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Представлены результаты исследования влияния комплексных воз-
действий различных температур и наночастиц оксида кремния на ме-
ханические свойства эритроцитов и тромбоцитов методом атомно- 
силовой микроскопии. Установлено изменение агрегационных свойств 
клеток после инкубирования при повышенных температурах и с нано-
частицами.
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Введение. На основании выявленных положительных эффектов наноча-
стицы в современной медицине широко используются для направленной адрес-
ной доставки физиологически активных веществ, для обеспечения непосред-
ственного усвоения гидрофобных веществ тканями организма. С целью защиты 
наночастиц от иммунных реакций применяют эритроциты в качестве транс-
портеров. Однако современными исследователями показано возможное нега-
тивное воздействие нанообъектов на функции организма [1]. Токсический эф-
фект искусственных нанообъектов на биологические системы определяется 
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особыми физико-химическими свойствами, структурными особенностями  
и размерами наночастиц [2]. Установлено, что возможно проявление токсиче-
ского эффекта при воздействии металлическими и оксидными наночастица-
ми, величина которого зависит от их размеров и концентрации: большую ток-
сичность проявляют частицы меньшего размера [3] и при более высоких кон-
центрациях [4], экспериментально подтверждено разрушение молекул ДНК 
наночастицами оксида титана [5, 6]. На основании экспериментальных иссле-
дований изменения свойств тканей биологических моделей после перорально-
го введения наночастиц оксида кремния сделаны выводы о возможных рисках 
для организма человека при использовании аморфных частиц (площадь по-
верхности 300 м2/г и выше) в качестве пищевой добавки, вспомогательного 
компонента в фармацевтических препаратах [7]. Внутримышечное введение 
наночастиц меди, железа и кобальта приводит к увеличению числа лейкоцитов, 
эритроцитов, концентрации гемоглобина и его среднего содержания в эритро-
ците [8]. В исследованиях по изучению свойств эритроцитов в суспензии под 
действием нанодисперсного шунгитового углерода показано, что изменения 
формы эритроцитов имели необратимый характер, тогда как изменения степе-
ни агрегации клеток были обратимыми и наблюдались только в присутствии 
наноуглерода, что объясняется образованием комплексов наночастиц углеро-
да с белками мембраны эритроцитов [9].

На основании сказанного выше, считаем, что проведение исследований по 
установлению механизмов взаимодействия и изменений свойств мембран кле-
ток крови является актуальной задачей. Важным является установление изме-
нений и закономерностей, происходящих с биологическими объектами на нано-
уровне. Метод атомно-силовой микроскопии (АСМ) – один из перспективных 
и достаточно широко используемый метод для исследования биологических 
объектов.

Материалы и методы. В работе использованы клетки крови пациентов  
с сахарным диабетом 2 типа (СД2). Средний возраст пациентов среди женщин 
составил 53,6 ± 4,7 лет, среди мужчин – 56,8 ± 3,4 года. 

Эритроциты для исследований выделяли из стабилизированной венозной 
крови пациентов этилендиаминтриацетатом калия К3ЭДТА (Sigma-Aldrich), 
фиксировали 0,5 %-ным раствором глутарового альдегида и наносили на под-
ложки из слюды при температуре 20 ± 5 °С. Для выделения тромбоцитов ве-
нозную кровь стабилизировали 3,8 %-ным раствором цитрата натрия. Образцы 
крови также инкубировали с наночастицами диоксида кремния (Sigma-Aldrich, 
d = 10–30 нм) в физиологическом растворе с концентрацией частиц 0,2 и 1 мг/мл 
при температуре 41–47 °С с интервалом 2 °С в течение 40 и 60 мин. После 
окончания каждого из периодов выделяли эритроциты и тромбоциты, фикси-
ровали 0,5 %-ным раствором глутарового альдегида на подложках из слюды 
для дальнейших проведений исследований методом атомно-силовой мик- 
роскопии. Более подробно методика выделения и фиксации клеток описана  
в работе [10].
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Изменение упругих характеристик клеточных мембран оценивали путем 
расчета модуля упругости по модели Джонсона–Кенделла–Робертса на осно-
вании полученных кривых «подвода – отвода» кантилевера от поверхности 
образца на атомно-силовом микроскопе NT-206 (ОДО «Микротестмашины», 
Беларусь) с использованием стандартных кремниевых зондов NSC 11, жесткость 
3 Н/м («MikroMacsh»), радиус кривизны 50 нм.

Относительное изменение ( )E↓d  параметров Е после комплексного воздей-
ствия наночастиц и температуры рассчитывали по формуле:

   
где Е – модуль упругости мембраны клетки после комплексного воздействия 
температур и наночастиц; Еисх – модуль упругости исходных клеток.

Степень оседания эритроцитов (СОЭ) определяли по скорости их оседания 
в стандартизованных стеклянных капиллярах диаметром 3 и длиной 200 мм 
(«Drager &Heerhorst GmbH & Co. ЛП», Германия) в течение 2 ч наблюдения [11]. 

Результаты и обсуждение. Методом атомно-силовой микроскопии оценено 
комплексное влияние наночастиц оксида кремния и температур на изменение 
структурных и механических свойств эритроцитов и тромбоцитов условно здо-
ровых пациентов и с сахарным диабетом 2 типа (СД2). Учитываем значения, 
превышающие 20 %-ный порог изменения от исходных параметров, включаю-
щий 15 %-ную экспериментальную ошибку и 5 %-ный разброс значений  
локальных механических свойств мембран клетки, связанных с неоднородно-
стью распределения свойств по поверхности. 

Методом АСМ не установлено изменений структуры мембран клеток как 
здоровых пациентов, так и с СД2. Локальные механические свойства мембран 
эритроцитов и тромбоцитов условно здоровых пациентов после инкубирова-
ния с наночастицами и комплексного воздействия температуры и оксида 
кремния не изменяются в пределах 20 %. 

Однако отмечается увеличение значений модуля упругости выше 20 % 
(рис. 1) мембран эритроцитов пациентов с СД2 после воздействия температу-
ры 41 °С в течение 40 и 60 мин (концентрация SiO2 = 0,2 мг/мл), а для тромбо-
цитов – в течение 60 мин (концентрация SiO2 = 1,0 мг/мл), что подтверждает 
полученный нами ранее результат о более высокой термостабильности тром-
боцитов по сравнению с красными клетками [12].

Полученные результаты по оседанию эритроцитов свидетельствуют об из-
менении скорости агрегации эритроцитов на второй стадии в случае инкуби-
рования эритроцитов с наночастицами оксида кремния. С увеличением кон-
центрации возрастают изменения данного параметра. В ряде случаев значе-
ния увеличивались в три раза. При этом на первой стадии характер изменения 
времени и скорости оседания эритроцитов пациентов с СД2 различен и зави-
сит от биохимического состава крови.
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После инкубирования клеток при повышенных температурах показатель 
СОЭ увеличивался в 4–5 раз, что связано с понижением вязкости крови в дан-
ных условиях. Дополнительное введение раствора наночастиц оксида крем-
ния привело к компенсации данных изменений и, как результат, – незначи-
тельному уменьшению значений скорости оседания эритроцитов по сравне-
нию с исходными показателями. Предполагаем, что наблюдаемые эффекты 
связаны с взаимодействием наночастиц с мембраной клетки, возможно, встра-
иванием их в структуру мембраны клетки, и, как следствие, изменение по-
верхностного заряда, что является основным фактором в процессе агрегации 
эритроцитов. После инкубирования при температуре 45 °С наблюдается уве-
личение времени начального периода и резкий рост агрегации клеток на 80 мин 
наблюдения. Наиболее характерные изменения СОЭ после комплексного воз-
действия температур и наночастиц диоксида кремния представлены на диа-
грамме (рис. 2). 

На основании данных АСМ и агрегации эритроцитов можно предполо-
жить о стабилизирующем действии наночастиц оксида кремния на изменения 
свойств мембран клеток после воздействия высоких температуры.

Рис. 1. Изменение значений модуля упругости (в % от относительно среднего значения Е мем-
бран клеток пациентов с СД2) после комплексного влияния температур и наночастиц оксида 
кремния: а – 0,2 мг/мл наночастиц оксида кремния в физиологическом растворе; б – 1,0 мг/мл)

Рис. 2. Изменение скорости оседания эритроцитов после инкубирования при температуре  
41 °С (а) и комплексного воздействия температуры и наночастиц оксида кремния (б)
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Заключение. Установленные закономерности могут быть использованы 
при установлении биохимических механизмов взаимодействия компонентов 
клеточной мембраны с функциональными группами химических соединений, 
а также процессов, протекающих при различных клеточных патологиях.

Работа выполнена в рамках ГПНИ «Энергетические системы, процессы  
и технологии», задание Энергетические системы, процессы и технологии – 2.2.
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