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В работе методами световой, электронной сканирующей и атомно-силовой микроско-
пии были изучены изменение формы, структуры и механических свойств мембраны эрит-
роцита после обработки цельной человеческой крови пероксинитритом. Установлено, что 
первичными механизмами изменения формы эритроцита (акантоцитоз и сфероцитоз) при 
действии активных форм азота являются фазовое разделение липидов, связанное с пере-
кисным окислением липидов, и агрегация спектрина. 
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The changes in a shape, a structure and mechanical properties of erythrocyte membrane after 
the treatment of whole human blood with peroxynitrite were studied by the methods of light, 
electron scanning and atomic force microscopy. The primary mechanisms of the changes in 
erythrocyte shape (acanthocytosis and spherocytosis) at the action of reactive nitrogen species 
state to be lipid phase separation as a result of lipid peroxidation and spectrin aggregation. 
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Введение 
Активные формы азота могут участво-

вать как в физиологических, так и патоло-
гических процессах в организме [9, 12]. 
Такие активные формы азота, как перокси-
нитрит и диоксид азота, в основном, участ-
вуют в развитии патологических состояний 
организма человека [2, 6, 8]. Активные фор-

мы азота реагируют с белками и липидами 
мембраны эритроцита, изменяя ее механиче-
ские и транспортные свойства, а также 
форму клетки [7, 10, 13, 14]. Часто невоз-
можно выделить роль конкретной актив-
ной формы азота в этих процессах, так как 
в реакциях активных форм одного типа с 
другими молекулами образуются новые 
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типы активных форм азота. Так, при дейст-
вии пероксинитрита на белки одновременно 
присутствуют несколько активных форм азо-
та: HOONO, ONOO-, ONOOCO2

-, NO2 [1, 12]. 
Пойкилоцитоз является характерной чер-

той ряда заболеваний (диабет, нервно-
дегенеративные заболевания), в числе 
ключевых факторов развития которых на-
зывают активные формы азота [3, 4, 5]. 

Цель работы — установление форм 
эритроцитов цельной крови после ее обра-
ботки пероксинитритом, а также механиз-
мов, ответственных за пероксинитрит-
индуцированный пойкилоцитоз. 

Материалы и методы 
Пероксинитрит получали в реакции 

NaNO2 и H2O2 в кислых водных растворах 
с последующим быстрым их защелачива-
нием [15]. В работе использовали NaNO2, 
NaH2PO4, Na2HPO4 производства «Реахим» 
(Россия, ч.д.а.). Остальные реактивы (х. ч.) 
были производства России и Беларуси. Из-
быток H2O2 в растворах пероксинитрита 
удаляли фильтрацией раствора через гра-
нулированный MnO2. Пероксинитрит до-
бавляли в кровь здоровых добровольцев (1 мл) 
в виде капли объемом 5 µл при постоянном 
перемешивании при комнатной температу-
ре (опытные образцы). За контроль брали 
образцы крови, которые не обрабатывали 
пероксинитритом. Степень развития окис-
лительного стресса в опытных образцах 
контролировали по степени окисления внут-
риэритроцитарного гемоглобина. Эритроци-
ты подвергали химической фиксации 1% 
раствором глютарового альдегида, после 
чего отмывали в трех сменах фосфатного 
буфера, а затем — в трех сменах дистил-
лированной воды. Взвесь эритроцитов на-
носили на стеклянную подложку для даль-
нейшего их изучения с помощью световой, 
электронной сканирующей и атомно-силовой 
микроскопии. Световая микроскопия и анализ 
полученных изображений был выполнен с ис-
пользованием светового микроскопа «Olym-
pus» с увеличением 800 и аппаратно - про-
граммного комплекса «Хромосома 1». Скани-
рующая электронная микроскопия была вы-
полнена на напыленных образцах на приборе 
«Cam Scan» (Oxford Instruments, Англия). 

Атомно-силовая микроскопия. Иссле-
дования проводили с помощью атомно-
силового микроскопа (АСМ) НТ-206 (ОДО 
«Микротестмашины», Беларусь). Был вы-

бран контактный режим сканирования. 
Использовались стандартные зонды NSC11 
(Micromash Co., Россия). В данном режиме 
регистрировали изображения топографии, 
угла кручения и отклонения консоли АСМ. 
Изображения угла кручения интерпрети-
ровались как карта неоднородности меха-
нических свойств и состава объекта на уча-
стке сканирования. Исследования проводили 
первоначально на участках 2525 мкм, где 
выбирались дискоциты, а затем на участ-
ках их поверхности размером 55 мкм. 
Расчет модуля Юнга проводили по стан-
дартной методике ОДО «Микротестмаши-
ны», Беларусь. Анализировали 8÷16 изо-
бражений пространственного распределе-
ния угла кручения зонда микроскопа для 
образцов каждого типа (16 мкм2). 

Статистическую обработку экспери-
ментальных данных проводили по стан-
дартным методикам программы Excel 
(n=38,  = 0.05). Результаты статистиче-
ского анализа представлены в виде границ 
доверительного интервала с доверительной 
вероятностью 0,95. Сравнение средних вы-
борочных проводили с использованием 
критерия Стьюдента. 

Результаты и их обсуждение. 
Морфология эритроцитов при обра-

ботке цельной крови пероксинитритом 
Введение пероксинитрита в цельную 

кровь вызывает морфологические измене-
ния эритроцитов. В крови, обработанной 
пероксинитритом, присутствуют эритро-
циты в форме спущенного мяча, акантоци-
ты, эхиноциты, овалоциты и сфероциты. Ми-
нимальная концентрация пероксинитрита, 
при которой наблюдается пойкилоцитоз, из-
меняется от донора к донору и приблизитель-
но равна 300 µМ. При этих концентрациях 
внутриклеточный гемоглобин уже частично 
переходит в мет-форму, что указывает на раз-
витие окислительного стресса в клетке. Изме-
нение формы эритроцита начинается с появ-
ления одного или нескольких выпячиваний на 
поверхности дискоцита (рис. 1, а и б). С уве-
личением концентрации пероксинитрита вы-
пячивания мембраны увеличиваются в разме-
ре, их число растет (рис. 1, в), дискоидная 
форма переходит в овальную или сфериче-
скую. Наблюдаются выпячивания разного 
размера, и они неравномерно распределены по 
поверхности мембраны. Подобные особенно-
сти формы характерны для акантоцита [3]. 
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Рис. 1. Формы эритроцитов (сканирующая электронная микроскопия, ув. 5000). 
На рисунке (а) представлены эритроциты контрольного образца, на рисунках (б) и (в) — 

эритроциты крови, обработанной 2 mM пероксинитритом 
 

 
Рис. 2. Эритроциты крови, обработанной 2 mM пероксинитритом 

(сканирующая электронная микроскопия, ув. 1000). 
 

  

Рис. 3. Трехмерное изображение участков мембраны эритроцита с наложенным 
пространственным распределением угла вращения консоли (атомно-силовая микроскопия). 

Темные области соответствуют областям с более жесткими участками мембраны. 
На рисунке (а) представлен участок мембраны эритроцита из контрольных образцов, 

а на рисунке (б) — участок мембраны эритроцита крови, обработанной 2,5 мМ пероксинитритом. 

а вб

а б 
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Недавно итальянскими учеными было 
обнаружено образование (до 40% от обще-
го числа клеток) подобной формы эритро-
цита (акантоцита) при обработке суспен-
зии эритроцитов 50 µМ пероксинитритом и 
показано, что в подобных выростах скапли-
ваются такие белки эритроцитарной мембра-
ны, как белок полосы 3 и спектрин [10]. В 
наших опытах (при использовании цель-
ной крови) количество акантоцитов было 
меньше 40% от общего числа эритроцитов 
и возрастало с увеличением концентрации 
пероксинитрита. Так, по данным световой 
микроскопии, в контрольных образцах и в 
крови, обработанной 300 М и 2 mM пе-
роксинитритом, процентное соотношение 
акантоцитов и общего числа эритроцитов в 
крови было 1,0±0,8%, 7,4±4,0% (р=0,009), 
22,0±12,0% (р=0,01). При высоких концен-
трациях пероксинитрита наблюдается так-
же рост числа сфероцитов. 

Реорганизация мембраны эритроци-
тов при обработке цельной крови пе-
роксинитритом 

По данным атомно-силовой микроско-
пии после обработки крови пероксинитри-
том наблюдается реорганизация структуры 
мембраны эритроцита — появляются мик-
рообласти с повышенной жесткостью (рис. 3). 
Модуль Юнга мембран эритроцитов, фикси-
рованных 1% глютаровым альдегидом, для 
контрольных образцов равнялся 18,77,5 МПа 
(n=8), а для аномальных областей, обработан-
ных пероксинитритом эритроцитов, — 29,2  
2,6 МПа (р0,001, n=6). 

Фазовое разделение липидов и изме-
нение формы эритроцитов 

Форма эритроцита определяется двумя 
компонентами его мембраны — липидным 
бислоем с включенными в него белками и 
цитоскелетом. Пероксинитрит, как следует 
из литературных данных, реагирует с мо-
лекулами обеих компонент мембраны [8, 9, 
10, 12, 13]. Пероксинитрит в концентрации 
300 µM вызывает 50% агрегацию молекул 
спектрина в буферном растворе [7]. В суспен-
зии эритроцитов в буферном растворе при 
действии 50 µM пероксинитрита наблюда-
ется также скопление спектрина в местах 
выпячиваний мембраны [10].  По нашим 
данным, пероксинитрит в высоких концен-
трациях в цельной крови вызывает сферо-
цитоз. Сфероцитоз, как известно, наблюда-
ется при денатурации спектрина (напри-

мер, вызванной увеличением температуры 
среды до 49–50°С). Таким образом, спектрин, 
как компонент цитоскелета, играет важную 
роль в пероксинитрит-индуцированных изме-
нениях формы эритроцита. Агрегация спек-
трина и скопление его в местах выпячива-
ний мембраны были изучены в модельных 
системах. В цельной крови часть перокси-
нитрита расходуется в реакциях с молеку-
лярными компонентами плазмы, а также с 
другими клетками крови. В наших экспе-
риментах концентрация пероксинитрита, 
реагирующего с эритроцитами (следователь-
но, и со спектрином эритроцитов), меньше, 
чем рассчитанная для цельной крови. Поэто-
му вклад спектринового компонента в про-
цессы изменения формы эритроцита при 
действии пероксинитрита уменьшается. Мы 
полагаем, что пероксинитрит - индуцирован-
ная трансформация формы эритроцита может 
быть также обусловлена изменениями в ли-
пидном бислое мембраны эритроцита. Из 
анализа данных, полученных методами 
атомно-силовой микроскопии, следует, что 
пероксинитрит вызывает фазовое разделе-
ние липидов в результате их перекисного 
окисления уже при концентрации 300 µМ в 
цельной крови. Образуются домены разной 
толщины мембраны с различным липид-
ным составом и механическими свойства-
ми. Благодаря образованию доменов, в со-
став которых входят липиды либо с насы-
щенными, либо ненасыщенными жирными 
кислотами, происходит перераспределение 
белков мембраны. Некоторые белки ис-
ключаются из определенных липидных до-
менов, другие, наоборот, включаются в их 
состав. Липиды с хвостами из ненасыщенных 
и насыщенных жирных кислот различаются 
по пространственной конфигурации [11, 14]. 
Поэтому образование доменов с различным 
липидным составом приводит к изменению 
топографии участков поверхности эритроци-
та. Именно искривление мономолекулярного 
слоя билипидной мембраны считается при-
чиной образования акантоцитов при различ-
ных заболеваниях, обусловленных измене-
ниями в липидном составе, связанных, в ос-
новном, с повышением содержания холесте-
рола [3, 4, 5]. В рассматриваемом случае пе-
роксинитрит вызывает образование микрооб-
ластей с различным липидным составом, что 
приводит к вспучиванию мембраны в раз-
личных местах эритроцита. 
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Заключение 
На основе анализа данных световой, 

сканирующей электронной и атомно - сило-
вой микроскопии предлагаются механиз-
мы, ответственные за индуцированный ак-
тивными формами азота пойкилозитоз в 
цельной крови человека. Первичными ме-
ханизмами изменения формы эритроцита 
при действии активных форм азота являет-
ся фазовое разделение липидов в результа-
те перекисного окисления липидов и агре-
гация спектрина, следствием которых яв-
ляется акантоцитоз. 
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РАЗВИТИЕ ВИЛОЧКОВОЙ ЖЕЛЕЗЫ БЕЛОЙ КРЫСЫ 

В ПРЕНАТАЛЬНОМ ОНТОГЕНЕЗЕ 
П.Г. Пивченко, А.А. Пасюк 

Белорусский государственный медицинский университет 

На сериях срезов эмбрионов и плодов белой крысы определены источники развития ви-
лочковой железы. Установлены основные этапы гистогенеза, определены морфометрические 
параметры тимуса в различные сроки эмбриогенеза. Проанализирована динамика изменения 
морфометрических характеристик и выявлены критические периоды развития тимуса. 
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DEVELOPMENT OF THE THYMUS OF A WHITE RAT 
IN PRENATAL ONTOGENESIS 
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On series of cuts of embryos and fetals of a white rat there are determined sources of devel-
opment of the thymus. The basic stages histogenesis are allocated, determined morphometrical 


