм.

В контроле максимальная высота I порядка — 1,8
нм, II порядка — 1,1 нм, III порядка — 0,1 нм. Эти высо�
ты показаны на гистограмме абсолютных высот отдель�
но взятого опыта справа (рис. 2 а). При этом периоды
составляли: L1 — 851 нм, L2 — 266 нм, L3 — 47 нм.

После 5 минут гипотензии h1 увеличилась макси�
мально и достигла величины 7,8 нм.

Через 60 минут гипотензии h1 снизилась до вели�
чины 4,7 нм и оставалась в 2,6 раза больше контроля. 

Высота II порядка h2 по мере нарастания гипо�
ксии возрастала в 1,6 раза через 5 минут гипотензии и в
4,5 раза через 60 минут гипотензии.

Высота III порядка h3 возрастала в процессе гипо�
тензии быстрее, чем в I и II порядке: в 1,7 раза — 5 ми�
нут гипотензии и более чем в 6,3 раз к 60�й минуте ги�
потензии и достигала величины 0,7 нм.
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Рис. 2. Динамика изменения наноструктуры поверхности мембраны эритроцитов при кровопотере. 
а — объемное изображение первого, второго и третьего порядков фрагментов мембраны в контроле и гистограмма изменений вы�
сот трех порядков — 5 минут гипотензии; б — объемное изображение первого, второго и третьего порядков фрагментов мембра�
ны и гистограмма изменений высот этих порядков — 60 минут гипотензии; в — объемное изображение первого, второго и треть�
его порядков фрагментов мембраны и гистограмма изменений высот этих порядков — 1 час после введения перфторана. 



После введения перфторана в концентрации 3 мл/кг
через час после реинфузии во всех опытах и во всех по�
рядках фрагментов поверхности мембран наблюдали
уменьшение высот hi. Для первого порядка — до 0,3, во
втором порядке — до 0,5 и в третьем порядке — до 1,9 по
отношению к контролю.

Для сравнительной оценки действия перфторана
в третьей схеме опытов вводили раствор Рингера, име�
ющий близкий ионный состав и осмолярность к раство�
ру перфторана. Результаты серии опытов по схеме 3
представлены на рис. 3. При введении раствора Рингера
по мере роста гипоксии (времени гипотензии) числен�
ные параметры hi всех трех порядков возрастали. На
четвертой фазе опыта, то есть через 2 часа после реин�
фузии, высоты всех трех порядков оставались сущест�
венно выше, чем в контроле. Так, высота первого поряд�
ка возрастала в 3,7 раза, второго порядка — в 1,8 раза, а
третьего — в 1,5 раза по сравнению с контролем. Число�
вые данные этого опыта приведены на гистограмме аб�
солютных высот (рис. 3).

Особый интерес представляет динамика измене�
ния каждого из порядков по мере проведения экспери�
ментов: контроль — 5 мин гипотензии — 60 минут гипо�
тензии — реинфузия — введение перфторана через час

после реинфузии. Динамика этих изменений представле�
на на рис. 4 гистограммами относительных высот. Все
данные гистограмм нормированы на контроль каждого
порядка и усреднялись по всему массиву экспериментов. 

Высота первого порядка возрастала уже к 5�й ми�
нуте гипотензии в 2 раза, к 60�й минуте гипотензии — в
2,2 раза, и после введения перфторана она снижалась до
уровня 0,45 по отношению к контролю (рис. 4 а).

Высота второго порядка имела несколько иную
динамику и почти линейно возрастала в 2 раза — через
5 минут гипотензии и в 3 раза к 60�й минуте гипотен�
зии, после действия перфторана она снижалась до уров�
ня 0,51 по отношению к контролю (рис. 4 б).

Наибольшая динамика роста высоты hi наблюда�
лась в третьем порядке, когда высота h3 возросла более
чем в 7 раз к 60�й минуте гипотензии (рис. 4 в).

Известно, что при кровопотере возникает гипо�
ксия, интоксикация, происходит ряд системных изме�
нений в организме, которые непосредственно влияют
на красные клетки крови [12]. В работах В. В. Мороза и
соавт. [13] показано, что при кровопотере клетки меня�
ют свою форму в широких пределах. Однако макропа�
раметры клетки — диаметр и высота — изменяются не
существенно. На рис. 1 показан дискоцит в контроле и
клетка после 60 минут гипотензии. Форма клетки из�
менена существенно, однако ее размер практически не
изменен. В данной работе рассматриваются изменения
наноструктуры мембран эритроцитов. Эти изменения
не всегда напрямую коррелируют с формой и размером
эритроцита. Так показано, что явление «flick» не меня�
ет форму клетки, но существенно изменяет ее микрост�
руктуру [14]. В работе рассматривается шероховатость
фрагмента поверхности мембраны не в первичном виде
в поле АСМ, но анализируются различные порядки
этой поверхности, полученные с помощью пространст�
венного Фурье�разложения: I порядок — пространст�
венный период в диапазоне 600—1000 нм, II порядок —
в диапазоне 150—350 нм, III порядок — в диапазоне
30—80 нм. Данные параметры выбраны из структурных
особенностей мембраны эритроцита. Размеры первого
порядка коррелируют с «flick» [14] и представляют со�
бой одномоментную реплику этого явления [7]. Изме�
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Рис. 3. Гистограмма изменения высот I, II, и III порядков
после кровопотери, реинфузии и добавления раствора
Рингера.

Рис. 4. Нормированные гистограммы по полному статистическому ансамблю опытов I, II, и III порядков поверхностей фраг4
ментов мембран для различных фаз опытов. 
Обозначения порядков поверхностей и фаз опытов приведены на рисунке. По оси ординат относительные изменения высот.



нения параметров поверхности второго порядка могут
быть связаны с изменениями спектринового матрикса,
поскольку L2 близок к размерам его ячеек [15, 16]. 

На рис. 2 приведены примеры поверхностей в 3D
изображений I, II и III порядков для различных фаз
опытов, а справа приведены гистограммы высот в чис�
ленных значениях для этих же стадий одного демонст�
рационного опыта. 

Через 5 минут гипотензии h1 увеличилась более
чем в 4,3 раза (7,8 нм), а через 60 минут гипотензии эта
величина снизилась до 4,7 нм. Высота второго порядка
при этом росла от 1,6 нм (5 минут гипотензии) до 5 нм
(60 минут гипотензии). 

Первые минуты кровопотери характеризуются
высокой степенью стресса, а, следовательно, изменени�
ями параметров наноструктуры мембраны. В наших
опытах существенные изменения наноструктуры мемб�
ран проявлялись уже на первых минутах кровопотери:
через 5 минут гипотензии высота первого порядка воз�
росла в 4,3 раза. К 60�й минуте кровопотери восстанав�
ливались компенсаторно�регуляторные реакции и по�
этому высоты I порядка несколько снижались и
оставались на уровне 4,5—5,5 нм. То есть, высота перво�
го порядка уменьшилась почти в 1,7 раза за счет реали�
зации адаптационных механизмов в клетке. К 60�й ми�
нуте в данном опыте высоты первого и второго порядка
были близкими. Таким образом, в течение одного часа
гипотензии наблюдалось изменение высот как для
больших периодов (спектральное окно 600—1000 нм),
что соответствовало явлению «flick» [7, 14], так и для
спектрального окна 150—300 нм, что соответствовало
изменениям спектриного матрикса [7, 15, 16]. 

В работе представлена динамика изменения па�
раметра hi для различных фаз опыта (рис. 4). Изме�
нения высоты первого порядка соответствуют изме�

нениям, описанным выше. Высота второго порядка
линейно возрастала на этапах: контроль — 5 минут —
60 минут гипотензии. К 60�й минуте гипотензии вы�
соты I, II порядков были близки. Поверхность III по�
рядка к 5�й минуте гипотензии изменялась слабо —
увеличилась в 1,5 раза. Но к 60�й минуте гипотензии
изменения тонких структур мембраны стали велики:
h3 увеличилась в 7,1 раза. Таким образом, с ростом
гипоксии, по�видимому, менялось структурное со�
стояние белков band 3, что и проявилось в изменени�
ях наноструктуры поверхности 3 порядка.

Введение раствора Рингера в качестве модели�за�
менителя перфторана не приводило к корригирующему
действию структуры мембраны, и после 3�х часов реин�
фузии размеры величины высот hi оставались практи�
чески на уровне гипотензии.

Введение перфторана через час после реинфузии
во всех опытах приводило к существенному сглажива�
нию шероховатости клетки, во всех фрагментах мемб�
раны наблюдали уменьшение высот I, II и III порядков.
Эти уменьшения стремились к контрольным величи�
нам соответствующих высот.

Выводы 

Таким образом, показано, что кровопотеря вызы�
вает нарушения микроструктуры мембран эритроцитов
на всех уровнях её организации: на уровне 600—1000 нм
— «flick», на уровне 150—350 нм — спектриновый мат�
рикс, в диапазоне 30—80 нм — состояние белков band 3.
Перфторуглеродная эмульсия «перфторан» оказывает
выраженное корригирующее действие на наноструктуру
мембран эритроцитов на всех ступенях её организации,
восстанавливая наноструктуру мембран практически до
уровня контроля.
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