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Аннотация. Влияние молекулы аденозинтрифосфорной кислоты на сигнальные каскады клеток при раз-
ных физиологических состояниях организма, например при нарушении процессов регенерации, вызывает 
особый интерес в научном сообществе. Цель исследования – изучить особенности биофизических свойств 
клеток крови людей зрелого возраста в условиях механической нагрузки, смоделированной путем воспро-
изведения механического стресса in vitro. Материалы и методы. Эксперимент проводился на базе кафе-
дры биохимии Медицинского института Белгородского государственного национального исследовательского 
университета. Изучались образцы крови здоровых людей возрастной категории от 36 до 59 лет (n = 30), про-
ходивших плановое диспансерное обследование в Белгородской областной клинической больнице Святителя 
Иоасафа. Все пробы были разделены на опытные (n = 30) и контрольные (n = 30). Первые были подвергну-
ты механическому воздействию, вторые – оставлены без изменений. В работе применялись такие методы 
атомно-силовой микроскопии, как силовая спектроскопия и метод зонда Кельвина. Жесткость клеточной по-
верхности определялась посредством расчета модуля Юнга. Результаты. Установлено, что в условиях ме-
ханического стресса in vitro заряд клеточной поверхности эритроцитов, сегментоядерных гранулоцитов и 
лимфоцитов стал более отрицательным, а потенциал поверхности плазмалеммы тромбоцитов – более поло-
жительным. При этом жесткость клеточной поверхности эритроцитов и лимфоцитов возросла, а нейтрофи-
лов и тромбоцитов – снизилась. Результаты исследования расширяют знания об изменении биофизических 
свойств клеток крови в условиях механического воздействия. Полученные данные могут быть полезны для 
понимания механизмов взаимодействия между лейкоцитами и тромбоцитами как основными регуляторами 
гомеостатических процессов в кровеносном русле, а также эритроцитами, участвующими в регуляции сосу-
дистого тонуса артериол и, как следствие, тканевой перфузии, у лиц зрелого возраста.

Ключевые слова: люди зрелого возраста, механический стресс in vitro, биофизические свойства кле-
ток крови, заряд клеточной поверхности, модуль Юнга, атомно-силовая микроскопия
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Abstract. The influence of the adenosine triphosphate molecule on cell signalling cascades under different 
physiological conditions, such as disrupted regeneration processes in the body, is of particular interest for scientists. 
The purpose of this research was to study the biophysical properties of formed elements in middle-aged people 
under mechanical stress in vitro. Materials and methods. The experiment was conducted at the Biochemistry 
Department of the Medical Institute, Belgorod State National Research University. We studied blood samples from 
healthy people aged 36 to 59 years (n = 30) undergoing a routine medical examination at St. Joasaph Belgorod 
Regional Clinical Hospital. All samples were divided into experimental (n = 30) and control (n = 30); the former 
were subjected to mechanical action, the latter remained intact. Methods of atomic force microscopy were applied, 
namely, force spectroscopy and the Kelvin probe. Cell surface stiffness was determined by calculating Young’s 
modulus. Results. Under mechanical stress in vitro, the surface charge of erythrocytes, segmented granulocytes, and 
lymphocytes became more negative, while the surface potential of platelet plasmalemma became more positive. At 
the same time, surface stiffness of erythrocytes and lymphocytes increased, while that of neutrophils and platelets 
decreased. The results of this study expand the knowledge about changes in the biophysical properties of blood 
cells under mechanical stress. The data obtained may be useful for understanding the mechanisms of interaction 
between leukocytes and platelets, both being the main regulators of homeostatic processes in the bloodstream, and 
erythrocytes, involved in the regulation of the vascular tone of arterioles and, as a consequence, tissue perfusion, 
in middle-aged adults.
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Известно, что структурные и функциональ-
ные свойства многих клеточных популяций 
зависят от работы сигнальных молекул, в т. ч. 
пуринсодержащих соединений. Изучение воз-
действия данных молекул как на паракринном, 
так и на аутокринном уровнях – весьма пер-
спективная область исследований. Многие фи-
зиологические процессы в клетках зависят от 
краткосрочных пуринергических сигнальных 
каскадов, в т. ч. от агрегации тромбоцитов, вазо-
дилатации и вазоконстрикции сосудов различ-
ного калибра [1]. В свою очередь, долгосроч-
ные пуринергические сигналы контролируют 
клеточный цикл, локомоторную и адгезивную 
активность клеток, процессы канцерогенеза и 
старения [2, 3]. Такие эффекты обусловлены 
присутствием на клеточной мембране пури-
нергических рецепторов, которые активируют-
ся при механическом воздействии [4–6]. 

В настоящее время активно исследуются 
сигнальные каскады, вызванные пуринсодер-
жащими молекулами, которые могут влиять 
на морфофункциональные свойства формен-
ных элементов крови как основной популяции 
клеток организма, отвечающей на самые ран-
ние патологические процессы у людей разных 
возрастных групп. Показано, что возрастные 
изменения организма и связанные с этим пато-
логические преобразования в сердечно-сосуди-
стой системе могут быть обусловлены наруше-
ниями в работе пуринергических рецепторов 
эритроцитов и эндотелиальных клеток [7, 8].  
В литературных источниках приведены данные 
о значительной роли пуринсодержащих моле-
кул в развитии таких патологических состоя-
ний, как инсульт, инфаркт миокарда, гипертен-
зия [1, 9]. Кроме того, для разных возрастных 
групп наблюдаются различия в восприимчиво-
сти к инфекционным агентам, что, несомненно, 
связано с особенностями функционирования 
иммунной системы. В свою очередь, показано, 
что иммунокомпетентные клетки также несут 
пуринергические рецепторы и, как следствие, 
подвержены воздействию пуринсодержащих 
молекул [10].

Цель работы – оценить биофизические па-
раметры клеток крови людей зрелого возраста 
в условиях механического стресса in vitro.

Материалы и методы. Эксперимент вы-
полнен на кафедре биохимии Медицинского 
института Белгородского государственного 
национального исследовательского универ-
ситета. Объект изучения – кровь здоровых 
людей возрастной категории от 36 до 59 лет 
(n = 30), проходивших плановое диспансер-
ное обследование в Белгородской областной 
клинической больнице Святителя Иоасафа. 
Все испытуемые дали добровольное инфор-
мированное согласие на участие в экспери-
менте, который проводился в соответствии 
с этическими принципами Хельсинкской де-
кларации Всемирной медицинской ассоциа-
ции (редакция 2013 года). Все пробы крови 
были разделены на опытные (n = 30) и кон-
трольные (n = 30). Первые подвергались ме-
ханическому воздействию, вторые – оставля-
лись без изменений. Механическое влияние 
было смоделировано на основе стандартной 
методики [11] – путем воспроизведения ме-
ханического стресса in vitro, близкого к усло-
виям воздействия плазмы на клетки крови в 
сосудистом русле. 

Известно, что в результате механического 
воздействия эритроциты выделяют молеку-
лы аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ). 
Для определения концентрации молекул АТФ 
в опытных и контрольных образцах исполь-
зовался фотометр фотоэлектрический КФК-3 
(Россия). Она рассчитывалась согласно спосо-
бу, описанному в [12].

Путем центрифугирования при 1500 об./мин 
в течение 5 мин форменные элементы крови 
разделялись на отдельные популяции – эри-
троциты, лейкоциты и тромбоциты. Для того 
чтобы получить взвесь тромбоцитов, плазма 
крови, содержащая кровяные пластинки, отби-
ралась и дополнительно центрифугировалась 
при 2500 об./мин в течение 15 мин. Лейкоци-
тарное кольцо собиралось в центрифужную 
пробирку, а далее с использованием магни-
та для клеточной сепарации EasySep Magnet 
(STEMCELL Technologies Inc., США) и набора 
для выделения лимфоцитов EasySep/EasySep 
Direct Human Total Lymphocyte (STEMCELL 
Technologies Inc., США) разделялось на грану-
лоциты и лимфоциты. 
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Биофизические параметры разных по-
пуляций клеток крови изучались в режимах 
полуконтактного и контактного сканирова-
ния на атомно-силовом микроскопе (АСМ) 
NTEGRA Vita (NT-МDТ, Россия). В режиме 
зонда Кельвина измерялся поверхностный 
потенциал плазмалеммы в 10 точках, что 
позволило оценить электрические свойства 
мембран эритроцитов, гранулоцитов, лим-
фоцитов и тромбоцитов. Пробоподготовка 
клеток для работы в данном режиме прово-
дилась по методике, указанной в [13]. С це-
лью измерения заряда поверхности клеток 
использовались кантилеверы NSG03/TiN, 
которые имеют токопроводящее титановое 
покрытие. Отрабатывались по 20 клеток из 
каждой популяции в пробе; таким образом, 
исследовано по 400 эритроцитов, лейкоци-
тов и тромбоцитов. 

В контактном режиме АСМ методом сило-
вой спектроскопии измерялся модуль Юнга, 
который является числовым показателем 
жесткости клеточной поверхности. Для рабо-
ты применялись АСМ-зонды на основе поли-
мерных микросфер, полученные по ранее за-
патентованному способу [14, 15]. Из каждой 
пробы сканировались по 20 клеток каждой 
популяции; таким образом, исследовано по 
400 эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов. 
Обработка полученных данных проводилась 
в программе Nova (NT-MDT, Россия). 

Полученные результаты обрабатывались 
методами вариационной статистики. Досто-
верность различий между контрольными и 
опытными образцами определялась с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента при p < 0,05 и 
нормальном распределении. 

Результаты. При механическом стрессе 
было установлено увеличение концентрации 
молекул АТФ в плазме крови в 2,5 раза по срав-
нению с контролем (см. рисунок).

Показано, что при механическом воздей-
ствии на форменные клетки крови происходит 
изменение их биофизических свойств (см. та-
блицу). Заряд клеточной поверхности красных 
клеток крови, гранулоцитов и лимфоцитов в 
опытных образцах был ниже на 23,5; 39 и 47 % 
соответственно (р < 0,05) по сравнению с кон-

трольными. Заряд клеточной поверхности тром-
боцитов в опытных образцах был выше на 41 % 
(p < 0,05), чем в контрольных. 

Изменение концентрации молекул АТФ в плазме 
крови людей зрелого возраста при механическом стрес-
се in vitro (M±m): * – здесь и далее установлены стати-
стически значимые отличия от контрольных образцов по 
t-критерию Стьюдента (p < 0,05)

Changes in the concentration of ATP molecules in the 
blood plasma of people aged 36–59 years under mechanical 
stress in vitro (M ± m): * – hereinafter, statistically significant 
differences from control samples were established according 
to Student’s t-test (p < 0.05)

Изменение биофизических свойств клеток крови  
людей зрелого возраста при механическом стрессе  

in vitro (M±m) 
Changes in the biophysical properties of the blood cells 

of people aged 36–59 years under mechanical stress  
in vitro (M ± m)

Клеточная популяция Контроль Опыт

Заряд клеточной поверхности, мВ
Эритроциты –14,3±0,8 –18,7±1,2*
Гранулоциты –35,7±1,5 –49,7±4,3*
Лимфоциты –21,7±0,2 –32,1±0,3*
Тромбоциты –46,4±1,3 –27,7±1,1*

Модуль Юнга, мкПа
Эритроциты 4,5±0,2 6,3±0,1*
Гранулоциты 4,2±0,1 3,6±0,1*
Лимфоциты 9,2±0,1 11,6±0,3*
Тромбоциты 5,6±0,2 4,1±0,1*
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В условиях активации пуринергической 
сигнальной системы модуль Юнга эритроци-
тов и лимфоцитов увеличился на 29 и 26 % 
соответственно (р < 0,05) по сравнению с кон-
трольными значениями. В то же время грану-
лоциты и тромбоциты имели менее жесткую 
поверхность в условиях механического стрес-
са: модуль Юнга в опытных образцах был ниже 
на 16,8 и 37,0 % соответственно (р < 0,05) по 
сравнению с контрольными.

Обсуждение. В исследовании смодели-
ровано механическое воздействие на клетки 
крови in vitro в условиях, максимально при-
ближенных к естественным, что, по данным 
литературы, вызывает активацию пуринер-
гических рецепторов форменных элементов 
крови [16]. В опытных образцах концентрация 
молекул АТФ оказалась выше в 2,5 раза, что 
подтверждает способность эритроцитов экс-
кретировать молекулы АТФ в ответ на механи-
ческое воздействие со стороны смещающейся 
плазмы [7]. 

Зафиксировано изменение биофизических 
параметров клеток периферической крови при 
механическом стрессе у людей зрелого воз-
раста. Увеличение потенциала плазмалеммы 
и ее жесткости у эритроцитов, вероятно, явля-
ется результатом работы ионных каналов для 
кальция, которые активируются посредством 
P2Y-рецепторов [3, 17, 18]. Активация этих ре-
цепторов на мембране красных клеток крови 
может обуславливать изменения ионного со-
става мембраны и перестройки подмембран-
ных белков цитоскелета [6].

Эффект от механического воздействия про-
явился также в понижении жесткости и изме-
нении заряда поверхности мембраны грануло-
цитов. Это может способствовать изменению 
хемотаксических эффектов и локомоторной 
активности гранулоцитов [19], которые, веро-
ятно, подконтрольны сигнальным каскадам че-
рез пуринергические рецепторы P2Y1, 2, 4, 6, 
11 [20, 21].

Установлено, что в условиях моделиро-
вания механического стресса in vitro жест-
кость лимфоцитов возрастает, в то время как 

мембрана клеток становится более отрица-
тельно заряженной. Известно, что на поверх-
ности лимфоцитов присутствуют рецепторы 
семейства P2X, отвечающие за работу ионных 
каналов [22]. Увеличение концентрации мо-
лекул АТФ активирует пуринергические сиг-
нальные каскады через изменение концентра-
ции ионов Ca2+ [23], который необходим для 
перестройки элементов цитоскелета [24], что 
согласуется с преобразованием жесткостных 
свойств мембраны.

В ходе работы получены новые данные о 
свойствах тромбоцитов. Установлено повы-
шение заряда клеточной поверхности кровя-
ных пластинок, что может быть связано с воз-
действием молекул АТФ на Р2Y-рецепторы 
тромбоцитов [19]. Не исключено, что данный 
эффект имеет существенное значение при вза-
имодействии положительно заряженной плаз-
малеммы тромбоцитов с более отрицательно 
заряженной поверхностью гранулоцитов, что 
сказывается на активации лейкоцитов и фор-
мировании внеклеточных ловушек нейтрофи-
лов [21]. 

Таким образом, нами установлены изме-
нение концентрации молекул АТФ и преоб-
разование биофизических параметров клеток 
крови людей зрелого возраста в ответ на меха-
ническое воздействие. Показано однонаправ-
ленное изменение потенциала поверхности 
эритроцитов и лейкоцитов: заряд их мембра-
ны стал более отрицательным, а заряд мем-
браны тромбоцитов – более положительным. 
Эритроциты и лимфоциты при механическом 
стрессе приобретали более жесткую поверх-
ность, а гранулоциты и тромбоциты, напро-
тив, становились более мягкими. Зафикси-
рованные изменения биофизических свойств 
разных популяций клеток крови указывают 
на существенную роль молекулы АТФ в регу-
ляции функциональных преобразований фор-
менных элементов крови в условиях модели-
рования механического стресса.

Полученные данные свидетельствуют 
и в пользу возможного влияния молекулы 
АТФ на функционирование форменных эле-
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ментов крови посредством пуринергической 
сигнальной системы в группе людей зрелого 
возраста. Результаты нашего эксперимента 
позволяют расширить знания о гомеостати-
ческих процессах в периферической крови, 
в которых непосредственное участие прини-
мают лейкоциты и тромбоциты, и свойствах 
эритроцитов, участвующих в регуляции со-
судистого тонуса артериол и, как следствие, 
тканевой перфузии.

Полученные сведения могут быть исполь-
зованы в дальнейших работах по изучению 

влияния механического стресса на форменные 
элементы крови людей пожилого возраста, 
что позволит исследовать изменения биофи-
зических показателей клеток крови в динами-
ке – в зрелом и пожилом возрасте. Кроме того, 
изучение межклеточных взаимодействий фор-
менных элементов крови даст возможность 
подойти к проблеме поиска и разработки се-
лективных к пуринергическим рецепторам 
фармакологических препаратов, направлен-
ных на коррекцию патологических состояний 
организма.
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