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УДК 576.314.08:[612.014.481.1:612.111] М.Н. Стародубцева1,2, И.А. Челнокова2, 
А.Н. Шклярова2, Е.В. Цуканова2,  
О.В. Шаховская2, Н.И. Егоренков1, 
Н.Н. Веялкина2

НАНОАРХИТЕКТОНИКА И НАНОМЕХАНИЧЕСКИЕ 
СВОЙСТВА ПОВЕРХНОСТИ ЭРИТРОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА 

И МЫШИ ЛИНИИ BALB/c ПОСЛЕ ОБЛУЧЕНИЯ ЦЕЛЬНОЙ 
КРОВИ РЕНТГЕНОВСКИМ ИЗЛУЧЕНИЕМ В ДОЗЕ 0,5 Гр

1УО «Гомельский государственный медицинский университет», г. Гомель, Беларусь, 
2Институт радиобиологии НАН Беларуси, г. Гомель, Беларусь

Несмотря на то, что эритроциты считаются относительно резистентными к действию 
ионизирующего излучения элементами крови, данные литературы последних лет свиде-
тельствуют об изменении их свойств, выявляемыми современными методами при облу-
чении клеток в относительно малых дозах. Целью работы являлся сравнительный анализ 
изменений параметров структурных и наномеханических свойств поверхности эритро-
цитов человека и мыши линии BALB/c при облучении цельной крови in vitro рентгенов-
ским излучением в дозе 0,5 Гр с помощью метода атомно-силовой микроскопии (PeakForce 
QNM). Не выявлено существенных различий параметра шероховатости рельефа и карт сил 
адгезии для участков поверхности эритроцитов размером 250 нм × 250 нм для человека и 
мыши, а также его изменении после действия рентгеновского излучения. Установлено уве-
личение средних значений силы адгезии и пространственного периода, соответствующего 
среднему размеру ячейки сети мембранного скелета эритроцитов, после облучения крови 
рентгеновским излучением. Полученные данные свидетельствуют о радиационно-индуци-
рованных изменениях параметров адгезионных свойств и наноархитектоники клеточной 
поверхности, связанных с изменениями пространственной структуры мембранного скеле-
та эритроцитов при облучении крови in vitro в дозе 0,5 Гр. 

Ключевые слова: Атомно-силовая микроскопия, эритроциты, рентгеновское излу-
чение, человек, мышь, наномеханические свойства

Введение

Облучение компонентов крови являет-
ся общепринятой процедурой для предот-
вращения посттрансфузионной реакции 
«трансплантат против хозяина» [1]. Стан-
дартная доза процедуры составляет 25 Гр 
для гамма- или рентгеновского излучений 
[2]. Эритроциты в сравнении с другими 
форменными элементами крови считаются 
относительно резистентными к действию 
ионизирующего излучения. Данные мно-
голетних исследований указывают на от-
сутствие значительных изменений параме-
тров морфологии эритроцитов при облуче-
нии ионизирующим излучением с дозой до 

200 Гр [3]. В последние годы появились ра-
боты, в которых выявлены изменения фор-
мы эритроцитов (повышении процентного 
содержания эхиноцитов в популяции эри-
троцитов), параметров ионного транспор-
та, состава белков мембранного скелета, 
параметров осмотической устойчивости 
при облучении in vitro в дозе до 12 Гр [4-7]. 

Атомно-силовая микроскопия (АСМ) 
является методом, позволяющим оценить 
параметры структуры и механических 
свойств поверхности объектов на микро- и 
наномасштабных уровнях. Незначитель-
ные ранние изменения структуры и меха-
нических свойств поверхности объектов 
биологической природы, которые вызваны 
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действием ионизирующего излучения в 
малых дозах, не обнаруживаются на уров-
не целых клеток, но могут быть обнаруже-
ны при исследовании параметров свойств 
поверхности на микро- и наномасштабе с 
помощью АСМ. Так, Spyratou с соавтора-
ми обнаружили увеличение шероховато-
сти поверхности эритроцитов человека, 
оцененной на микромасштабных участ-
ках поверхности эритроцитов, при облу-
чении рентгеновским излучением в дозах 
0,1-2 Гр. Кроме того, эти авторы выявили 
уменьшение модуля упругости эритроци-
тов человека, измеренное с помощью си-
ловой микроскопии, одной их опций АСМ, 
с 20 кПа до 7 кПа для поверхности эритро-
цитов с увеличением дозы рентгеновского 
излучения до 2 Гр [8]. В модельном экс-
перименте с хомячками при облучении in 
vivo рентгеновским излучением в дозе 2-12 
Гр Zang с соавторами также обнаружили 
уменьшение жёсткости эритроцитов крови 
с 12 кПа до 4 кПа и уменьшение процент-
ного содержания в них цитоскелетного 
белка – альфа-спектрина [9]. 

Эритроциты являются основными по 
численности, но не единственными компо-
нентами цельной крови. Действие ионизи-
рующего излучения при облучении крови 
как in vitro, так и in vivo будет включать в 
себя эффекты прямого воздействия излу-
чения на эритроциты, так и эффекты, вы-
званные другими факторами, возникшими 
после реакции других компонентов крови 
с ионизирующим излучением. В модели на 
крысах было показано, что рентгеновское 
излучение в дозах от 0,1 до 1 Гр вызыва-
ет изменение числа форменных элементов 
крови (эритроцитов, тромбоцитов и лейко-
цитов). При дозе облучения 0,5 Гр авторы 
отмечают наибольшие изменения в клеточ-
ном составе крови [10]. 

Разные организмы отличаются разной 
чувствительностью органов, тканей и кле-
ток к действию ионизирующего излуче-
ния. Различие ответов этих биологических 
объектов становится существенным при 
действии ионизирующего излучения в ма-
лых дозах. Среди разных линий мышей ли-

ния BALB/с мышей известна повышенной 
радиочувствительностью и генетической 
предрасположенностью к повышенной ра-
диационно-индуцированной геномной не-
стабильности за счет снижения активности 
ДНК- PKcs [11, 12].

Целью работы являлся сравнитель-
ный анализ изменений параметров струк-
турных и наномеханических свойств по-
верхности эритроцитов человека и мыши 
линии BALB/c при облучении цельной 
крови in vitro рентгеновским излучением в 
дозе 0,5 Гр с помощью метода атомно-си-
ловой микроскопии (PeakForce QNM). 

Материал и методы исследования 

Образцы эритроцитов 

До начала проведения эксперимен-
тальных работ было получено одобрение 
на проведение исследований комитетом по 
этике Гомельского государственного меди-
цинского университета. Образцы крови че-
ловека были взяты у здорового добровольца 
женского пола (возраст 25 лет), который дал 
письменное информированное согласие. 

Для получения образцов плазмы крови 
лабораторной мыши были использованы 
мыши линии BALB/c, самцы в возрасте 
2,5-3 месяца. Животных содержали в усло-
виях стационарного вивария Государствен-
ного научного учреждения «Институт 
радиобиологии НАН Беларуси» на полно-
ценном стандартном пищевом рационе и 
свободным доступом к воде, 12/12-часо-
вом режиме освещения и темноты, соглас-
но установленным нормам. Эксперименты 
выполнялись в соответствии с междуна-
родными рекомендациями «Европейской 
конвенции о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментов или 
в иных научных целях» [13]. Кровь отби-
рали путём декапитации на фоне глубокого 
эфирного наркоза. Венозную кровь поме-
щали в пробирку с 3,2% раствором цитрата 
натрия в соотношении 9:1. Далее образцы 
разделялись на опытный и контрольный в 
равных объёмах. Опытные образцы, объ-
ёмом 0,5 мл облучали рентгеновским излу-
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чением в дозе 0,5 Гр с помощью рентгенов-
ского аппарата биологического назначения 
X-Rad 320 Precision X-ray Inc (напряжение 
на трубке 320 кВ, мощность дозы 98,8 сГр/
мин, фильтр №2 (1,5 мм Al + 0,5 мм Cu + 
0,8 мм Sn) расстояние до объекта 50 см). 
Эритроциты осаждали центрифугирова-
нием в течение 10 мин при 300 g с после-
дующей фиксацией 1% глутаровым альде-
гидом в течение 15 минут при 37⁰C, с по-
следующей двукратной отмывкой фосфат-
но-солевым буфером и дистиллированной 
водой. Высушивали образцы эритроцитов 
при комнатных условиях на стёклах с по-
вышенной адгезивностью.

Атомно-силовая микроскопия 

Оценку адгезионных свойств поверх-
ностного слоя клеток проводили с помощью 
атомно-силового микроскопа BioScope 
Resolve в режиме записи PeakForce QNM 
на воздухе иглой-зондом SCANASYST-
AIR с радиусом закругления 2 нм с пико-
вой нагрузкой 500 пН. В каждой точке ска-
на (250 нм × 250 нм, 256 × 256 пикселей, 
f=0,5 Гц, F(пиковая) = 500 пН) автомати-
чески проводилась запись силовой кривой, 
по параметрам которой в выбранной точке 
оценивалась сила адгезии. 

Анализ данных 

Обработку полученных АСМ-
изображений проводили с помощью про-
граммы NanoScopeAnalysis 1.8. Определя-
ли шероховатость (Rq) АСМ-изображений, 
полученных по каналам Height sensor, 
Adhesion. Перед расчётом шероховатости 
корректировали наклон участков с помощью 
функции Flatten. Пространственный период 
(Т) оценивали с помощью построения кри-
вых спектральной плотности (опция Power 
Spectral Density) для карт сил адгезии, по 
кривым определяли частоту, соответствую-
щую её максимуму, которую затем переводи-
ли в пространственный период (в нм). 

Статистическая обработка данных 
проводилась с помощью программы SPSS 
Statistics 17.0, Microsoft Excel и программы 
свободного доступа Statistical Kingdom. 
Нормальность распределения оценивали 

методами Колмогорова-Смирнова и Шапи-
ро-Уилка. Результаты статистического ана-
лиза представлены в виде медианы и границ 
интерквартильного интервала: Me (Q1; Q3) 
или среднего выборочного и границ 95% 
доверительного интервала (М±ДИ). Срав-
нение выборочных параметров проводили 
с использованием t-критерия Стьюдента, 
критерия Манна-Уитни, критерия Круска-
ла-Уоллиса с поправкой Бонферрони.

Результаты исследования

На рисунке 1 представлены трехмерные 
АСМ-изображения эритроцитов контрольной 
и опытной выборок для человека и мыши. 

В литературе отмечается, что при воз-
действии ионизирующего излучения в 
относительно низких дозах могут иметь 
место такие изменения морфологии эри-
троцитов, как эхиноцитоз и анизоцитоз. 
Так, авторы работы [5] после облучения 
крови в дозах 3-12 Гр отмечают умень-
шение радиуса клеток и увеличение про-
центного содержания в крови эхиноцитов 
с 3 до 60%. В наших опытах при облуче-
нии крови человека и мыши в дозе 0,5 Гр 
не обнаружено статистически значимого 
различия в диаметре эритроцитов и про-
центном содержании эхиноцитов в кро-
ви. Диаметры эритроцитов контрольной 
и опытной выборок оцененные по АСМ-
данным были для человека 6,54±0,28 мкм 
и 6,83±0,24 мкм, для мыши 4,92±0,07 мкм 
и 5,00±0,06 мкм (р>0,05, критерий Стью-
дента), соответственно. Для дальнейшего 
анализа параметров наноархитектоники и 
наномеханических свойств поверхности 
эритроцитов в нашей работе были выбра-
ны дискоциты. 

Мы записали и изучили параме-
тры АСМ-изображений (карт различных 
свойств) микромасштабных участков по-
верхности эритроцитов размером 250 нм × 
250 нм (рисунок 2). Такие малые участки 
поверхности клеток имеют размеры, срав-
нимые с пределом разрешения светового 
микроскопа, и не видны с помощью клас-
сических методов световой микроскопии. 
Одной из характеристик структуры поверх-
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ности является параметр шероховатости, 
который зависит от масштаба, т.е. от разме-
ров анализируемого участка поверхности. 
С увеличением размеров участка поверх-
ности, как правило, шероховатость увели-
чивается. Для участков поверхности раз-
мером 250 нм × 250 нм шероховатость (Rq) 
топографических карт примерно одинакова 
как для эритроцитов человека, так и эритро-
цитов мыши (1,9-2,4 нм). Нами не выявлено 
существенных изменений шероховатости 
топографии эритроцитов обоих типов орга-
низмов после действия рентгеновского из-
лучения в дозе 0,5 Гр (таблица 1). 

Шероховатость карт силы адгезии участ-
ков поверхности эритроцитов такого же раз-
мера также не зависит от типа организма и 
примерно равняется 1,6-1,7 нН. Как и в слу-
чае топографии, рентгеновское излучение в 
дозе 0,5 Гр не оказывает существенного вли-
яния на этот параметр (таблица 1).

В упомянутом выше исследовании [11] 
шероховатость была для контрольных образ-

цов около 15 нм, это означает, что, хотя авто-
ры работы и не указывали размеры участков, 
для которых анализировали шероховатость, 
но величина параметра свидетельствует, что 
участки были размера значительно больше-
го, чем используемый нами в исследовании 
размер. Авторы цитируемой выше работы 
обнаружили увеличение параметра шерохо-
ватости для топографических изображений 
поверхности эритроцитов человека после 
облучения. С учётом того факта, что авто-
ры работы указывают также увеличение 
процентного соотношения кренированных 
форм эритроцитов в крови после облучения, 
следовательно, установленная ими тенден-
ция может быть следствием искривления 
формы поверхности эритроцитов на микро-
масштабном уровне при их кренировании. 
В нашей работе были проанализированы 
наномасштабные участки поверхности, для 
которых шероховатость практически не из-
менялась после облучения крови рентгенов-
ским излучением в дозе 0,5 Гр. 

Контроль 0,5 Гр

А)   Б)  

В)  Г)  
Размеры области сканирования: 7,13 мкм×7,13 мкм (а), 7,60 мкм×7,60 мкм (б), 6,03 мкм×6,03 мкм (в), 

6,03 мкм×6,03 мкм (г)
Рисунок 1 – Трёхмерные АСМ изображения эритроцитов человека (а, б) и мыши (в, г)
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Контроль 0,5 Гр
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Размер области сканирования – 250 нм×250 нм, разрешение 256×256 пикселей
Рисунок 2 – АСМ-изображения малых участков поверхности эритроцитов 

контрольной и опытной выборок для крови человека и мыши линии BALB/c

Таблица 1 – Шероховатость топографических изображений и карт силы адгезии для 
наномасштабных участков поверхности эритроцитов человека и мыши контрольных и 
облучённых образцов крови (Me (Q1; Q3))

Объект исследования Rq (топография), нм Rq (карты сил адгезии), нН
Контроль 0,5 Гр Контроль 0,5 Гр

Эритроциты человека 2,4 (1,9;3,1) 1,9 (1,8;2,3) 1,7 (1,3;2,4) 1,6 (1,3;1,6)
Эритроциты мыши линии BALB/c 2,4 (2,2;2,6) 2,1 (1,9;2,3) 1,7 (1,5;1,8) 1,7 (1,5;1,9)
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При химической фиксации структуры 
эритроцитов раствором глутарового альде-
гида происходит образование поперечных 
сшивок между белками-элементами мем-
бранного скелета эритроцитов, приводящее к 
увеличению жёсткости мембранного скелета 
эритроцитов и изменению топографии по-
верхности. В местах прикрепления мембран-
ного скелета к плазмалемме поверхность 
эритроцитов при фиксировании и высуши-
вании образцов клеток втягивается вглубь 
пространства клетки, образуя парашют-по-
добные структуры, контуры которых харак-
теризуют пространственные структуры мем-
бранного скелета эритроцитов. Эта ячеистая 
сеть хорошо определяется на картах сил адге-
зии (рисунок 2). Различие пространственной 
структуры мембранного скелета эритроцитов 
можно заметить визуально, сравнивая карты 
сил адгезии для участков поверхности эри-
троцитов крови обоих изученных организмов 
до и после облучения рентгеновским излуче-
нием в дозе 0,5 Гр (рисунок 2).

Проведя статистический анализ карт 
сил адгезии для более 30 участков поверх-
ности клетки для контрольных и облучён-
ных образцов, было выявлено изменение 
формы распределения значений сил адге-
зии, вызванное действием рентгеновского 
излучения в дозе 0,5 Гр (рисунок 3). 

Кривая плотности вероятности рас-
пределения параметра для облученных 
эритроцитов (как для человека, так и для 
мыши) смещена в сторону больших зна-
чений в сравнении с положением кривой 
контрольных выборок для соответствую-
щих организмов (рисунок 3). Вследствие 
отсутствия различий параметра шерохова-
тости карт сил адгезии (характеризующего 
«вертикальную» (перпендикулярную пло-
скости мембраны) структуру поверхности 
эритроцитов) для контрольных и опытных 
выборок различие средних значений сил 
адгезии на этих участках поверхности эри-
троцитов может быть обусловлено измене-
нием параметра, характеризующего «лате-
ральную» (в плоскости мембраны) струк-
туру поверхности эритроцитов.  

Пространственную структуру двумер-
ной сети мембранного скелета эритроцитов 
можно охарактеризовать средним размером 
ячеек этой сети. Оценить этот параметр 
можно с использованием преобразования 
Фурье, определив основную частоту (гар-
монику) в полученном спектре, которую за-
тем можно перевести в пространственный 
период, значение которого и является сред-
ним размером ячеек мембранного скелета 
эритроцитов. Оцененный таким образом 
пространственный период карт сил адгезии 
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Рисунок 3 – Плотность вероятности распределения средней силы адгезии 

(в отн. ед.), оцененной для малых участков поверхности эритроцитов 
контрольной и опытной выборок для крови человека (а) и мыши линии 
BALB/c (б) относительно медианных значений контрольных выборок
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для участков поверхности изучаемых вы-
борок представлен в таблице 2. По данным 
Nans с соавторами среднее расстояние меж-
ду точками прикрепления актин-спектрино-
вой сети к мембране эритроцитов в норме 
приблизительно равно 46,0±16,0 нм [14]. 
Это значение совпадает с нашими данными 
как для эритроцитов человека, так и эритро-
цитов мыши контрольных образцов. 

Полученные данные указывают на су-
щественное увеличение размеров ячейки 
сети мембранного скелета эритроцитов по-
сле облучения рентгеновским излучением 
в дозе 0,5 Гр для изученных типов организ-
мов. Этот факт может свидетельствовать о 
радиационно-индуцированном изменении 
структуры мембранного скелета (умень-
шение её плотности), что может способ-
ствовать или сопровождаться изменением 
проницаемости плазмалеммы и активно-
сти мембранных ферментов. Например, в 
литературе имеются данные об значитель-
ном снижении скорости пассивного транс-
порта глюкозы и активного транспорта ио-
нов кальция при облучении эритроцитов 
рентгеновским излучением in vitro [15].

Заключение

Впервые проведено сравнительное из-
учение и установлен схожий характер изме-
нения параметров наноархитектоники и на-
номеханических свойств поверхности эри-
троцитов человека и мыши линии BALB/c 
после облучения цельной крови рентге-
новским излучением в малой дозе (0,5 Гр). 
Полученные данные свидетельствуют об 
изменении наномеханических свойств по-
верхности эритроцитов обоих организмов, 
связанных с изменениями пространствен-
ной структуры мембранного скелета эри-
троцитов. Результаты работы также указы-
вают на преимущество использования мы-
шей радиочувствительной линии BALB/c 
в модельных исследованиях по изучению 
действия радиации с перспективой экстра-
поляции данных на человека в сравнении 
с мышами широко используемых, но более 
устойчивых к действию радиации, линий, 
например, линии C57BL/6 (B6). 

Работа выполнена в рамках задания 
ГПНИ 3.01.2 «Разработать критерии оценки 
радиационно-индуцированных изменений тка-
ни внутренней среды, основанной на анализе 
структуры и механических свойств клеточ-
ного компонента на моделях in vitro и in vivo» 
(№ГР 20210231 от 15.03.2021).
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NANOARCHITECTONICS AND NANOMECHANICAL PROPERTIES 
OF THE SURFACE OF HUMAN AND MOUSE ERYTHROCYTES 

OF THE BALB/c LINE AFTER IRRADIATION OF WHOLE 
BLOOD WITH X-RAY RADIATION AT A DOSE OF 0,5 Gy

Despite the fact that erythrocytes are considered relatively resistant to the action of ioniz-
ing radiation, the recent literature data have indicated a presence of changes in their properties, 
detected by modern methods when the cell are irradiated at relatively low doses. The aim of 
the work was a comparative analysis of changes in the parameters of structural and nanome-
chanical properties of the surface of human and Balb/c line mouse erythrocytes when whole 
blood was irradiated in vitro with X-ray radiation at a dose of 0,5 Gy using the atomic force 
microscopy in PeakForce QNM mode. There were no significant differences in the roughness 
of the topographic images and the adhesion force maps of the areas of the erythrocyte surface 
with a size of 250 nm × 250 nm for humans and mice, as well as its changes after the action of 
X-ray radiation. For nanoscale areas of the cell surface, an increase in the average values of the 
adhesion force and the spatial period corresponding to the average cell size of the membrane 
skeleton network of erythrocytes after the X-ray irradiation of blood was found. The obtained 
data indicate low-dose radiation-induced changes in the parameters of the adhesive properties 
and nanoarchitectonics of the cell surface that areassociated with changes in the spatial struc-
ture of the membrane skeleton of erythrocytes.

Key words: Atomic force microscopy, red blood cells, X-ray radiation, human, mouse, 
nanomechanical properties
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