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Цель. Изучить морфофункциональные особенности эритроцита в зависимости от степени тяжести механиче-

ской желтухи.

Материал и методы. Механическую желтуху моделировали на 48 минипигах, морфофункциональные особен-

ности эритроцитов изучали с помощью атомно-силового микроскопа ИНТЕГРА Аура фирмы NT-MDT 

(Россия, Зеленоград).

Результаты. В результате проведенных исследований доказано, что с нарастанием степени тяжести механи-

ческой желтухи происходит трансформация эритроцитов.  Из двояковогнутого эритроцит превращается 

в куполообразный стоматоцит. Наряду с эритроцитами с четко контурированной мембраной и цитоплазмой 

однородной структуры в периферической крови появляются эритроциты с шиповидными выростами 

на билипидном слое мембраны. Средняя шероховатость поверхности сканов эритроцитов уменьшается 

с 40–44 до 26–30 нм2, а дисперсия монотонно уменьшается с 112 до 84 нм2, увеличивается количество нару-

шений целостности мембраны. Объем эритроцита увеличивается до 12,3 ± 2,6 мкм3, внутриклеточное давле-

ние возрастает с 0 кПа для нормальных животных до 2,2 кПа у животных с механической желтухой класса С 

(по Э.И. Гальперину, 2012), что, по всей видимости, способствует разрушению эритроцита.

Заключение. Структурные и физиологические особенности эритроцитов, а также доступность для исследова-

ния делают эритроцит весьма удобной моделью для изучения воздействия экзо-, эндогенных факторов 

и позволяют использовать эритроцит в качестве информативного тест-объекта для оценки состояния организ-

ма при различных патологических процессах, что в свою очередь позволит изучить проблему развития острой 

печеночной недостаточности при механической желтухе, выявить особенности патогенеза и морфогенеза 

и найти путь ее решения.

Клю че вые сло ва: механическая желтуха, печеночная недостаточность, атомно-силовая микроскопия, мембрана 

эритроцита.
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Aim. To study morphofunctional peculiarities of erythrocyte depending on the severity of jaundice.

Materials and Methods. Obstructive jaundice was modeled in 48 pigs. Morphological and functional characteristics 

of red blood cells were studied using atomic force microscope INTEGRA NT-MDT (Russia, Zelenograd).

Results. The study proved that erythrocytes transformation is associated with severity of jaundice. In peripheral blood 

erythrocytes with clearly contoured membrane and homogeneous cytoplasm are observed along with those of domical 

shape and with spinous outgrowths on the membrane. Average roughness of red blood cells surface decreases from 40-44 

to 26-30 nm2, dispersion – from 112 to 84 nm2, violations of membrane integrity increased. Erythrocyte’s volume 

increased up to 12.3 ± 2.6 mm3, intracellular pressure – from 0 kPa in normal animals up to 2.2 kPa in animals with 

obstructive jaundice class C (by E.I. Galperin, 2012) that perhaps contributes to destruction of erythrocytes.

Conclusion. Erythrocytes are extremely convenient model to study the effect of exogenous and endogenous factors due to 

their structural and physiological characteristics, as well as the availability to research them. So red blood cell may be used 

as an informative test object to assess the state of organism in various pathological processes including acute liver failure 

in obstructive jaundice. Moreover, features of pathogenesis, morphogenesis and optimal management may be determined.

Key words: obstructive jaundice, liver failure, atomic force microscopy, red blood cell’s membrane.
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 Вве де ние
Частота заболеваний органов гепатопанкреа-

тодуоденальной зоны, осложненных механиче-
ской желтухой (МЖ), уступает лишь частоте 
острого аппендицита и кишечной непроходимо-
сти и не имеет тенденции к уменьшению.

Послеоперационная летальность в хирургии 
желчевыводящих путей достигает 18–20%. 
Основной причиной, ухудшающей прогноз хи-
рургического лечения больных с механической 
желтухой, является прогрессирующая острая пе-
ченочная недостаточность (ОПН), которая ос-
ложняет течение заболевания у 10–25% больных, 
оперированных по поводу МЖ [1, 2].

В развитии ОПН существенное значение 
имеют такие факторы, как длительность гипер-
тензии в желчных протоках, возраст больного, 
уровень билирубина в сыворотке крови и нали-
чие сопутствующей патологии. При этом в гепа-
тоцитах возникают изменения, свойственные не-
кробиозу: отек пространств Диссе, выраженная 
дистрофия клеток печени со снижением уровня 
фосфолипидов и концентрации гликогена и раз-
витием очагов некроза в печени. При этом масса 
функционально активной печеночной паренхи-
мы уменьшается до критического уровня. 

Весьма значимым звеном патогенеза форми-
рования клеточных проявлений обструктивных 
заболеваний гепатобилиарной зоны является эн-
догенная интоксикация, роль которой в развитии 
ОПН доказана многочисленными исследования-
ми. Компенсация эндогенной интоксикации за-
висит от процессов естественной детоксикации 
организма, которые происходят в трех функцио-
нальных системах – монооксидантной, иммун-
ной и экскреторной. Все детоксикационные си-
стемы организма тесно взаимосвязаны, при этом 
роль “посредника” между ними выполняет сис-
тема связывания и транспорта токсических 
веществ  [3, 4].

Важным звеном этой системы являются фор-
менные элементы крови. Эритроциты, обладая 
значительной общей поверхностью, равной при-
мерно 3000 м2, принимают участие в процессах 
адсорбции целого ряда веществ. Нарушения 
энергетических процессов в эритроците, повреж-
дение его оболочки, изменения в микроокруже-
нии способствуют уменьшению энергетического 
потенциала и соответственно снижению деток-
сикационной функции [5–7].

Сегодня можно уверенно говорить о том, что 
эритроциты не только вовлекаются в патологиче-
ский процесс при гематологических заболевани-
ях, но и подвергаются серьезным структурным и 
функциональным изменениям при болезнях раз-
личного генеза, особенно при патологических 
состояниях, сопровождающихся синдромом на-
растающей эндогенной интоксикации [5].

Повышенный интерес исследователей к эри-
троцитам при заболеваниях, сопровождающихся 
эндогенной интоксикацией, обусловлен их уча-
стием в процессах, связанных с поддержанием 
гомеостаза на уровне организма в целом [8, 9]. 
Помимо присущей им специфической транс-
портной функции эритроциты участвуют в регу-
ляции кислотно-щелочного равновесия, водно-
электролитного баланса, микрореологического 
статуса крови, в иммунных реакциях, связыва-
нии и переносе аминокислот, липидов, вирусов и 
лекарственных средств.

Именно поэтому представляет интерес изуче-
ние микроструктуры эритроцита и его мем-
браны, являющегося своеобразной клеточной 
тест-системой для выявления воздействия эндо- 
и экзогенных факторов и уникальной моделью 
состояния организма при МЖ  различной степе-
ни тяжести.  

Цель исследования: изучить морфофункцио-
нальные особенности эритроцита в зависимости 
от степени тяжести МЖ.
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 Материал и методы
С целью изучения морфофункциональных из-

менений цитоскелета эритроцита в зависимости 
от выраженности МЖ и адаптационных реакций 
организма на декомпрессию желчных путей был 
проведен эксперимент на 48 минипигах массой 
7,05 ± 0,3 кг. Все животные содержались в вива-
рии на стандартном питании со свободным до-
ступом к пище и воде. Исследования проводили 
в одно и то же время суток с соблюдением прин-
ципов, изложенных в Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях.

Регулируемую МЖ моделировали по следую-
щей методике. Животных фиксировали к экспе-
риментальному столику в положении на спине 
и под общим обезболиванием после обработки 
и подготовки операционного поля выполняли 
верхнесрединную лапаротомию. После ревизии 
брюшной полости и печени выделяли общий 
желчный проток в супрадуоденальном отделе, 
пересекали его. Вводили Т-образный дренаж, 
свободный конец которого выводили на холку 
животного. Для создания МЖ конец дренажа пе-
рекрывали. Степень тяжести МЖ оценивали по 
состоянию животного, а также по уровню били-
рубина, активности гамма-глутамилтранспепти-
дазы (ГГТП), аспартатаминотрансферазы (АсАТ), 
аланинаминотрансферазы (АлАТ).

Для того чтобы скоррелировать степень тяже-
сти МЖ человека и животного, определяли соот-
ношение между нормальными значениями били-
рубина и ГГТП человека и животного. 
Соотношение “человек/экспериментальное жи-
вотное” для значений билирубина составило 4/1, 
для ГГТП – 2/1. Соответственно этому корреля-
ционному индексу экспериментальные живот-
ные были распределены на разные классы по 
степени тяжести МЖ.

В соответствии с модифицированной класси-
фикацией Э.И. Гальперина (2012 г.) [2] экспери-
ментальные животные были разделены на 4 груп-
пы. В 1-ю (контрольную) группу вошли 12 жи-
вотных без оперативного вмешательства, во 2-ю 
группу – животные со степенью тяжести МЖ 
класса А, в 3-ю – класса В и в 4-ю – класса С. 
Значения биохимических показателей в зависи-
мости от степени тяжести МЖ представлены 
в табл. 1.

У всех экспериментальных животных при раз-
личных степенях тяжести МЖ была выполнена 
атомно-силовая микроскопия (АСМ) эритро-
цита. Мазки крови исследовали на атомно-сило-
вом микроскопе Integra Aura (NT-MDT, Россия). 
Сканирование поверхности образцов проводили 
в полуконтактном, а при измерении сил адге-
зии – в контактном режиме на воздухе. Ис-
пользовали кремниевые зонды серии NSG01 
(NT-MDT, Россия) жесткостью 7,2 нН/нм, резо-
нансной частотой 190 кГц, при этом длина канти-
левера составляла 125 мкм, ширина – 20 мкм, 
толщина – 3 мкм. В работе использовали про-
граммное обеспечение АСМ NOVA для полу-
чения изображений и программу Image Analysis 
для анализа изображений. Для анализа сканов 
использовали метод мазка крови, на котором вы-
бирались только отдельные эритроциты, чтобы 
исключить механическое воздействие соседних 
клеток и искажение их морфологии. Число клеток 
для анализа варьировало в пределах 50–60 эри-
троцитов для каждого образца, при этом исследу-
емый эритроцит был сканирован как минимум 
дважды: первый раз клетка целиком, второй 
раз – мембрана клетки для анализа ее состояния.

 Результаты и обсуждение
У животных со степенью тяжести МЖ класса 

А билирубин увеличивался до 6–15 мкмоль/л, 
активность ГГТП возрастала до 50 Ед/л. Форма 
цитоскелета эритроцита животных имела форму 
двояковогнутого дискоцита в 80–90% наблю-
дений. С нарастанием МЖ форма цитоскелета 
эритроцита менялась, причем при классе А зна-
чимых изменений морфологии клетки не выяв-
лено (рис. 1).

У животных с МЖ класса В значение билиру-
бина увеличилось до 46 мкмоль/л, активность 
ГГТП – до 193 Ед/л. Форма эритроцита меня-
лась,  приобретая горизонтальную ориентацию, 
на билипидном слое его мембраны появлялись 
шиповидные выросты (рис. 2).

У экспериментальных животных с МЖ  класса 
С концентрация билирубина была выше 
46 мкмоль/л, активность ГГТП – более 193 Ед/л. 
На фоне увеличения тяжести МЖ трансформа-
ция эритроцита нарастала (рис. 3). Цитоскелет 
эритроцита менялся таким образом, что прогиб 
мембраны в центре уменьшался и происходило 

Таблица 1. Биохимические показатели сыворотки крови экспериментальных животных при разных степенях 
тяжести механической желтухи

          
Показатель

                             Группы животных

  контрольная 1 2 3

 Билирубин, мкмоль/л 3–5 6–12 13–46 >46

 ГГТП, Ед/л До 32 33–50 51–193 >193

 АсАТ, Ед/л До 1,51 1,52–2,31 2,32–2,90 >2,90

 АлАТ, Ед/л До 1,31 1,32–2,19 2,19–2,83 >2,83
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увеличение объема эритроцита, при этом его 
площадь практически не изменялась (табл. 2). 

Наряду с клетками, имевшими четко контури-
рованную мембрану и цитоплазму  однородной 
структуры, в периферической крови появлялись 
эритроциты с шиповидными выростами на били-
пидном слое мембраны, увеличивалось количе-
ство нарушений целостности мембраны, а самих 
шиповидных выростов на билипидном слое ста-
новилось значительно больше. 

Исследование шероховатости поверхности 
сканов эритроцита с использованием встроенно-
го программного обеспечения NOVA АСМ ми-
кроскопа показало, что с ростом степени тяжести 
заболевания средняя шероховатость уменьшалась 
с 40–44 до 26–30 нм, а дисперсия монотонно сни-
жалась с 112 до 84 нм2. Область анализа шерохова-
тости ограничивалась мембраной эритроцита. 
Данные по шероховатости косвенно подтвержда-
ют уменьшение островершинности мембран. 

На рис. 4 показаны вертикальные срезы трех-
мерного изображения эритроцита, полученные 
при АСМ, которые отражают трансформацию 
эритроцита у экспериментальных животных.

Рис. 1. Форма эритроцита при МЖ класса А. а – сканограмма; б – диаграмма.

а б

Рис. 2. Форма эритроцита при МЖ класса В. а – сканограмма; б – диаграмма.

а б

Рис. 3. Диаграмма. Вертикальное сечение эритро-
цита в норме и при МЖ. 
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Срез мембраны эритроцита при МЖ класса В 
находится между срезами эритроцитов при МЖ 
класса А и С, но он не отражен на рисунке, по-
скольку создает множество пересечений с други-
ми графиками. 

На рис. 4 видно, что меняется не только вели-
чина прогиба мембраны, но и ее форма – умень-
шается островершинность края эритроцита, 
пропа дает линейный участок между центром 
эритроцита и его краем, координаты максимума 
на срезе мембраны становятся размытыми. При 
МЖ класса С прогиб исчезает полностью, а по-
верхность мембраны эритроцита становится вы-
пуклой. Таким образом, с нарастанием степени 
тяжести МЖ происходит трансформация эритро-
цита: двояковогнутый эритроцит превращается 
в куполообразный стоматоцит.

По всей видимости, увеличение в крови чис-
ленности трансформированных эритроцитов 
у жи  вотных с МЖ не является случайным фак-
том, нарушение структуры эритроцита обуслов-
лено состоянием катион-транспортирующих 
сис  тем, сбалансированностью молекулярной 
орга низации белковых и липидных компонен-
тов мембраны эритроцита и  уровнем аденозин-
трифосфата. Эндогенная интоксикация, разви-
вающаяся на фоне МЖ, нарушает биохимиче-
ские процессы, что в свою очередь вызывает 
изменения структуры и метаболизма эритроцита.  

Программа Image Analysis АСМ Integra Aura 
позволяет определить геометрические параме-
тры эритроцита. Для их установления, расчета 

площади и объема, а также внутриклеточного 
давления применен математический анализ и 
разработаны формулы. Внутриклеточное давле-
ние вычисляли по формуле:

 V        V / S
–– = –––––, при условии S = S0,
 V0      V0 / S0

где V0 – объем нормального эритроцита, V – зна-
чение объема эритроцита на момент исследова-
ния.

Подробные математические расчеты площади 
и объема эритроцита представлены в ранее опу-
бликованных работах [8, 9].

Средняя площадь эритроцита у животных 
с разным уровнем МЖ практически не изменя-
лась, в то же время объем эритроцитов суще-
ственно нарастал и у животных с МЖ класса С 
составил 12,3 ± 2,6 мкм3. Представляются инте-
ресными данные, касающиеся увеличения вну-
триклеточного давления в эритроците, – оно 
происходит на фоне увеличения объема эритро-
цита (см. табл. 2). 

С нарастанием МЖ количество эритроцитов 
с увеличенным объемом значительно возрастало. 
При этом у животных класса С происходит суще-
ственное увеличение полуширины распределе-
ния, что, вероятно, обусловлено разрушением 
мембраны эритроцитов. На рис. 5 представлены 
гистограммы распределения эритроцитов по объ-
ему. Значения объемов эритроцитов в норме на-
ходятся в диапазоне 5–10 мкм3, а у эксперимен-
тальных животных с МЖ класса С они составля-

Таблица 2. Геометрические параметры и давление в эритроците при разной степени тяжести механической 
желтухи

       
 Механическая

  Площадь  Объем  Отношение  Внутриклеточное 
             

желтуха
 эритроцита, эритроцита, к нормальному давление, 

  мкм2 мкм3 значению объема кПа

 Без желтухи 25,0 ± 2,2 7,5 ± 2,0 1,00 ± 0,07 0

 Класс А 24,7 ± 2,4 8,8 ± 1,3 1,07 ± 0,09 0,8

 Класс В 25,4 ± 2,7 10,2 ± 1,9 1,15 ± 0,11 1,6

 Класс С 26,7 ± 2,9 12,3 ± 2,6 1,22 ± 0,16 2,2

Рис. 4. Форма эритроцита при МЖ класса С. а – объемная диаграмма; б – диаграмма.

а б
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ют 9–15 мкм3, причем значимое увеличение 
объема эритроцитов выявлено у животных с МЖ 
класса В и С. При расчете внутриклеточного дав-
ления эритроцитов при МЖ выявили монотон-
ное увеличение этого показателя с нулевого зна-
чения, характерного для нормальных животных, 
до 2,2 кПа у животных с МЖ класса С.

 Заключение 
При механической желтухе изменяется цито-

скелет эритроцита, достоверно увеличиваются 
его объем и внутриклеточное давление. Струк-
турные и физиологические особенности, а также 
доступность для исследования делают эритроцит 
чрезвычайно удобной моделью для изучения дей-
ствия экзо-, эндогенных факторов и позволяют 
использовать его в качестве своеобразного ин-
формативного тест-объекта для оценки состоя-
ния организма при различных патологических 
процессах. Морфофункциональные свойства 
эритроцита являются наиболее общими инте-
гральными показателями функционального со-
стояния организма в целом, дальнейшее иссле-
дование изменений цитоскелета эритроцита при 
разной степени тяжести МЖ с позиции  клеточ-
но-организменных взаимодействий позволит из-
учить проблему развития ОПН при МЖ, выявить 
особенности патогенеза и морфогенеза и найти 
путь ее решения.
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Рис. 5. Гистограмма. Распределение эритроцитов по объ-
ему при МЖ. 
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