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Material and methods. The methods of optic and atomic-force microscopy were used in the study. 
Results. A variety of erythrocyte shapes with such prevalent types as discocytes, spherocytes, and echinocytes 

were revealed in the blood of the patients. The surface of certain cells contained microvesicules. The spatial hetero-
geneity of the structure of mechanical property maps of the cell surface layer was detected.  

Conclusion. The diversity of erythrocyte features in patients with hereditary spherocytosis is present both at the 
level of the cell shapes and at the level of the structure of mechanical property maps of their surface layer. 

Key words: atomic-force microscopy, erythrocytes, cytoskeleton, hereditary spherocytosis. 
 
 

Введение 
Гемолитические анемии (ГА) в детском 

возрасте по частоте распространения уступают 
только железодефицитным анемиям. Главным 
признаком ГА является уменьшение продолжи-
тельности жизни эритроцитов (менее 90 дней). 
Наследственный сфероцитоз (НС) является 
наиболее часто встречающейся формой гемо-
литических анемий в Европе. Распространен-
ность НС порядка 1 случай на 5000 населения, 
но считается, что при учете более легких форм 
болезни может возрастать до 1 на 2000 [1–3]. НС 
встречается у большинства этнических групп и 
может проявиться в любом возрасте, легкие 
формы часто диагностируются у взрослых лю-
дей [4]. Несмотря на то, что НС в большинстве 
случаев протекает доброкачественно, вследствие 
интенсивного гемолиза с возрастом повышает-
ся риск избыточного накопления железа, что 
приводит к сахарному диабету, поражению 
печени, сердца, эндокринным аномалиям [4]. 

Типичными проявлениями наследственно-
го сфероцитоза являются гемолитическая ане-
мия, желтуха, образование камней в желчном 
пузыре и спленомегалия. Характерны для 
наследственного сфероцитоза также ретикуло-
цитоз и сниженная осмотическая стойкость 
эритроцитов. Тяжесть состояния определяется 
по уровням гемоглобина, билирубина, числу 
ретикулоцитов [5]. 

При НС повышено количество ретикуло-
цитов с или без анемии, объем эритроцитов 
(MCV, Mean Corpuscular Volume) в норме или 
снижен, а концентрация гемоглобина в них по-
вышена (MCHC, Мean Corpuscular Hemoglobin 
Concentration). Показатель распределения эритро-
цитов по объему (RDW — red blood cell 
distribution width) увеличен [6]. Соотношение 
MCHC/MCV было предложено использовать 
для скрининга НС у новорожденных [7]. В ди-
агностике НС используют различные модифи-
кации теста на осмотическую резистентность и 
основанный на проточной цитометрии тест с 
эозин-5-малеимидом [5, 6]. В качестве допол-
нительного метода исследования используют 
электрофорез белков мембраны в полиакрила-
мидном геле (SDS-PAGE), который позволяет 
выявить дефект определенного структурного 
белка мембраны и цитоскелета [5, 6]. 

Для НС характерны дефекты структуры 
белков мембраны и цитоскелета и соответ-

ствующих им генов. Чаще всего имеет место 
нарушение структуры анкирина, спектрина ( 
или ), белка полос 3 и 4.2 [8]. Многие вопро-
сы строения мембранного скелета эритроцитов 
еще требуют дальнейшего изучения [9]. 

Современным методом исследования струк-
турно-механических свойств поверхности кле-
ток является атомно-силовая микроскопия 
(АСМ). Оценка с помощью атомно-силового 
микроскопа структуры и механических свойств 
отдельных клеток дает важную информацию, 
дополнительную к их усредненным парамет-
рам, получаемым при изучении клеточных по-
пуляций [10]. С помощью АСМ изучены осо-
бенности поверхности эритроцитов при дефи-
ците глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы [11], 
выявлены существенные изменения мембран 
эритроцитов при НС после выполненной спле-
нэктомии [12], что позволило авторам реко-
мендовать АСМ-метод для мониторинга эф-
фективности лечения.  

Цель исследования 
Изучить с помощью оптической микро-

скопии и атомно-силовой микроскопии (кон-
тактный режим сканирования) форму клеток и 
структуру карт механических свойств микро-
масштабных участков поверхности эритроци-
тов детей при наследственном сфероцитозе. 

Материалы и методы 
Образцы клеток. В работе исследованы 

эритроциты периферической крови 5 пациен-
тов РНПЦ радиационной медицины и экологии 
человека с наследственным сфероцитозом 
(НС) с различными вариантами клинического 
течения (3 пациента с течением средней тяже-
сти, из которых 1 обследовался после гемот-
рансфузии, и 2 — с тяжелым течением, из ко-
торых 1 — после спленэктомии). Венозную 
кровь забирали в пробирки с антикоагулянтом 
ЭДТА. Эритроциты фиксировали глутаровым 
альдегидом (1 % раствор) в течение 15 минут 
(37 С), отмывали три раза раствором Хэнкса и 
два раза дистиллированной водой, затем по-
мещали на стеклянные пластины и высушива-
ли на воздухе при комнатной температуре.  

Оптическая и атомно-силовая микроскопия. 
Анализ морфологии эритроцитов проводили с 
помощью световой микроскопии. АСМ-иссле-
дования поверхности клеток проводили на 
атомно-силовом микроскопе «НТ-206» («Мик-
ротестмашины», Беларусь) в режиме записи 
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карт рельефа и карт латеральных сил при кон-
тактном методе сканирования иглой-зондом 
CSC38 («MikroMasch», Эстония): уровень B, 
коэффициент жесткости 0,03 Н/м (22 ± 5 С, 
влажность 55 ± 10 %). Сканировали участки 
поверхности клеток размером от 1,51,5 мкм 
до 1010 мкм с разрешением 256256 пиксе-
лей и 128128 пикселей на воздухе. Обработку 
АСМ-данных осуществляли с помощью про-
граммы «SurfaceExplore 1.3.11» («Микротест-
машины», Беларусь) [5]. 

Статистический анализ данных. Размер 
выборок для оптической микроскопии состав-
лял 400–1500 клеток для каждого пациента 
(образца крови). Размер выборок по разным 
формам клеток для атомно-силовой микроско-
пии составлял: дискоцитов — 15, сфероцитов — 
25, эхиноцитов — 5 и кодоцитов — 4. Про-
центное содержание различных форм эритро-
цитов в образце крови и диаметр различных 
форм эритроцитов представляли в виде границ 
95 % доверительного интервала. Сравнение 
средних значений различных выборок прово-

дили с помощью критерия Стьюдента для не-
зависимых выборок. 

Результаты и обсуждение 
У пяти пациентов с НС оценивались пока-

затели общеклинического анализа крови: чис-
ло эритроцитов (RBC, Ткл/л), уровень гемо-
глобина (HGB, г/л), гематокрит (HCT, %), 
средний объем эритроцитов (MCV, фл), сред-
нее содержание гемоглобина в эритроците 
(MCH, пг), средняя концентрация гемоглоби-
на в эритроците (MCHC, г/л), показатель рас-
пределения эритроцитов по объему (RDW, %) 
и число ретикулоцитов на 1000 эритроцитов 
(Rt, ‰). 

Пациенты с НС различались по степени 
тяжести течения заболевания, которая опреде-
лялась выраженностью анемического синдро-
ма, уровнями билирубина и ретикулоцитов, а 
также по данным динамического наблюдения. 
Общие клинические показатели крови пациен-
тов с НС, соответствующие дате взятия образ-
цов для оптической и атомно-силовой микро-
скопии, представлены в таблице 1. 

Таблица 1 — Показатели клинического анализа крови 

Образец 
RBC, 
Ткл/л 

HGB, 
г/л 

HCT, 
% 

MCV, 
фл 

MCH, 
пг 

MCHC, 
г/л 

RDW, 
% 

Rt 
‰ 

Образец 1 (легкая степень 
тяжести) 

4,1 116 32,4 78,9 28,3 359 16,0 86 

Образец 2 (средняя степень 
тяжести) 

3,4 109 29,0 84,5 31,7 375 17,5 264 

Образец 3 (средняя степень 
тяжести) 

3,95 116 39,3 101,0 29,3 322 12,3 176 

Образец 4 (после гемот-
рансфузии) 

4,29 103 28,8 67,1 23,9 356 22,7 72 

Образец 5 (после спленэк-
томии) 

5,4 149 39,4 72,5 27,5 379 13,4 29 

 
 

В таблице 2 представлено соотношение 
форм эритроцитов в крови пациентов по дан-
ным световой микроскопии. В крови пациен-
тов с НС значительно снижено содержание 
дискоцитов-нормоцитов: ниже 60 % при сред-
ней и тяжелой степени протекания болезни и 
ниже 70 % после гемотрансфузии и спленэк-

томии. При этом имеет место увеличение ко-
личества сфероцитов в крови пациентов с НС 
свыше 20 %, а после гемотрансфузии и спле-
нэктомии — до 20 %. По данным световой 
микроскопии в образцах крови пациентов с НС 
также увеличено содержание стоматоцитов и 
эхиноцитов. 

Таблица 2 — Содержание (%) различных форм эритроцитов в образцах по данным световой мик-
роскопии 

Образец Сфероцит  Стоматоцит Дискоцит-эхиноцит Эхиноцит Микроцит Нормоцит 
Образец 1 49,11 ± 0,34 4,84 ± 0,76 5,28 ± 0,65 0,73 ± 0,26 1,16 ± 0,49 38,87 ± 0,19 
Образец 2 30,16 ± 1,12 13,80 ± 1,17 10,19 ± 0,45 2,65 ± 0,42 — 43,19 ± 2,02 
Образец 3 23,31 ± 3,99 8,12 ± 0,59 2,92 ± 0,75 9,09 ± 1,05 2,73 ± 0,43 53,83 ± 3,22 
Образец 4 10,67 ± 1,03 3,30 ± 0,47 9,61 ± 1,01 9,01 ± 0,82 4,89 ± 0,49 62,51 ± 1,74 
Образец 5 17,20 ± 1,41 2,68 ± 0,80 12,20 ± 0,92 4,11 ± 1,01 — 63,73 ± 2,13 

 
 

При проведении исследования клеток с по-
мощью АСМ в популяции клеток эритроцитов 

выявлены их следующие основные формы: дис-
коциты-нормоциты, сфероциты с различными 
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