
Атомно-силовая микроскопия (АСМ) позво-
ляет получать изображения живых объек-
тов с высоким разрешением и обладает целым 
рядом преимуществ: возможностью исследо-
вать клетки в нативной среде в режиме реаль-
ного времени, определять вязко-упругие свой-
ства мембранно-цитоскелетных комплексов, адге-
зивные характеристики молекул, в перспективе — 
определять локальный потенциал клеточных мем-
бран [5]. Одним из существенных преимуществ 
АСМ является получение высокоточных морфо-
метрических характеристик молекул, надмолеку-
лярных комплексов и клеток. Измерения диаметра 
и высоты позволяют ориентироваться не только 
на субъективную информацию об изменении стро-
ения клеток, но и предоставляют точную количе-
ственную оценку этих изменений. В процессе 
выполнения основных физиологических функций 
эритроциты деформируются [4]. Однако, наря-
ду с физиологической деформацией клеток при 
ряде заболеваний и при воздействии неблагопри-
ятных факторов, эритроциты трансформируют-
ся в патологические формы, которые в норме 
не встречаются.

Цель настоящей работы — определить раз-
личия высоты, диаметра и фрактальной размер-
ности трансформированных эритроцитов по дан-
ным, полученным методом АСМ; выявить основ-
ные изменения строения эритроцитов после воз-
действия наночастиц магнетита (НЧМ).

Матери а л  и  ме т о ды. Исследовали 23 образца веноз-
ной крови здоровых доноров обоих полов в возрасте от 20 
до 40 лет, полученных в Нижегородском областном центре 
крови им. Н. Я. Климовой. На проведение исследования 
получено разрешение комиссии по биоэтике Национального 
исследовательского Нижегородского государственного уни-
верситета им. Н. И. Лобачевского (№ 9 от 17.07.2017 г.). 
После однократного центрифугирования гепаринизирован-
ной крови (50 ЕД/мл) при 200 G в течение 3 мин и декан-
тирования плазмы и лейкоцитарно-тромбоцитарного слоя 
эритроциты пятикратно отмывали забуференным изотониче-
ским раствором хлорида натрия (ЗИРХН). Отбирали 20 мкл 
эритроцитов, разводили в 50 раз, начальная концентрация 
клеток составляла 1×106 кл/мл. Эритроциты инкубировали 
с НЧМ в соотношении 1:1 (опыт) или с эквивалентным коли-
чеством ЗИРХН (контроль) в течение 60 мин при темпера-
туре 37 ºС [6].
Наночастицы магнетита (FeO•Fe2O3), предоставленные 
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исследовательской группы — проф. Д. А. Горин), получали 
методом химической преципитации из раствора солей двух- 
и трехвалентного железа [1]. На двуугловом анализаторе раз-
меров частиц и молекул ZetasizerNano («Malvern Instruments 
Ltd.», Великобритания) измеряли гидродинамический диа-
метр и электрокинетический потенциал (ζ-потенциал) НЧМ. 
Показатели составили 20±4 нм и –13,09 мВ соответственно. 
НЧМ перед экспериментами взбалтывали в перемешиваю-
щем устройстве Vortex (ELMI Ltd., Латвия) в течение 10 мин, 
диспергировали в ультразвуковой ванне (РЭЛТЭК, Москва) 
продолжительностью 15 мин, добиваясь однородности, после 
чего использовали для инкубации с эритроцитами в конечной 
концентрации 0,0018 мг/мл.
Эритроциты переносили на поверхность предметных сте-

кол и фиксировали глутаровым альдегидом (2,5 %; 20 мин; 
24 ºС), трижды отмывали и сканировали в полуконтактном 
режиме на воздухе с помощью АСМ Ntegra Spectra (NT-MDT, 
Россия). Для обработки результатов сканирования исполь-
зовали программный пакет Gwyddion (Чешский метрологи-
ческий институт, Чехия). Использовали зонды DNP (Bruker, 
CША) с радиусом закругления кончика 20 нм, углом при 
вершине 15º, резонансной частотой около 65 кГц, констан-
той жёсткости 0,35 Н/м. Измерения диаметра и высоты 
проводили по боковому сечению профиля клетки (рис. 1). 
Фрактальную размерность клеток рассчитывали на основе 
данных сканирования с помощью метода подсчета кубов [8].
Графическим методом определяли CL50 (50 % леталь-

ную концентрацию) для НЧМ. Она составила 1,712 мг/мл. 
Поскольку в биологических исследованиях и медицинской 
практике используются гораздо более низкие концентра-
ции [2, 7], для эксперимента брали 0,0018 мг/мл НМЧ, т. е. 
сублетальную концентрацию, вызывающую трансформацию 
эритроцитов, а не их гемолиз.
Значимость различий между двумя выборками получен-

ных количественных данных определяли методом непараме-
трической статистики с использованием двухвыборочного 
критерия Вилкоксона. Различия между выборками считали 
статистически значимыми при р<0,05. Для статистического 
анализа использовали программу Origin Pro 8 (OriginLab 
Corporation, США).

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я. На рис. 1 
представлен нормальный по форме эритро-
цит (нормоцит). Результаты измерений основ-
ных морфометрических характеристик эритроци-
тов представлены в таблице. Поскольку у боль-
шинства трансформированных форм зона пел-
лора (центрального просвета) не оформлена, для 
измерения высоты всех эритроцитов, в том числе 
нормоцитов, брали самую высокую точку клетки 
(у нормоцита она находится в области тора).

Воздействие НЧМ на эритроциты вызыва-
ло их трансформацию. Наиболее часто встреча-
лись такие измененные формы, как сфероциты, 
затем эхиноциты, кодоциты и наименее часто — 
стоматоциты (рис. 2).

Сфероциты имели округлую, предгемолити-
ческую форму, на микроструктуре их мембраны 
отчетливо визуализировались повреждения (см. 
рис. 2, а). Эхиноциты представляли собой сфери-
ческие клетки, на поверхности которых распола-

гались 30–50 сопоставимых по размеру спикул 
(см. рис. 2, б). Кодоциты — это мишеневидные 
клетки с куполообразным выбуханием в центре, 
часть поверхности которых в зоне тора могла 
быть повреждена (см. рис. 2, в). Стоматоциты — 
округлые клетки с щелевидной формой пелло-
ра (см. рис. 2, г). Наряду с ними, крайне редко 
встречались дакриоциты, акантоциты и трудно 
дифференцируемые формы эритроцитов, в том 
числе эритроциты, имеющие перфорации на уров-
не мембраны [4] и кексообразные эритроциты 
(ранее не описаны). Эритроциты, имеющие пер-
форации на мембране, не были гемолизированы. 
Однако они имели форму, отличную от торо-
образной или сферической, но близкую к много-
граннику с тупыми углами, а глубина перфора-
ций варьировала от 25 до 304 нм (см. рис. 2, д). 
Кексообразные эритроциты характеризовались 
выбуханием на вершине, характерным и для 
кодоцитов, однако, в отличие от последних, это 
выбухание имело многослойный характер, а пел-
лорическая зона абсолютно отсутствовала (см. 
рис. 2, е). Общее количество редко встречаю-

Рис. 1.  Типичный эритроцит здорового донора и боко-
вое сечение профиля эритроцита с измерением диа-
метра клетки (а), высоты клетки (б).

Атомно-силовая микроскопия. Ув. 5000

а

б
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Рис. 2.  Формы эритроцитов, трансформированных после воздействия наночастиц магнетита.

а — сфероцит; б — эхиноцит; в — кодоцит; г — стоматоцит; д –– эритроциты, имеющие трудно дифференцируемую форму и перфо-
рации в клеточной мембране; е — кексовидные эритроциты. Атомно-силовая микроскопия. Ув. 5000

а

в

д

б

г

е
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щихся форм было менее 2 %, поэтому статистиче-
ский анализ их морфометрических характеристик 
был невозможен.

По высоте от нормоцитов значимо отли-
чаются эхиноциты и стоматоциты (см. табли-
цу). Между трансформированными формами 
значимые различия по высоте клетки отмеча-
лись между сфероцитами и эхиноцитами, сферо-
цитами и стоматоцитами, эхиноцитами и кодоци-
тами, кодоцитами и стоматоцитами. По диаметру 
значимо от нормоцитов отличались только эхи-
ноциты. Между трансформированными формами 
значимые отличия по диаметру клетки отмеча-
лись между сфероцитами и стоматоцитами, эхи-
ноцитами и стоматоцитами.

По фрактальной размерности все трансфор-
мированные формы значимо отличались от нор-
моцитов (см. табл.). Между трансформирован-
ными формами значимые отличия во фракталь-
ной размерности отмечались между сфероцитами 
и эхиноцитами, сфероцитами и кодоцитами, сфе-
роцитами и стоматоцитами, эхиноцитами и стома-
тоцитами.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х. 
Со гласно литературным данным [3], к обратимым 
формам эритроцитов относят эхиноциты и стома-
тоциты, к необратимым — кодоциты и сфероци-
ты. Эритрограмма в контроле (без воздействия) 
выглядит следующим образом: 88,9 % — нормо-
цитов; обратимых форм 5,3 % (из них 4,3 % — 
эхиноцитов и 1 % — стоматоцитов); необрати-
мых форм — 5,8 % (из них 2,4 % — сфероци-
тов, 3,4 % — кодоцитов). При воздействии НЧМ 
наблюдается смещение эритограммы в сторону 
необратимых форм: 51,4 % — нормоцитов, общее 
количество обратимо трансформированных 
форм составляло 12 % (из них 10 % — эхиноци-
тов, 2 % — стоматоцитов), необратимых форм — 
36,6 % (из них 30,6 % — сфероциты, 6 % — кодо-
циты).

Альтерация эритроцитов под влиянием НЧМ 
проявляется в изменении формы эритроцитов, 
их морфометрических параметров и смещении 
эритрограммы в сторону необратимых форм (сфе-
роцитов и кодоцитов). Однако морфометрический 
анализ трансформированных форм эритроци-
тов с последующей статистической обработкой, 
как правило, не позволяет выявить параметры, 
достаточно чувствительные для диагностического 
дифференцирования нормоцитов от трансформи-
рованных форм эритроцитов. Это связано, прежде 
всего, с крайне высокой вариабельностью всех 
параметров у трансформированных эритроцитов. 
АСМ является высокоразрешающим и высокоточ-
ным методом измерения, поэтому позволяет коли-

чественно выявить эти колебания. Полученные 
данные дают представление о том, что групповые 
различия нормоцитов с трансформированными 
формами наблюдаются не только в случае зна-
чительных различий средних значений выборок, 
но и в случае малых значений их коэффици-
ентов вариации. Исключение составляет пока-
затель фрактальной размерности, являющийся 
наиболее чувствительным критерием, позволя-
ющим не только дифференцировать нормоци-
ты от трансформированных форм, но и разли-
чить трансформированные формы между собой. 
Это обусловлено тем, что фрактальная размер-
ность является мерой заполнения пространства 
исследуемой структурой. Поэтому любые измене-
ния строения эритроцитов приводят к отклонению 
от «идеальной» торообразной формы эритроцитов 
и, как следствие, к уменьшению этого параметра. 
Фрактальная размерность является математиче-
ской характеристикой формы клетки, состав-
ляющая максимальную величину у нормоцита. 
Для всех трансформированных форм эритро-
цитов фрактальная размерность статистически 
значимо уменьшается. Минимальное значение 
фрактальной размерности выявлено для предге-
молитической формы — сфероцита. Это говорит 
о том, что все трансформированные формы эри-
троцитов имеют меньшую эффективную площадь 
поверхности, что снижает их функциональные 
возможности, например, нарушаются газообмен-
ная функция и функция транспорта веществ.

Таким образом, даже низкая концентрация 
НЧМ (в 103 меньшая CL50) способна вызвать суще-
ственную трансформацию эритроцитов с выра-
женным смещением в сторону необратимых форм. 
Метод АСМ позволяет с высокой точностью 
измерить высоту, диаметр и фрактальную размер-

Основные морфометрические характеристики 
нормоцитов и трансформированных форм эритроцитов 

(n=10)

Форма 
эритроцита

Высота, нм Диаметр, мкм 
Фрактальная 
размерность

Нормоцит 1635±419
(V=0,256)

7,40±0,18
(V=0,024)

2,301±0,019
(V=0,009)

Сфероцит 1630±109
(V=0,067)

7,79±0,54
(V=0,068)

2,165±0,012*
(V=0,006)

Эхиноцит 2175±389*
(V=0,179)

7,67±0,25*
(V=0,032)

2,202±0,022*
(V=0,009)

Кодоцит 1571±450
(V=0,287)

7,27±1,02
(V=0,14)

2,221±0,045*
(V=0,021)

Стоматоцит 2375±683*
(V=0,287)

6,98±0,76
(V=0,109)

2,226±0,017*
(V=0,008)

* Различия с нормоцитом статистически значимы (р<0,05).

Примеч а ни е. n — количество замеров каждого параметра; V — 
коэффициент вариации выборки.
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ность клетки. Однако единственным высокочув-
ствительным параметром, позволяющим на осно-
ве морфометрических измерений дифференциро-
вать нормоциты от трансформированных форм 
эритроцитов, является фрактальная размерность.
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CHANGES IN THE STRUCTURE AND FRACTAL 
DIMENSION OF ERYTHROCYTES EXPOSED 
TO MAGNETITE NANOPARTICLES (AN 
ATOMIC FORCE MICROSCOPIC STUDY)

S. N. Pleskova, R. N. Kriukov, S. Yu. Zubkov

Objective — to study the basic morphometric characteristics 
of erythrocytes and to detect their changes after exposure to mag-
netite nanoparticles.

Material and methods. Red blood cells of 23 healthy donors 
of both sexes aged 20 to 40 years were examined with the 
use of atomic force microscopy before and after incubation 
with magnetite nanoparticles for 60 min. Red blood cell diameter, 
height and fractal dimensions were measured.

Results. Incubation with the magnetite nanoparticles caused 
structural changes in the red blood cells. The main transformed 
forms were spherocytes, echinocytes, codocytes, stomatocytes. 
A small amount of forms that could be hardly differented, had 
perforation of the membrane.

Conclusion. Magnetite nanoparticles in sub-lethal concen-
tration cause a significant increase in the number of irrevers-
ibly deformed erythrocyte forms. The most sensitive morpho-
metric criterion for differentiating normocytes from all the 
transformed forms is erythrocyte fractality.

Key words: erythrocyte, atomic force microscopy, morpho-
metry, fractality, magnetite nanoparticles
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