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Молекулы аденозинтрифосфата (АТФ) и производные нуклеотиды способствуют широкому спектру 
клеточных реакций посредством активации пуринергических рецепторов А2- и P2-типов, расположенных 
на клеточной поверхности. Почти каждый тип клеток экспрессирует такие рецепторы, в т. ч. эритроциты и 
лейкоциты. Изучение пуринергической передачи сигналов, опосредующих мобилизацию кальция, полиме-
ризацию актина, хемотаксис, высвобождение медиаторов, оксигенацию тканей, созревание клеток, цитоток-
сичность, гибель клеток и межклеточные взаимодействия в динамике на разных этапах онтогенеза, является 
актуальным направлением современной биологии и медицины. Целью представленной работы явилось изу-
чение биофизических свойств форменных элементов крови при активации пуринергической сигнальной си-
стемы у лиц зрелого и пожилого возраста. В выполненном исследовании для активации элементов пуринер-
гической сигнальной системы применена модель механического стресса in vitro. При анализе образцов крови 
использовались методы атомно-силовой микроскопии – силовая спектроскопия и метод зонда Кельвина. При 
активации пуринергической сигнальной системы показано увеличение концентрации АТФ в крови людей как 
зрелого, так и пожилого возраста. В крови лиц пожилого возраста зафиксировано меньшее количество АТФ 
по сравнению с кровью людей зрелого возраста, что может быть обусловлено изменением экспрессии пури-
новых рецепторов на поверхности эритроцитов при старении организма. Для эритроцитов и гранулоцитов 
людей пожилого возраста при активации пуринергической сигнальной системы характерны более высокие 
жесткость и потенциал поверхности по сравнению с клетками людей зрелого возраста. Жесткость мембраны 
лимфоцитов у людей пожилого возраста увеличивается в большей степени, чем у людей зрелого возраста, 
в ответ на механический стресс. Таким образом, полученные результаты указывают на важную роль моле-
кулы АТФ и ее производных в регуляции работы форменных элементов крови посредством связывания с 
рецепторами Р2-семейства. Исследование изменений биофизических свойств эритроцитов и лейкоцитов при 
активации пуринергической сигнальной системы позволит установить новые эффекты пуриновых соедине-
ний в межклеточном взаимодействии при старении организма.

Ключевые слова: пуринергическая сигнальная система, эритроциты, лейкоциты, потенциал поверх-
ности, модуль Юнга, АТФ, зрелый возраст, пожилой возраст.
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Старение организма неизбежно сопровожда-
ется повышением вероятности развития патоло-
гических процессов, во многом обусловленных 
молекулярно-клеточными изменениями в тка-
нях организма с возрастом [1], а также изме-
нениями реологических свойств крови [2], что 
связано с нарушениями функционального со-
стояния плазмалеммы различных клеток. В ряде 
исследований приведены данные о вовлечении 
рецепторных комплексов на поверхности кле-
ток крови, эндотелиоцитов и кардиомиоцитов в 
развитие различных сердечно-сосудистых пато-
логий – инфаркта миокарда, сердечной недоста-
точности, артериальной гипертензии, инсульта, 
тромбоза [3]. Так, пуринергическая сигнальная 
система участвует в процессах, связанных с де-
генеративными заболеваниями при старении 
организма [4], среди наиболее известных – ате-
росклероз, гипертония, болезнь Альцгеймера, 
болезнь Паркинсона и рассеянный склероз [5]. 
Развитие данных патологических состояний 
связывают с нарушением передачи сигналов, 
опосредованных нуклеотидами и нуклеозидами 
аденина, экспрессией или активностью внекле-
точных эктонуклеотидаз и активацией рецепто-
ров P2X и P2Y на клетках эндотелия сосудов, 
сердечной мышцы, а также на форменных эле-
ментах крови, в т. ч. формирующих иммуноло-
гическую толерантность организма [6]. 

Физиологическая активность иммуно-
компетентных клеток и их непосредствен-
ное участие в межклеточной коммуникации 
в большинстве случаев зависят от свойств 
плазмалеммы. При выполнении основных им-
мунокомпетентных и регуляторных функций 
ключевыми свойствами, которые позволяют 
форменным элементам крови реализовывать 
свои физиологические функции, выступают 
жесткость и потенциал поверхности. 

В связи с вышеизложенным цель работы – 
изучить биофизические свойства форменных 
элементов крови при активации пуринергиче-
ской сигнальной системы у лиц зрелого и по-
жилого возраста.

Материалы и методы. В эксперименте 
использовали кровь практически здоровых 

людей-добровольцев зрелого (45–59 лет) и по-
жилого (60–74 лет) возраста (по 30 человек в 
каждой группе). Забор крови осуществляли из 
локтевой вены с участием специализированно-
го медперсонала. Исследование выполнено с 
соблюдением требований Хельсинкской декла-
рации (с изменениями 2013 года), было полу-
чено информированное согласие всех субъек-
тов эксперимента.

Для активации пуринергической сигналь-
ной системы использована модель механиче-
ского стресса in vitro согласно методике, опи-
санной в работе [7]. Каждый образец крови 
был разделен на опытную и контрольную про-
бы. Опытные пробы крови подвергали механи-
ческому стрессу, контрольные оставляли без 
воздействия. 

С целью оценки концентрации аденозин-
трифосфата (АТФ), вырабатываемого эритро-
цитами при проведении механического стресса 
in vitro, измеряли АТФ в исследуемых пробах 
колориметрическим методом, используя фото-
метр фотоэлектрический КФК-3 (Россия, 2008). 

Разделение проб крови на лейкоциты и 
эритроциты осуществляли путем центри-
фугирования образцов в течение 10 мин при  
1000 об./мин. Надосадочную жидкость и лей-
коцитарное кольцо отбирали, затем центрифу-
гировали 10 мин при той же скорости. Получа-
ли суспензию лейкоцитов. 

Модуль Юнга лейкоцитов измеряли в ре-
жиме силовой спектроскопии на атомно-сило-
вом микроскопе «ИНТЕГРА Вита» (NT-MTD, 
г. Зеленоград) согласно разработанному нами 
способу [8]. Из каждой пробы сканировали по 
20 клеток; таким образом, общая выборка кле-
точной популяции составила по 600 клеток в 
каждой возрастной группе.

Применяемый в настоящее время метод 
зонда Кельвина основывается на двухпроход-
ной методике. На первом проходе определяется 
рельеф поверхности образца с использовани-
ем полуконтактного метода сканирования [9]. 
На втором проходе этот рельеф отслеживается 
при прохождении зонда над образцом на неко-
торой высоте для определения поверхностно-
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го электрического потенциала. Измерение по-
тенциала поверхности (ПП) осуществляли с 
помощью кантилевера с токопроводящим ти-
тановым покрытием серии NSG03/TiN (Nano-
world, США). Из каждой пробы сканировали 
по 15 клеток, обработку полученных сканов 
проводили в программе Nova (NT-MDT). На 
сканах, отражающих распределение потенци-
ала по поверхности лимфоцитов, с помощью 
инструмента «Point Instruments» в программе 
Nova определяли ПП в 10 участках каждой 
клетки, рассчитывали среднее значение для 
всех клеток пробы. 

Экспериментальные данные обрабатывали 
методами вариационной статистики с исполь-
зованием пакета анализа Microsoft Excel 7.0 на 
персональном компьютере. Результаты иссле-
дований представлены в виде среднеарифме-
тических значений с их средними стандартны-
ми ошибками (M±m). Исследуемые параметры 
находились в пределах нормального распреде-
ления. Статистический анализ проводили с ис-
пользованием критерия Стьюдента для 5 %-го 
уровня значимости.

Результаты. Колориметрическим мето-
дом установлено, что при активации пуринер-
гической сигнальной системы концентрация 
АТФ в крови людей зрелого возраста соста-
вила 0,032±0,001 мкмоль/л, а пожилого – 
0,021±0,001 мкмоль/л, что соответственно в 2,3 
и 2,6 раза выше, чем в интактной крови. При 
этом показано, что при моделировании механи-
ческого стресса in vitro в крови людей зрело-
го возраста концентрация АТФ была выше на 
34 % (р < 0,05) по сравнению с показателем в 
группе людей пожилого возраста.

Методом атомно-силовой микроскопии 
установлено, что при активации пуринергиче-
ской сигнальной системы упруго-эластические 
свойства форменных элементов крови в зрелом 
и пожилом возрасте имеют существенные раз-
личия (см. таблицу): модуль Юнга эритроци-
тов и гранулоцитов людей пожилого возраста 
выше соответственно на 34 и 31 % (р < 0,05) по 
сравнению с клетками в группе людей зрелого 
возраста.

В режиме зонда Кельвина атомно-силового 
микроскопа измерен ПП эритроцитов и лейко-

БИОФИЗИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ФОРМЕННЫХ ЭЛЕМЕНТОВ КРОВИ  
ПРАКТИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ ЗРЕЛОГО И ПОЖИЛОГО ВОЗРАСТА  

ПРИ АКТИВАЦИИ ПУРИНЕРГИЧЕСКОЙ СИГНАЛЬНОЙ СИСТЕМЫ in vitro (M±m)
BIOPHYSICAL PROPERTIES OF BLOOD CELLS  

IN APPARENTLY HEALTHY MIDDLE-AGED PEOPLE AND OLDER ADULTS  
AT ACTIVATION OF THE PURINERGIC SIGNALLING SYSTEM in vitro (M ± m)

Тип клеток Группа зрелого возраста 
(45–59 лет, n = 30)

Группа пожилого возраста 
(60–74 лет, n = 30)

Модуль Юнга, мкПа
Эритроциты 2,3±0,1 3,5±0,1*
Гранулоциты 3,5±0,2 5,1±0,1*
Лимфоциты 11,5±0,2 3,6±0,1*

Потенциал поверхности, мВ
Эритроциты –28,4±4,8 –10,7±1,2*
Гранулоциты –46,7±4,3 –17,5±0,6*
Лимфоциты –27,1±0,3 –28,7±0,3

Примечание: * – установлены статистически значимые различия между показателями двух групп обследуемых 
(p < 0,05 по критерию Стьюдента).
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цитов в крови представителей разных возраст-
ных групп в условиях стимуляции пуриновых 
рецепторов (см. таблицу). ПП эритроцитов и 
гранулоцитов в пожилом возрасте стал более 
положительным, что выше соответственно на 
62 и 63 % (р < 0,05) по сравнению с показателя-
ми форменных элементов крови людей зрелого 
возраста.

Обсуждение. Представленное исследова-
ние показало увеличение концентрации АТФ в 
условиях механической деформации мембран 
форменных элементов крови, что подтверж-
дает активацию пуринергической сигнальной 
системы [10]. В крови людей пожилого возрас-
та зафиксировано меньшее количество АТФ по 
сравнению с кровью людей зрелого возраста. 
Возможно, это связано с изменением экспрес-
сии пуриновых А2-рецепторов к аденозину, 
локализованных на поверхности эритроцитов, 
при старении организма [11], т. к. именно эри-
троциты экскретируют АТФ в ответ на механи-
ческий стресс [10]. О различиях в организации 
рецепторного комплекса и функциональной 
активности плазмалеммы эритроцитов у лиц 
зрелого и пожилого возраста свидетельствует и 
установленное нами большее повышение жест-
кости и ПП в условиях механического стресса 
у пожилых обследуемых. Подобные изменения 
могут быть обусловлены нарушениями в соста-
ве сфинголипидов бислоя мембран клеток в по-
жилом возрасте [12]. 

При активации пуринергической сигналь-
ной системы гранулоциты людей пожилого 
возраста становятся более жесткими, чем у 
людей зрелого возраста, при этом ПП повы-
шается, что может указывать на снижение ак-
тивности ферментов при старении и тормозит 
такие функционально важные мембранные 
процессы, как связывание пуриновых рецеп-
торов со вторичными мессенджерами и лиган-
дами [13]. Так, показано снижение экспрессии 
пуриновых рецепторов P2Y1 и P2Y2 в пожи-
лом возрасте [4]. 

Поскольку на клеточном уровне биоэлек-
трические процессы реализуются за счет ра-
боты ионных каналов мембраны [9], пред-

ставляется возможным говорить о сниженной 
проводимости для ионов Са2+ у гранулоцитов 
[14] в крови лиц пожилого возраста по срав-
нению с клетками людей зрелого возраста, что 
согласуется с имеющимися данными [10] о 
функционировании пуриновых рецепторов как 
мембранных каналов. 

В условиях активации пуринергической 
сигнальной системы модуль Юнга лимфоцитов 
людей пожилого возраста, в отличие от грану-
лоцитов, значительно снижается по сравнению 
с показателем для клеток людей зрелого возрас-
та. Подобные изменения могут быть связаны с 
запуском и реализацией пуринергического сиг-
нального каскада посредством работы разных 
рецепторов лимфоцитов и гранулоцитов. Пре-
обладающими подтипами рецепторов пуринер-
гической сигнальной системы на плазмалемме 
гранулоцитов являются P2Y1, 2, 4, 6, 11 [15]. На 
поверхности лимфоцитов в большей степени 
локализованы рецепторы семейства P2X [16]. 

Таким образом, при моделировании ме-
ханического стресса in vitro показано увели-
чение концентрации молекулы АТФ в крови 
людей как зрелого, так и пожилого возраста, 
что указывает на активацию пуринергическо-
го сигнального каскада. При этом при старе-
нии организма количество АТФ в плазме крови 
снижается. Жесткость и ПП эритроцитов и гра-
нулоцитов в условиях механического стресса 
у людей пожилого возраста выше в сравнении 
с представителями зрелого возраста. Одновре-
менно с этим активация пуринергической сиг-
нальной системы приводит к большему сниже-
нию модуля Юнга лимфоцитов при старении 
организма. 

Полученные экспериментальные данные 
могут быть полезны при изучении роли пури-
нергической сигнальной системы в развитии 
возрастных патологий. Понимание особен-
ностей передачи сигналов пуринергическими 
рецепторами имеет решающее значение для 
поддержания нормальных физиологических 
процессов при старении организма.
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INFLUENCE OF THE PURINERGIC SIGNALLING SYSTEM  
ON THE PROPERTIES OF HUMAN BLOOD CELLS AT AGEING 

Adenosine triphosphate (ATP) molecules and nucleotide derivatives contribute to a wide range of 
cellular reactions through the activation of A2 and P2 purinergic receptors located on the cell surface. 
Almost any type of cells expresses such receptors, including red blood cells and white blood cells. 
The study of purinergic transmission of signals mediating calcium mobilization, actin polymerization, 
chemotaxis, release of mediators, tissue oxygenation, cell maturation, cytotoxicity, cell death and cell–
cell interactions in dynamics at different stages of ontogenesis is an important issue in biology and 
medicine today. This paper aimed to explore the biophysical properties of blood cells during the activation 
of the purinergic signalling system in middle-aged people and older adults. To activate the elements of 
the purinergic signalling system, an in vitro model of mechanical stress was used. Blood samples were 
analysed using the methods of atomic force microscopy, namely, force spectroscopy and the Kelvin 
probe. When the purinergic signalling system is activated, an increase in ATP blood concentration is 
identified in the blood of both middle-aged people and older adults. In the blood of older adults, a smaller 
amount of ATP was recorded compared with the blood of middle-aged people, which can be due to 
changes in the expression of purinoreceptors on the surface of red blood cells at ageing. Erythrocytes 
and granulocytes in older adults are characterized by increased surface stiffness and potential upon 
activation of the purinergic signalling system, compared with cells of middle-aged people. In response 
to mechanical stress, lymphocyte membrane stiffness in older adults increases more significantly than in 
middle-aged people. Thus, the results indicate an important role of the ATP molecule and its derivatives 
in the regulation of functioning of blood cells through binding to receptors of the P2 family. Research 
on the changes in the biophysical properties of red blood cells and white blood cells at activation of the 
purinergic signalling system will allow us to identify new effects of purine compounds on intercellular 
interaction during ageing. 

Keywords: purinergic signalling system, red blood cells, white blood cells, surface potential, Youngʼs 
modulus, ATP, middle age, old age.
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