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В норме в микроциркуляторном сосудистом русле форменные элементы крови
функционируют в условиях силового воздействия со стороны смещающихся
слоев движущейся плазмы, так называемого механического “стресса”. В ответ на
механический “стресс” эритроциты и клетки эндотелия экскретируют молекулы
АТФ, выступающие ключевыми участниками межклеточных взаимодействий
посредством активации пуриновых рецепторов на мембранах клеток крови.
В представленной работе с использованием методов атомно-силовой микроско-
пии изучены механические и электрические свойства форменных элементов
крови в условиях механического “стресса” in vitro. При активации пуринергиче-
ской сигнальной системы уровень АТФ в крови увеличился в 2.3 раза по сравне-
нию с контролем. Установлено изменение биофизических свойств плазмалеммы
клеток крови. Жесткость эритроцитов и лимфоцитов увеличилась соответственно
на 29 и 26% (р < 0.05), потенциал поверхности стал более отрицательным соот-
ветственно на 23.5 и 27% (р < 0.05) по сравнению с контролем. Вместе с тем, важ-
ным моментом в проведенном исследовании является установленное увеличе-
ние силы адгезии между эритроцитом и лимфоцитом на 49.7% (р < 0.05), что под-
тверждает важную физиологическую роль эритроцитов в усилении адгезивной
функции лейкоцитов. Полученные данные позволяют заключить, что молекула
АТФ, экскретируемая эритроцитами в условиях механического “стресса”, вы-
ступает ауто- и паракринным регулятором биофизических свойств плазмалеммы
эритроцитов и лимфоцитов, что имеет важное значение в изучении механизмов
межклеточных взаимодействий в микроциркуляторном русле и поиске фармако-
логических регуляторов сосудистого тонуса.
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дуль Юнга, потенциал поверхности, сила межклеточной адгезии
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Изучение паракринных и внутриклеточных эффектов пуринсодержащих молекул,
играющих существенную роль в изменении свойств и функций различных клеток
организма, является одной из проблем современной биологии и медицины [1]. Из-
вестно, что пуриновые рецепторы локализованы практически во всех органах и
тканях, они обнаружены на мембранах кардиомиоцитов, гладких мышечных клеток,
форменных элементов крови и других клеток [2]. Сложность пуринергической сиг-
нальной системы, определяется значительным разнообразием агонистов и пури-
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норецепторов (P1, P2X и P2Y), в том числе их подтипов, обладающих разнообраз-
ными функциями [3].

Известно, что в норме в микроциркуляторном русле форменные элементы крови
функционируют в условиях механического “стресса”, в ответ на который эритро-
цитами и клетками эндотелия экскретируются молекулы АТФ [4], выступающие
ключевыми лигандами, активирующими пуриновые рецепторы клеток крови.
В сосудистом русле участниками межклеточных взаимодействий являются клетки
крови трех популяций – эритроцитарной, лейкоцитарной и тромбоцитарной, а
также клетки эндотелия сосудов. Физиологические эффекты таких взаимодей-
ствий в большинстве случаев зависят от свойств плазмалеммы и функционирова-
ния рецепторного аппарата клеток крови. Такие свойства плазмалеммы как жест-
кость, поверхностный потенциал, адгезивная активность являются ключевыми
при выполнении клетками их функций.

Рядом работ показано, что эндогенный АТФ посредством P2X7-пуринового ре-
цептора лейкоцитов вызывает приток Са2+ [5], что приводит к активации NFAT-ядер-
ного фактора, который наравне с контролем пролиферации лимфоцитов, оказывает
влияние на экспрессию генов, опосредующих нарушение генетических программ,
включая эффекторы иммунных функций, клеточную пролиферацию и клеточную
гибель [6, 7].

Один из эффектов функционирования рецепторов пуринергической сигналь-
ной системы – нарушение кислородного гомеостаза организма и развитие ткане-
вой гипоксии, которые наблюдаются при изменении содержания в кровеносном
русле пуринергических соединений [8]. Активация пуринергических Р2Х-рецепторов
эритроцита сопровождается деполяризацией мембраны за счет входа ионизиро-
ванного кальция через ионную пору канала [2, 7]. При продолжительной активации
рецепторов наблюдается экстернализация фосфатидилсерина на внешней поверх-
ности плазматической мембраны эритроцита, образование активных форм кисло-
рода и апоптоз [9].

В связи с этим, актуальным является изучение роли пуринергической сигналь-
ной системы в функционировании и межклеточном взаимодействии клеток крови
в микроциркуляторном русле. Цель исследования – изучить изменения механиче-
ских свойств и заряда поверхности форменных элементов крови в условиях акти-
вации пуринергической сигнальной системы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные исследования выполнены на крови здоровых людей-добро-
вольцев зрелого возраста от 36 до 59 лет (n = 30), которые проходили клиническое об-
следование в Областной клинической больнице св. Иоасафа г. Белгорода. Забор кро-
ви был проведен из локтевой вены с участием специализированного медицинского
персонала. Исследования выполнены с соблюдением требований Хельсинской де-
кларации, получено предварительное информированное согласие участников экспе-
римента в соответствии с рекомендациями (Декларация по этическим принципам
медицинских исследований, в которых участвуют люди, принятая 52-ой Генераль-
ной Ассамблеей Всемирной Медицинской Ассоциации, Эдинбург, Шотландия, ок-
тябрь, 2000 г.).

Активацию пуринергических сигнальных путей форменных элементов крови
осуществляли путем моделирования механической деформации мембран. Для этой
цели была использована модель механического стресса in vitro согласно методике,
описанной в работе [10]. Каждый образец крови был разделен на опытную и кон-
трольную пробы. Опытные пробы крови подвергали механическому стрессу, кон-
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трольные оставляли без воздействия. Таким образом, общее количество исследо-
ванных образцов было равно 60.

Концентрацию АТФ в крови определяли колориметрическим методом [11].
В исследуемых пробах измеряли оптическую плотность, используя фотометр фо-
тоэлектрический КФК-3 (Россия, 2008) при длине волны 670 нм против физиоло-
гического раствора. Уровень АТФ рассчитывали по разности оптических плотно-
стей между пробиркой, в которой провели гидролиз фосфатных связей, и пробой
без гидролиза фосфатных связей.

Цельную кровь разделяли на эритроцитарную и лейкоцитарную массы путем
центрифугирования при 1500 об./мин в течение 5 мин. Затем из полученной сус-
пензии лейкоцитов с помощью магнита для клеточной сепарации EasySep Magnet
и набора для выделения лимфоцитов EasySep/EasySep Direct Human Total Lymphocyte
Isolation Kit (StemCell) выделяли популяцию лимфоцитов.

Функциональная активность форменных элементов крови тесно связана с био-
физическими свойствами плазмалеммы, которые были изучены с использованием
методов атомно-силовой микроскопии. Жесткость поверхности эритроцитов и
лимфоцитов оценивали по численным данным модуля Юнга. В работе были ис-
пользованы модифицированные зонды АСМ, сделанные коллективом авторов на
основе полимерных микросфер с радиусом закругления 5 мкм. Измерение модуля
Юнга осуществляли на атомно-силовом микроскопе (АСМ) ИНТЕГРА ВИТА
(конфигурация на базе инвертированного оптического микроскопа Olympus IX-71;
производитель NT MDT, Зеленоград, 2009) в режиме силовой спектроскопии по
алгоритму, описанному в работе [12]. Из каждого образца было отсканировано по
20 эритроцитов и лимфоцитов.

Электрические свойства плазмалеммы эритроцитов и лимфоцитов оценивали
путем измерения поверхностного потенциала (ПП) в режиме зонда Кельвина на
АСМ. Подготовка клеточной суспензии для измерения и процедура измерения ПП
осуществлялись по методике, описанной в работе [13]. Использовали кантилеверы
с токопроводящим титановым покрытием серии NSG03/TiN (Nanoworld, США).
Из каждой пробы сканировали по 20 эритроцитов и лимфоцитов, проводили обра-
ботку полученных сканов в программе Nova (NT-MDT, Россия).

Исследование механизмов межклеточной адгезии проводилось на АСМ в режим
силовой спектроскопии. Биосенсорный чип был сконструирован на основе натив-
ного эритроцита и типлеса CSG11 (США) по методике, описанной в работе [14].
Межклеточную силу адгезии измеряли в системе “эритроцит–лимфоцит”, реги-
стрируя силовые кривые с поверхности 20 клеток. Силы адгезии рассчитывали с
помощью программного обеспечения Nova (NT-MDT,Зеленоград, 2009).

Достоверность различий между контрольными и опытными пробами определя-
ли с использованием t-критерия Стьюдента при p < 0.05 с учетом нормального рас-
пределения данных. В работе приведены средние величины (М) и величины стати-
стической ошибки средней (m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В условиях механического стресса концентрация АТФ в крови составила 0.032 ±
± 0.001 мкмоль/л, что в 2.3 раза выше, чем в контрольной группе (0.014 ± 0.001 мкмоль/л).

При активации пуринергической сигнальной системы установлено изменение
механических и электрических свойств эритроцитов. Так, модуль Юнга красных
клеток крови был выше на 29% (р < 0.05), а потенциал поверхности стал более от-
рицательным на 23.5% по сравнению со значениями в контроле (табл. 1).

Модуль Юнга, характеризующий жесткость поверхности лимфоцитов, увели-
чился на 26% (р < 0.05) по сравнению с контролем (табл. 2).
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В опытных пробах крови заряд лимфоцитов стал более отрицательным – сни-
зился на 27% (р < 0.05).

Снижение заряда поверхности форменных элементов крови привело к измене-
нию адгезивной активности в системе “эритроцит–лимфоцит” (рис. 1).

Сила адгезии между эритроцитом и лимфоцитом возросла на 49.7% (р < 0.05) по
сравнению с контрольной группой.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании с использованием различных подходов атомно-си-
ловой микроскопии изучены механические и электрические свойства мембран
эритроцитов и лимфоцитов периферической крови людей зрелого возраста в усло-
виях сдвиговых деформаций (модель механического стресса in vitro), которые были
максимально приближены к физиологическим условиям, происходящим в сосудах
микроциркуляторного русла.

Таблица 1. Биофизические свойства клеточной поверхности эритроцитов

* – статистически значимые различия между показателями по t-критерию Стьюдента (p < 0.05).

Показатели Контроль Опыт

Модуль Юнга эритроцитов, мкПа 4.5 ± 0.2 6.3 ± 0.1*

Потенциал поверхности эритроцитов, мV –14.3 ± 0.8 –18.7 ± 1.2*

Таблица 2. Биофизические свойства клеточной поверхности лимфоцитов

* – статистически значимые различия между показателями по t-критерию Стьюдента (p < 0.05).

Показатели Контроль Опыт

Модуль Юнга лимфоцитов, мкПа 9.16 ± 0.01 11.56 ± 0.02*
Потенциал поверхности лимфоцитов, мV –19.72 ± 0.23 –27.15 ± 0.32*

Рис. 1. Силы межклеточной адгезии в системе “эритроцит–лимфоцит”: опыт – под влиянием механи-
ческого стресса in vitro, контроль – интактная кровь.* – статистически значимые различия между пока-
зателями по t-критерию Стьюдента (p < 0.05).
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В результате проведенных экспериментов было установлено увеличение кон-
центрации АТФ в крови в 2.3 раза по сравнению с образцами без воздействия меха-
нического стресса. Полученные данные свидетельствуют о выделении молекул
АТФ в межклеточное пространство при механической стимуляция, что согласуется
с данными литературы [8, 15, 16].

В эксперименте были установлены изменения биофизических свойств эритро-
цитов. В условиях механической деформации клеток крови увеличилась жесткость
и отрицательный заряд плазмалеммы эритроцитов по сравнению с контролем.
В настоящее время доказано, что на мембране эритроцитов нет специфических Р-ре-
цепторов непосредственно для молекулы АТФ [17], но были идентифицированы
рецепторы для АДФ (ADP-P2Y13) [2] и аденозина (аденозин-A2B) [9]. Ввиду этого,
мы предполагаем, что продукты распада молекул АТФ (в форме АДФ или аденозина)
могли оказать влияние на изменение механических и электрических свойств красных
клеток крови за счет входа ионизированного кальция через ионную пору [18].

Показано, что выброс молекул АТФ клетками крови приводит к увеличению
жесткости лимфоцитов, при этом плазмалемма клеток приобретает более отрица-
тельный заряд. В ряде работ описаны рецепторы P2X семейства, локализованные
на поверхности лимфоцитов, которые представляют собой мембранные ионные
каналы [19]. Возможно, что высвобождение молекул АТФ во время механического
стресса запускает пуринергическую сигнальную систему за счет повышения кон-
центрации цитозольного Ca2 + [20], который необходим для ремоделирования эле-
ментов цитоскелета [21]. Это согласуется с установленным в нашем исследовании
увеличением жесткости клеточной поверхности, которая напрямую зависит от
функциональной активности подмембранных структур цитоскелета.

Важным моментом в настоящем исследовании является установленное увеличение
силы адгезии между эритроцитом и лимфоцитом, что подтверждает важную фи-
зиологическую роль эритроцитов в усилении адгезивной функции лейкоцитов.
Согласно подходу Lattica–Bolcmana показано, что непосредственное взаимодей-
ствие между эритроцитами и лейкоцитами необходимо для увеличения тангенци-
альной силы и крутящего момента, что способствует роллингу лейкоцитов по по-
верхности эндотелиальной стенки в микроциркуляторном русле [22].

Таким образом, активация пуринергической сигнальной системы во время ме-
ханической деформации форменных элементов крови запускает процессы, на-
правленные на увеличение жесткости и отрицательного заряда клеточной поверх-
ности эритроцитов и лимфоцитов. Кроме того, происходит увеличение адгезивной
активности в системе “эритроцит–лимфоцит”. Вероятно, при механической де-
формации красных клеток в микрососудах они могут выполняют регуляторную
функцию, запуская каскад сигнальных процессов, направленных на изменение
биофизических свойств плазмалеммы лейкоцитов, что обеспечивает выполнение
ими своих физиологических функций.
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Change of Mechanical Properties and Charge of the Surface of Formed Elements
of the Blood in the Conditions of Activation of Purinergic Signal System

E. A. Sladkovaa, *, E. A. Shamraya, A. Yu. Tishenkoa, M. Yu. Skorkinaa

aBelgorod State National Research University, Belgorod, 308015 Russia 
*e-mail: sladkova@bsu.edu.ru

Abstract—In the smallest blood vessels, blood elements are subjected to power effects
from moving blood plasma (mechanical stress). In response to mechanical stress, red
blood cells and endothelium cells excrete ATP molecules. ATP is a critical participant in
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cell-cell interactions through activating purine receptors on blood cell membranes. In
the present work, using the methods of atomic force microscopy, we studied the mechanical
and electrical properties of blood cells under conditions of mechanical stress in vitro. When
activating the purinergic signaling system, the level of ATP in the blood increased
2.3 times compared with the control. Changes in the biophysical properties of the plas-
malemma of blood cells were found. The stiffness of erythrocytes and lymphocytes in-
creased by 29% and 26% (p < 0.05), respectively; the surface potential became more
negative by 23.5% and 27% (p < 0.05), respectively, as compared with the control. There
was a significant increase in adhesion force between the erythrocyte and lymphocyte (by
49.7%, p < 0.05), which confirms the important physiological role of erythrocytes in en-
hancing the adhesive function of leukocytes. The data obtained allow us to conclude that
the ATP molecule excreted by erythrocytes under mechanical stress is a paracrine auto-
regulator of the biophysical properties of the erythrocyte and lymphocyte plasmalemma.
Our findings are important for understanding the mechanisms of cell-cell interactions in
the microvasculature and searching for pharmacological regulators of the vascular tone.

Keywords: purinergic signaling system, lymphocyte, erythrocyte, Young’s modulus, sur-
face potential, intercellular adhesion force
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