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Предметом пристального изучения является мор�
фофункциональное состояние эритроцитов, которые
обеспечивают кислородно�транспортную функцию.
Для этого используются различные современные мето�
ды: световая и просвечивающая электронная микроско�
пия, а также атомно�силовая микроскопия (АСМ), ко�
торая дает возможность исследовать структуру
мембран эритроцитов при различных критических со�
стояниях [1, 2]. 

Известно, что эритроциты имеют форму диска,
однако ее могут иметь не только созревшие эритроци�
ты, но и ретикулоциты [3, 4]. Внешняя клеточная мемб�
рана этих клеток одинакова, но на электронограммах
выявляется высокая оптическая плотность содержимо�
го протоплазмы эритроцитов по сравнению с ретикуло�
цитами. В последних часто встречаются внутриклеточ�
ные органеллы. В эксперименте у новорожденных
крысят выявлены изменения ультраструктуры эритро�
цитов при осмотических нагрузках: отмечено преобла�

дание клеток недискоидной конфигурации, обнаруже�
ны признаки некробиотического процесса [5]. 

Различные формы эритроцитов имеют свои мор�
фологические отличия: у дискоцитов выявляется утол�
щение зоны наружного слоя липидного бислоя клеточ�
ной оболочки, в планоцитах происходит кольцевидное
перераспределение гранул гемоглобина, связанное с из�
менением белков цитоскелета. Спектрофотометрическое
исследование показало, что аутофлуоресценция эритро�
цитов находится в диапазоне 480—490 нм, интенсивность
свечения тороидальной области в ультрафиолетовых лу�
чах может отличаться в 1,5—3 раза. Ультраструктура дис�
коцитов характеризуется равномерной клеточной мемб�
раной, равномерным внутриклеточным распределением
гемоглобина, отсутствием складок. Ультраструктура сто�
матоцитов гетерогенная, с формированием дубликатуры
клеточной мембраны. Внутри клеток выявляются цепо�
чечные образования цитоскелетных белков с неравно�
мерной концентрацией вокруг них гранул гемоглобина.
Для стоматоцитов характерно большее число локальных
повреждений клеточной мембраны [6]. 

Особое внимание в исследованиях отводится не�
доношенным новорожденным. Считается, что морфо�
логическая незрелость оказывает влияние на клетки
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крови. Однако показано, что система крови недоношен�
ного ребенка с экстремально низкой массой тела (ЭНМТ)
в целом готова к внеутробному функционированию. Ин�
дивидуальные качественные и количественные измене�
ния эритроцитов зависят в основном от причины, вызвав�
шей наступление преждевременных родов [7—9]. 

Пуповинная кровь является ценным источником
информации о процессах, протекающих в организме
плода в период родов [10—13].

Цель исследования — выявление методом атомно�
силовой микроскопии характера изменений мембран
наноструктуры эритроцитов недоношенных новорож�
денных с респираторным дистресс�синдромом.

Материал и методы
В исследование было включено 27 новорожденных, из

них — 13 недоношенных новорожденных с РДСН. Антропоме�
трическая характеристика детей, данные о характере около�
плодных вод, длительности ИВЛ представлены в таблице 1.
Средний гестационный возраст составил 34,1±1,7 нед., масса
тела при рождении — 2065,4±304,8 г. При рождении состояние
детей было тяжелым. В проведении искусственной вентиля�
ции легких (ИВЛ) нуждались все недоношенные новорож�
денные, т.к. ведущим клиническим признаком была тяжелая
дыхательная недостаточность, обусловленная течением
РДСН. Всем новорожденным на 3—5 минутах жизни эндотра�
хеально вводили сурфактант — куросурф. Средняя доза пре�
парата — 153±24 мг/кг. Продолжительность ИВЛ составила
68±15,6 час.

Во всех случаях беременность протекала неблагоприятно,
с угрозой прерывания. Вторая половина беременности ослож�
нилась тяжелой формой гестоза, резистентного к проводимой
терапии, что явилось причиной досрочного родоразрешения. У
большинства беременных проводили экстренное кесарево се�
чение по Гусакову. 

Исследовали эритроциты пуповинной крови 14 доношен�
ных новорожденных с благоприятным течением беременности
и срочными родами. Средний гестационный возраст детей со�
ставил 39,4±0,5 недель, масса тела при рождении —
3131,7±588,8 грамм, оценка по шкале Апгар на 1�й минуте жиз�
ни — 8 ±0,4 балла. 78,5% новорожденных родились через есте�
ственные родовые пути, 21,4% — путем экстренного кесарева
сечения. При рождении у детей признаков острой гипоксии не
было, ранний период адаптации протекал физиологически,
ИВЛ им не проводили.

Использовали следующие методы:
1. Атомно�силовая микроскопия (АСМ). Объектом

исследования явились: эритроциты пуповинной крови
(ПК) недоношенных новорожденных, эритроциты цент�
ральной венозной крови через 7 часов после рождения и

эритроциты венозной крови новорожденных 7�х суток жиз�
ни. ПК забиралась сразу после пересечения пуповины. За�
бор осуществляли в специальные пробирки объемом 0,25 мл
с добавлением консерванта ЭДТА, кровь перемешивали с
консервантом, отстаивали в течение 30 минут, затем гото�
вили монослой эритроцитов для дальнейшего исследова�
ния в поле атомно�силового микроскопа: 20 мкл крови на�
носили на предметное стекло и готовили монослой
эритроцитов с помощью центрифуги Diff Spin 2 (США).
Изображение эритроцитов получали с помощью атомного
силового микроскопа «NTEGRA prima» (Россия) в полу�
контактном режиме. В качестве зондов использовали кан�
тилеверы NSG01�A. Число точек сканирования — 512 и
1024, поля сканирования — 100�100 мкм, 10�10 мкм. Про�
центное содержание различных форм эритроцитов опреде�
ляли на АСМ при подсчете 300�х клеток. 

Анализ наноструктур мембран эритроцитов проводили с
помощью пространственного преобразования Фурье с разло�
жением наноповерхности мембран эритроцитов на три поряд�
ка: 1 порядок — спектральное окно 1000—600 нм, 2 порядок —
спектральное окно 80—300 нм, 3 порядок — спектральное ок�
но 20—60 нм. Первый порядок коррелирует с явлением flick�
ering (flickering — феномен хаотических низкочастотных
колебаний клеточной мембраны эритроцита) [14] мембраны и
отражает его макроструктурные свойства. Второй и третий
порядки связаны с конфигурацией спектринового матрикса и
состояния протеиновых узлов соединения. Параметр h изме�
ряли на плоской части различных видов клеток. Подробная
методика анализа наноструктуры изложена в ранее опублико�
ванных работах [15—18]. 

2. Во время проведения ИВЛ исследовали газовый состав
капиллярной крови на анализаторе GemPremier 3000 (USA).

3. Статистическую обработку данных проводили с по�
мощью стандартной программы Origin 6.1, которая входит в
состав Microsoft Office (USA). Достоверность различий оце�
нивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа
(One�way ANOVA). Отличия считали достоверными при уров�
не статистической значимости p<0,05. C помощью пакета при�
кладных программ «Statistica 6» проводился корреляционный
анализ с расчетом коэффициента корреляции (r) и его досто�
верности. 

Результаты и обсуждение

1. Морфология эритроцитов и клиническое со5
стояние новорожденных. Форма эритроцитов являет�
ся важным информативным показателем, отражающим
метаболические процессы, протекающие в организме и
влияющие на состояние мембраны эритроцитов. Изве�
стно, что в крови здорового человека в основном цир�
кулируют двояковогнутые клетки с ровной поверхнос�
тью — дискоциты (рис. 1, а). 
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Показатели Значение показателей (M±σσ),
n=13

Гестационный возраст, недель 33,1±2,3
Масса тела, грамм 1800±299,3
Оценка по шкале Апгар на 1�й минуте жизни, балл 4,9±0,8
Пол ребенка: 

мужской 7 (53,9%)
женский 6 (46,1%)

Характер околоплодных вод: светлые 61,5%
Окрашены кровью 30,8%
С примесью мекония 7,6%
Длительность ИВЛ, часов 68±15,6

Таблица 1
Общая характеристика новорожденных с РДСН



При исследовании выявлено, что в ПК доношен�
ных новорожденных циркулируют 85% эритроцитов
плоской формы — планоциты (рис. 1, б) и 15% транс�
формированных эритроцитов, их них: 3% клеток пред�
ставлены эхиноцитами (рис. 1, в), 3% — стоматоцитами
(рис. 1, г), 9% — другими аномальными клетками. Выяв�
лены эритроциты, которые по своим характеристикам
не входят в общепринятую классификацию. 

Учитывая, что для новорожденных характерно по�
вышенное количество эритроцитов (внутриутробный
физиологический эритроцитоз) и уровень гемоглобина,
включающий фетальный гемоглобин, возможно, плано�
циты у доношенных новорожденных являются транзи�
торной формой. В этой группе детей не выявлено зави�
симости клинического состояния новорожденных от
формы эритроцитов.

Морфологический состав эритроцитов недоно�
шенных новорожденных представлен в таблице 2. В пу�
повинной крови у детей с РДСН дискоциты и планоци�
ты составили 72% от общего количества эритроцитов.

Дискоциты определяли у 5 (38,5%) новорожденных, в 4
случаях течение беременности осложнилось острым на�
рушением маточно�плацентарного кровотока (отслойка
плаценты), тяжелой формой гестоза второй половины
беременности, угрозой антенатальной гибели плода.
Дискоциты не определяли у детей от многоплодной бе�
ременности. 

Планоциты являются основной морфологической
формой эритроцитов и у недоношенных новорожден�
ных, частота их встречаемости различна: от единичных
в поле зрения до 90% от общего количества эритроци�
тов. При благоприятном течении беременности морфо�
логический состав эритроцитов приближался к показа�
телям доношенных детей. 

Стоматоциты характерны для всех новорож�
денных группы РДСН, их количество варьировало
от 8 до 65% от общего количества эритроцитов. Для
недоношенных детей с гестационным возрастом
31—36 недель характерны аномальные формы эрит�
роцитов (рис. 2). 
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Формы эритроцитов % содержания(M±σσ),
n=13

Дискоциты 28±16,5
Планоциты 44±16,5
Стоматоциты 26±12,8
Эхиноциты 20±8,3
Другие 19±8,3

Таблица 2
Морфологические формы эритроцитов недоношенных новорожденных с «РДСН» в ОПК

Рис. 1. Формы эритроцитов.
а — дискоцит; б — планоцит; в — эхиноцит; г — стоматоцит.

Примечание. ОПК —остаточная пуповинная кровь.



Динамика исследуемых показателей кислородного
статуса, а также состояние метаболизма новорожденного
представлена на рис. 3. При рождении в ПК медиана рН
составила 7,27 (7,14—7,39), чему соответствовали показа�

тели газообмена: напряжение кислорода (рО2) —
31,3±7,3 мм рт. ст., насыщение гемоглобина кислородом
(SO2c) — 52,8±22,1%. Полученные данные свидетельст�
вуют о перенесенной антенатальной гипоксии плода. Че�
рез 3 часа после рождения в результате проведения ИВЛ
отмечена нормализация кислородного статуса: достовер�
но увеличились рО2 и SO2c, величина рН крови к 3 часам
жизни достоверно увеличилась (р<0,05) и находилась в
пределах физиологических значений в течение всего вре�
мени исследования. В течение первых часов проведения
ИВЛ нормализовалась оксигенация крови.

При проведении корреляционного анализа у но�
ворожденных группы РДСН выявлены корреляцион�
ные связи морфологических форм эритроцитов ОПК с
показателями метаболизма, характером околоплодных
вод и оценкой по шкале Апгар.

Так, количество планоцитов коррелировало со
значениями рН крови (r=0,8; р=0,02), характером око�
лоплодных вод (r=–0,6; р=0,04), значениями оценки по
шкале Апгар на первой минуте жизни (r=–0,6; p=0,02).
Количество стоматоцитов прямо коррелировало со зна�
чениями оценки по шкале Апгар на первой минуте жиз�
ни (r=0,5; р=0,05), в то время как количество других
аномальных клеток коррелировало с характером родов
(r=0,7; р=0,03).

Кроме того, выявлены сильные корреляционные
связи длительности периодов родов и безводного про�
межутка с морфологическим составом эритроцитов ПК. 

У новорожденных с РДСН через 7 часов после
рождения почти половина эритроцитов представлена
планоцитами, 30% — стоматоцитами, 20% — дискоцита�
ми. К 7�м суткам жизни основную часть клеток состави�
ли планоциты и дискоциты, увеличился стоматоцитоз
(рис. 4). При этом произошла нормализация газообме�
на, восстановилось самостоятельное дыхание, и дети
были экстубированы.

2. Анализ наноструктуры мембраны эритроци5
тов. Высота и период порядков позволили получить ин�
дивидуальную количественную оценку параметра для
каждого ребенка. При рождении у недоношенных ново�
рожденных с РДСН выявили изменения нанострукту�
ры мембраны эритроцитов: наибольшие изменения ха�
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Fig. 2. Аномальные формы эритроцитов. 

Рис. 3. Динамика показателей газового состава крови недо5
ношенных новорожденных группы РДСН.
*, **, # — (р<0,05) достоверность отличий по сравнению с дан�
ными в остаточной пуповинной крови.

Рис. 4. Морфологические формы эритроцитов в различные
периоды исследования.



рактерны для величины первого порядка (h1), отражаю�
щей мембранный flickering, она достоверно превышала
показатель доношенных детей (р<0,05). У 6 недоношен�
ных новорожденных величина этого порядка превыша�
ла показатель доношенных детей в 3,8—10 раз, в 4�х слу�
чаях величина первого порядка была повышена в 1,5�3,2
раза, только у 3�х детей этот показатель не отличался от
доношенных новорожденных. 

Высота второго порядка (h2) у половины недоно�
шенных детей превышала показатель контрольной
группы в 1,5—2,5 раза, спектринный матрикс изменялся
у новорожденных из двойни, от матерей с тяжелой фор�
мой гестоза, предлежанием плаценты. У 5 детей измене�
ния спектринного матрикса сочетались с явлением
flickering мембраны эритроцитов. Величина третьего
порядка достоверно не отличалась между группами. 

Через 7 часов после рождения у трех новорожден�
ных с РДСН отмечали рост величины первого порядка,
т.е. сохранялся flickering мембраны эритроцитов, вто�
рой порядок увеличился только у одного ребенка, у ос�

тальных детей произошло снижение исследуемого по�
казателя. К 7�м суткам жизни величина первого поряд�
ка возросла у 4 недоношенных новорожденных. 

Корреляционный анализ показал, что через 7 ча�
сов после рождения существуют множественные корре�
ляционные связи между количеством стоматоцитов и
(а) уровнем рСО2 крови (r=0,6, p=0,049); (б) концентра�
цией бикарбоната крови (НСО3), (r=0,6; p=0,03); (в) об�
щим содержанием углекислоты в крови (ТСО2), (r=0,6;
p=0,03); (д) избытком оснований в крови (BEb), (r=0,5;
p=0,048); (е) насыщением гемоглобина кислородом в
крови (r=�0,6; p=0,02). Прямые корреляционные взаи�
моотношения установлены между значениями рН кро�
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Рис. 6. Гистограммы параметров h1, h2, h3 мембран эритроци5
тов новорожденного М. в различные периоды исследования.

Рис. 5. Морфологический состав эритроцитов новорожден5
ного М. в различные периоды исследования.
Здесь и на рис. 6—8: ОПК — остаточная пуповинная кровь.



ви и наличием других аномальных клеток (r=0,8;
p=0,002), а также между значениями рО2 и высотой 2�го
порядка (r=0,6; p=0,04). Морфологические формы эри�
троцитов и гистограммы параметров высот (h) пред�
ставлены на рис. 5—8.

Таким образом, выявлены корреляционные связи
между показателями метаболизма, кислородного стату�
са крови, морфологическими формами эритроцитов и
конфигурацией спектринового матрикса.

Заключение

Методом атомно�силовой микроскопии выявлены
изменения структуры мембран эритроцитов пуповин�
ной крови. Для недоношенных новорожденных с РДСН
характерен внутриутробный пойкилоцитоз, обуслов�
ленный воздействием неблагоприятных факторов, что

подтверждается множественными корреляционными
связями. 

При анализе наноструктуры мембран эритроцитов
отмечено, что наиболее чувствительно отражает явление
flickering мембраны эритроцитов и свидетельствует о вну�
триутробном нарушении микроструктуры мембран вели�
чина первого порядка. При рождении выявляются также
изменения спектринного матрикса мембран эритроцитов,
но его стабилизация происходит достаточно быстро.
Структурное состояние белков при этом не изменяется.
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Рис. 8. Гистограммы параметров h1, h2, h3 мембран эритроци5
тов новорожденной С. в различные периоды исследования.

Рис. 7. Морфологический состав эритроцитов новорожден5
ной С. в различные периоды исследования.
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Objective: to study the nanostructure of red blood cell membranes in premature babies with neonatal respiratory distress
syndrome (NRDS), by applying atomic force microscopy. Subjects and methods. The investigation included 27 newborn
infants, of them 13 premature babies with NRDS formed a study group. The mean gestational age was 33.1±2.3 weeks;
their birth weight was 1800±299.3 g. A comparison group consisted of 14 full5term babies with favorable pregnancy and
term labor. The mean gestational age of the babies was 39.4±0.5 weeks; their birth weight was 3131.7±588.8 g; the infants
had a one minute Apgar score of 8±0.4. Their red blood cells were examined using an atomic force microscope. The objects
to be examined were residual umbilical cord blood (RUCB) from the premature infants; central venous blood after 7 hours
of birth and neonatal venous blood taken on day 7 of life. Results. RUCB from full5term babies contained planocytes that
were a major morphological type of red blood cells. In physiological pregnancy and acute fetal hypoxia, the morphologi5
cal composition of red blood cells in premature neonates with NRDS was close to that in full5term babies. The planocytes
are also a major morphological type of red blood cells in the premature infants; the frequency of their occurrence varies.
Stomatocytes are typical of all the neonates in the NRDS group; their frequency levels vary greatly: from 8 to 65% of the
total number of erythrocytes. The examination revealed that the premature infants of 31—36 weeks gestation were char5
acterized by abnormal erythrocyte shapes that showed a high variability. At birth, the premature babies were found to
have changes in the nanostructure of red blood cell membranes, which were influenced by intrauterine hypoxia. The first5
order value reflecting flickering in the red blood cell membrane varies to the most extent. Conclusion. Atomic force
microscopy showed that the greatest changes in the structure of red blood cell membranes were found in RUCB. The pre5
mature babies with NRDS had intrauterine poikilocytosis caused by unfavorable factors, as confirmed by the presence of
multiple correlations. Analysis of the nanostructure of red blood cell membranes revealed that the first5order value

reflecting flickering in the red blood cell membrane was
most sensitive; this indicator showed a slow normalization.
Key words: red blood cell membrane, nanostructure,
planocytes, stomatocytes, premature newborn infants,
respiratory distress syndrome.
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The aim of our study was to characterize morpho�
functional patterns of erythrocytes performing oxygen —
transport function. A variety of actual methods used with
the same purpose included light and transmission electron
microscopy. However, only atomic force microscopy
(AFM) enabled to explore the structure of their mem�
branes in different critical illness [1, 2]. 

It is known that erythrocytes are disc�shaped, but
this shape is common for rheticulocytes [3, 4]. External cell
membranes of these cells seem equal, but the protoplasm
content of erythrocyte is characterized by higher optical
density on electronograms than that of rethiculocytes.
Intracellular organelles are often detected in rethiculo�
cytes. In newborn rat erythrocytes because of osmotic loads
the prevalence of non�disk erythrocyte are considered as
patterns of necrobiosis [5]. 

Different forms of erythrocytes possess a number of
morphological features. In discocytes a thick zone of outer
lipid bilayer of cell membrane was observed. In planocytes
ring�shaped redistribution of hemoglobin granules associ�
ated with the change of cytoskeletal proteins was detected.
Spectrophotometric study have demonstrated that auto�
fluorescence of erythrocytes occurs at the wavelength of
480—490 nm; the intensity of the radiation of the toroidal
field in the ultraviolet rays can differ by 1,5—3 times. The
ultrastructure of discocytes is characterized by regular cell
membrane, regular intracellular distribution of hemoglo�
bin and lack of folds.

The ultrastructure of stomatocytes is heterogeneous
forming double cell membrane. Chain�shaped cytosceletal
proteins with irregular concentration of hemoglobin gran�
ules around are detected inside the cells. A large number of
local damages of cell membranes is common in stomato�
cytes [6]. 

Special attention has been given to studying pre�term
neonates. The neonate immaturity is considered to affect
blood cells. However, in general the blood system of a pre�
term infant with an extremely low weight is ready for an
outside life. Individual qualitative and quantitative
changes of erythrocytes mostly depend on the cause of a
preterm delivery [7—9].

Cord blood is a suitable source of information
about the processes that occur in a fetus body during the
birth [10—13]. 

The aim of the study: to study the morphological
structure of erythrocytes in pre�term infants with respira�
tory distress syndrome (RDS) by AFM.

Materials and methods
The study included 27 newborns of which 13 pre�term infants

were diagnosed with RDS. Anthropometric characteristics of
neonates, features of amniotic fluid and duration of mechanical
ventilation (MV) are presented in Table 1. The average gestation
age was 34,1±1,7 weeks, birth weight 2065,4±304,8 g. At birth the
condition of the neonates were severe. All pre�term infants were
under the MV because of the severe respiratory insufficiency
caused by RDS. Surfactant Curosurf® was applied to all newborns
3—5 minutes after the birth via the endotracheal route. The aver�
age dosage of the preparation was 153±24 mg/kg. The average
duration of MV was 68±15,6 hours.

In all the cases the course of pregnancy was unfavorable with
the threat of interruption. The second half of the pregnancy was
complicated by severe preeclampsia resistant to pharmacotherapy.
The latter was the reason of a preterm delivery. The majority of the
pregnant women were carried on an emergency caesarean cessation
by the Gusakov's method. 

Erythrocytes of 14 full�term newborns with normal course of
pregnancy and urgent delivery were separated from the cord blood.
The average gestational age of the newborns was 39,4±0,4, the
score of the first minute of life was 8±0,4 points (Apgar), the birth
weight was 3131,7±588,8 g. 78.5% of the newborns were delivered
by vaginal route, and in 21,4% of cases the emergency caesarean
cessation was used. At birth all the infants had no signs of acute
hypoxia, the early period of adaptation was normal, they were not
carried out MV.

Methods included the following:
(1) Atomic force microscopy (AFM). Cell preparations

included erythrocytes of cord blood of pre�term neonates, central
venous blood of the newborns 7 hours and 7 days after birth. The
blood samples were taken immediately after crossing the umbilical
cord. They were taken in special 0,25 ml tubes containing EDTA as
a preservative. The blood was mixed with the preservative, then set�
tled for 30 minutes, diluted to 20 ml and a monolayer of erythro�
cytes on a glass slice was prepared with the aid of a centrifuge
StatSpinTM DiffSpinTM 2 Slide Spinner (Fisher Scientific, USA).
The picture of erythrocytes was received using the NTEGRA prima
Atomic Force Microscope (NT�MDT Development Co.,
Zelenograd, Russia) in the semi�contact mode. Cantilevers NSG01�
A were used as probes. The number of scan dots was 512 and 1024,
the area of the scan was 100�100 microns, 10�10 microns. The pro�
portions of various erythrocyte forms were determined with the aid
of AFM, and the calculations were performed with 300 cells. The
analyses of nanostructures of erythrocyte membranes were per�
formed by using the spatial Fourier transform decomposition of ery�
throcyte membrane surfaces into three orders according to spectral
windows of 1000—600 nm, 80—300 nm 20—60 nm for the first, sec�

Parameters Values 

Neonates with RDS 13
Gestational age, weeks 33,1±2,3
Birth weight, g 1800±299,3
Scores (Apgar scale, first minute of life) 4,9±0,8
Males 7(53,9%)
Females 6 (46,1%)
Clear amniotic fluid 61,5%
Amniotic fluid with blood 30,8%
Amniotic fluid with meconium 7,6%
Duration of MV, hours 68±15,6

Table 1
General characteristics of neonates



ond and third orders, correspondingly. The first order correlates
with the phenomenon of membrane flickering reflecting the
macrostructure properties of the membrane. The second and the
third orders correlate with the configuration of spectrinal matrix
and reflect the conditions of protein connection nodes. The para�
meters were measured on the plane part of cells of different forms.
The method of analysis of nanostructures has been described in
details in previously published papers [14,15].

(2) During MV gas composition in capillar blood was rou�
tinely performed by Gem Premier 3000 (USA).

(3) Statistical processing of the data was carried out using
the standard program Origin 6.1 (Microsoft, USA). Pearson and
Spearman correlation coefficients were determined by Statistica 6.
The significance of differences were estimated by factor analysis of
variance (one�way ANOVA). The differences were considered sig�
nificant at p<0.05.

Results and discussion 

The morphology of erythrocytes and clinical condi5
tions of newborns. The shape of erythrocytes is an impor�
tant informative indicator reflecting the metabolic process�
es occurring in the body and affecting the conditions of
erythrocyte membranes. It is known that mainly discocytes

— the double�concave cells with a flat surface circulate in
the blood of a healthy person (Fig. 1, a).

The study showed that 85% of RB erythrocytes in
neonates were presented by flat shaped planocytes (Fig. 1, b)
and 15% were presented by transformed erythrocytes that
include 3% ehinocytres (Fig. 1, c), 3% stomatocytes (Fig. 1, d)
and 9% other abnormal cells. 

Erythrocytes whose characteristics are not included
in the standard classification were detected. Newborns are
characterized by a high number of erythrocytes (intrauter�
ine physiologic erythrocytosis) and a high level of hemo�
globin including fetal hemoglobin. Plantocytes might be a
transient form in full�term neonates. In this group the cor�
relation between the clinical condition of the neonates and
the shape of erythrocytes was not detected.

The morphological structure of erythrocytes of pre�
term newborns is presented in Table 2. Discocytes and
planocytes reached 72% of the total number of erythro�
cytes in the cord blood of RDS neonates. Discocytes were
found in five infants (38,5%), four pregnancies were com�
plicated by acute disturbances of utero�placental blood
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Forms of erythrocytes Values, %

Discocytes 28±16,5
Planocytes 44±16,5
Stomatocytes 26±12,8
Echinocytes 20±8,3
Others 19±8,3

Table 2
Morphological shapes of erythrocytes of pre5term neonates in peripheral blood

Fig. 1. Shapes of red blood cells. 
а — discocyte; b — planocyte; c — echinocyte; d — stomatocyte.



flow (placental abruption), severe preeclampsia, threat of
antenatal fetal death in the second half of pregnancy.
Discocytes were not found in blood of newborns from
multiple pregnancy.

The main morphological shape of erythrocytes in pre�
term neonates was presented by planocytes, frequencies of
which varied from one per field of view to 90% of the total
number of erythrocytes. In normal pregnancies with fol�
lowing acute fetal hypoxia the morphological structures of
erythrocytes were similar to ones from full�term infants.

Stomatocytes were common for all RDS newborns,
their number varied from 8% to 65% of the total number of
erythrocytes. All the pre�term infants with gestational age
of 31—36 weeks were characterized by abnormal and vari�
able shapes of erythrocytes. Two of the shapes are present�
ed in figure 2.

The estimation of oxygen status and status of the
metabolism of a newborn is important criteria. The dynam�
ics of these indicators is presented in Fig. 3. At birth the
median of pH was 7,27 (7,14—7,39) which corresponded to
the following parameters of pulmonary gas exchange: the
partial pressure of oxygen (PO2) was 31,3±7.3 mm Hg, the
saturation of the hemoglobin by oxygen (SO2с) was
52,8±22.1%. The data obtained confirms antenatal fetal
hypoxia. Three hours after the birth normalization of the
oxygen status occurred as a result of MV: PO2 and SO2с
were increased. Blood pH increased significantly (p<0.05)
by the third hour of life and was kept within the physiolog�
ical norms during the whole study. During the first hours of
MV the oxygenation of the blood became normalized.

The following correlation links between morphologi�
cal forms of CR erythrocytes, indices of metabolism, the
nature of amniotic fluid and the scores on Apgar scale in
RDS newborns were detected by correlation analysis: 

(1) between the number of planocytes and (a) blood
pH (r=0,8; p=0,02); (b) nature of amniotic fluid (r=–0,6;
p=0,04);(c) the Apgar scale score at the first minute of life
(r=–0,6; p=0,02); 

(2) between the numbers of stomatocytes
and the scores on Apgar scale within the first minute of life
(r=0,5; p=0.05);

(3)between the numbers of other abnormal cells and
the way of delivery (r=0,7; p=0,03).

Moreover, strong correlations were detected between
the duration of delivery, the anhydrous period of delivery and
morphological composition of erythrocytes in cord blood. 
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Fig. 2. Abnormal forms of red blood cells

Fig. 3. Dynamics of blood gases in premature infants of RDS
group. 
*, **, # — reliability of differency in comparison with the residual
cord blood.

Fig. 4. Morphological shapes of RBC at different study points.



Seven hours after the birth almost half of erythro�
cytes of RDS neonates was presented by planocytes,
and another half contained stomatocytes (30%) and
discocytes (20%). By the seventh day of life the major
portion of erythrocytes was presented by planocytes
and discocytes while the number of stomatocytes were�
increased (Fig. 4). The gas exchange was normalized,
independent breath recovered and the neonates were
extoubated. 

Analysis of nanostructures in erythrocyte mem5
brane. The value and period of the order allowed the per�
forming an individual quantitative estimation of nanos�
tructural parameters of erythrocyte membrane in each
neonate. Numerous changes in nanostructure of erythro�
cyte membranes were detected at birth in RDS pre�term
infants. The value of the first order (h1) (reflecting the
membrane flickering) was mostly changed and significant�
ly exceeded the corresponding parameter of full�term
infants (p<0.05). In six pre�term newborns the value of this
order was 3.8—10 times more than in full�term infants. In

four cases the value of the first order increased 1.5—3.2�
fold. In three infants this indicator was the same as for full�
term newborns. 

In half of pre�term infants the value of the second
order (h2) exceeded the one in control group by 1.5—2.5
times, spectrin matrix changed in twins born from mothers
with severe preeclampsia and placental previa. In five chil�
dren changes in spectrin matrix were combined with the
phenomenon of flickering of erythrocyte membranes. The
values of the third order did not differ significantly
between the groups (p>0.05).

Seven hours after the birth in three RDS newborns
the value of the first order were increased demonstrating
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Fig. 6. Histograms of h1, h2, h3 parameters of erythrocyte mem5
branes newborn M. at different study periods.

Fig. 5. Morphology of RBC of newborn M. at different study
periods.



that the erythrocyte membrane flickering remained where�
as the values of the second order changed in one newborn.
In other infants the values of the latter parameter were
decreased. By the seventh day of life the value of the first
order increased in four pre�term neonates.

Seven hours after birth the parameters correlated as
follows: 

(1) between the number of stomatocytes and (a)
рСO2 of blood (r=0,6; р=0,049);(b) concentration of
bicarbonates in blood: (r=0,6; р=0,03); (c) total concen�
tration of carbon dioxide in blood (ТСO2) (r=0,6;
р=0,03); (d) saturation of hemoglobin with oxygen
(r=–0,6; р=0.02); (e) total concentration of bases in
blood (r=0,5; р=0,048);

(2) between blood pH and the number of other
abnormal cells (r=0,8; р=0,002); (3) between pO2 and the
height of the second range(r=0,6; р=0,04).

Therefore, correlation links between indicators of
metabolism, oxygen condition of blood and the configura�
tion of spectrin matrix were detected.

Conclusions

Using the atomic force microscopy technology the
patterns of nanostructural changes in cord blood erythro�
cyte membranes were detected. Prenatal poikilocytosis due
to the influence of multiple adverse factors was common for
RDS pre�term infants.

This study established that the nanostructural
patterns of the erythrocyte membranes characterized by
the values of the first order (reflecting the phenomenon
of erythrocyte membrane flickering) were the most sen�
sitive to confirm the prenatal irregularity of membrane
nanostructure. Changes in spectrin matrix of erythro�
cyte membranes were observed at birth, however, stabi�
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Fig. 8. Histograms of h1, h2, h3 parameters of erythrocyte mem5
branes newborn C. at different study periods.

Fig. 7. Morphology of RBC of newborn C. at different study
periods.



lization of the matrix was relatively fast. Nanostructural
analysis of erythrocyte membranes with the aid of AFM

revealed the stability of nanostructural parameters of
exposed proteins.
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