
МОРФОМИКА - НОВЫЕ ТЕХНОЛОГИИ52

МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ВЕДОМОСТИ   № 3  2015

АТОМНО-СИЛОВАЯ МИКРОСКОПИЯ МОРФОЛОГИЧЕСКИХ И 
БИОФИЗИЧЕСКИХ ОСОБЕННОСТЕЙ ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ ПРИ РАЗНЫХ 

ТИПАХ САХАРНОГО ДИАБЕТА 
Столбовская О.В.1, Хайруллин Р.М.1, Костишко Б.Б.2, Пчелинцева Е.С.2

THE ATOMIC FORCE MICROSCOPY OF MORPHOLOGICAL AND BIOPHYSICAL 
FEATURES OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES IN DIFFERENT TYPES OF 

DIABETES MELLITUS
Stolbovskya O.V., Khayrullin R.M., Kostishko B.B., Pchelintseva E.S.

1Кафедра анатомии человека (зав. кафедрой – 
профессор Р.М. Хайруллин) медицинского фа-
культета; 2лаборатория материаловедения (зав. 
лабораторией – к.ф.-м.н. Д.В. Козлов) «Научно-
исследовательского института им. С.П. Капицы» 
ФГБОУ ВПО «Ульяновский государственный уни-
верситет» Минобрнауки РФ, г. Ульяновск.

Атомно-силовая микроскопия (далее - АСМ), 
как один из ведущих прикладных нано-техноло-
гических методов исследования клеточных мем-
бран, активно используется в ключевых областях 
биомедицины. Изучение биофизических свойств 
мембран и морфологических параметров лимфо-
цитов с помощью АСМ может дать существенную 
информацию о закономерностях структурных 
изменений их цитоплазматической мембраны в 
процессе развития сахарного диабета, развития 
нарушений метаболизма, микроциркуляции и 
иммунитета. Целью настоящего исследования 
явилось изучение ряда морфологических и би-
офизических особенностей лимфоцитов крови 
пациентов с сахарным диабетом с помощью АСМ. 
Материалом исследования явились лимфоидные 
клетки препаратов крови пациентов с инсулино-
зависимым (ИЗСД) и инсулиннезависимым типом 
сахарного диабета (ИНСД) и практически здоро-
вых добровольцев. Для анализа состояния мем-
браны лимфоцитов использовали сканирующий 
зондовый микроскоп Solver P47-PRO (NT-MDT, 
Россия). Сканирование клеточной поверхности 
мембраны лимфоцитов крови проводили с ис-
пользованием кремниевых зондов серии PNP-
DB-20 (NT-MDT) с жёсткостью 0,06 Н/м, радиусом 
закругления 10 нм. АСМ-изображения клеток 
анализировали с помощью программы Nova. На 
основании анализа АСМ-изображения опреде-
ляли морфологические параметры лимфоцитов: 
диаметр, высоту, площадь, объём; а также биофи-
зические параметры: модуль Юнга, силу адгезии, 
шероховатость лимфоцитов крови. Результаты ис-
следования показали, что при сахарном диабете 
происходит значительное повышение жёсткости 

мембран лимфоцитов крови по сравнению с 
аналогичными показателями лимфоцитов крови 
здоровых людей. Адгезивные свойства и рельеф 
поверхности лимфоцитов при разных типах сахар-
ного диабета различаются. У пациентов с ИЗСД 
значения силы адгезии и шероховатости клеток 
выше, чем у пациентов с ИНСД. Морфометриче-
ские параметры лимфоцитов крови пациентов с 
ИЗСД также превышают аналогичные параметры 
пациентов с ИНСД. Выявленные с использовани-
ем АСМ морфологические и биофизические осо-
бенности лимфоцитов крови пациентов с разными 
типами сахарного диабета могут иметь патогене-
тическое значение в развитии иммунологических 
нарушений, возникающих при этом заболевании.

Ключевые слова: атомно-силовая ми-
кроскопия, клеточная мембрана, лимфоциты, 
сахарный диабет 

The atomic force microscopy (hereinafter 
- AFM) is one of the leading applications of Nano-
technological research methods of cell membranes 
widely used in key areas of biomedicine. The study 
of the biophysical properties of the membrane 
and morphological parameters of lymphocytes by 
AFM can provide essential information about the 
patterns of structural change of the cytoplasmic 
membrane in the development of diabetes, disorders 
of metabolism, microcirculation and immunity. The 
purpose of this study was to investigate a number 
of morphological and biophysical characteristics of 
blood lymphocytes of patients with diabetes mellitus 
by AFM. The material of the study was lymphoid cells 
of peripheral blood of patients with insulin-dependent 
(IDDM) and non-insulin dependent type of diabetes 
mellitus (NIDDM), and healthy volunteers. For 
analysis of the membrane of lymphocytes was used 
a scanning probe microscope Solver P47-PRO (NT-
MDT, Russia). Scanning cell surface of the membrane 
of blood lymphocytes were performed using silicon 
probes series PNP-DB-20 (NT-MDT) with a hardness 
of 0.06 N/m, with the radius of curvature of 10 nm. 
AFM images of the cells were analyzed using the 
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computer program Nova. Based on analysis of AFM 
images were determined morphological parameters 
of blood lymphocytes: diameter, height, area, volume; 
and biophysical parameters: Young’s modulus, 
strength, adhesion, roughness. The results showed 
that in Diabetes mellitus is a significant increase in 
membrane rigidity blood lymphocytes as compared 
to those of the blood lymphocytes of healthy people. 
The adhesion properties and surface topography 
of lymphocytes in different types of diabetes is 
differing. At patients with IDDM values ​​of adhesion 
strength and roughness of cells is higher than in 
patients with NIDDM. The morphometric parameters 
of blood lymphocytes of patients with IDDM also 
exceed similar parameters in patients with NIDDM. 
Identified using AFM morphological and biophysical 
characteristics of peripheral blood lymphocytes of 
patients with different types of diabetes may have a 
pathogenic role in the development of immunologic 
disorders occurring in this disease.

Key words: atomic force microscopy, cell 
membrane, lymphocytes, diabetes mellitus

Введение. При сахарном диабете про-
исходят нарушения углеводного и липидного 
обмена, развиваются аутоиммунные реакции, 
которые в свою очередь являются факторами 
риска развития сосудистых осложнений[1, 2]. В 
условиях гипергликемии, повышения содержания 
липопротеидов в крови, окислительного стресса 
закономерно возникают структурные нарушения 
клеточной мембраны, которые проявляются, в 
том числе и в изменениях биофизических свойств 
лимфоцитов крови [3, 4, 5]. Наиболее важными 
из них являются изменения упруго-эластических 
свойств, жёсткости мембран, шероховатости, 
которые определяют способность лимфоцитов 
к адгезии, перемещению по сосудам и хомингу. 
Структурная дезорганизация цитоплазматической 
мембраны лимфоцитов при сахарном диабете 
может создавать предпосылки к нарушению их 
функциональной активности в процессе развития 
инсулинозависимого (ИЗСД) и инсулиннезави-
симого диабета (ИНСД). АСМ как один из веду-
щих прикладных нано-технологических методов 
исследования клеточных мембран в последнее 
время активно используется в ключевых областях 
биомедицины. Несмотря на то, что этот вид неоп-
тической микроскопии появился сравнительно 
недавно, разработан целый спектр методических 
приёмов к измерению поверхностных локальных 
свойств мембраны различных клеток [1, 2]. Изуче-
ние биофизических свойств мембран и морфоло-
гических параметров живых лимфоцитов с помо-
щью АСМ может дать существенную информацию 
о закономерностях указанных выше изменений у 
пациентов с сахарным диабетом [6, 7, 8, 9].

Цель исследования - изучить морфоло-
гические и биофизические особенности живых 
лимфоцитов пациентов с сахарным диабетом с 
помощью атомно-силовой микроскопии.

Материал и методы исследования. 
Материалом для исследования послужили лим-
фоидные клетки препаратов крови пациентов с 
инсулинозависимым (ИЗСД) и инсулиннезависи-
мым сахарным диабетом (ИНСД). Исследованы 
препараты крови 20 пациентов отделения эндо-
кринологии ГУЗ «Ульяновская областная клини-
ческая больница № 1» Минздрава Ульяновской 
области. Пациенты с ИЗСД получали человече-
ский рекомбинантный инсулин в индивидуальной 
дозе по интенсифицированной схеме. В качестве 
контроля использовали лимфоциты препаратов 
крови 10 практически здоровых добровольцев. 
Кровь стерильно забирали из локтевой вены в 
пробирки с гепарином в процедурном кабинете 
отделения эндокринологии ГУЗ «Ульяновская об-
ластная клиническая больница № 1» Минздрава 
Ульяновской области. На все виды исследований 
были получены разрешения локальной этической 
комиссии ФГБОУ ВПО «Ульяновский государ-
ственный университет» Минобрнауки РФ. Все 
исследования проводились с соблюдением прав 
и свобод, определённых законодательством РФ, 
этическими нормами и принципами в соответ-
ствии с Декларацией Хельсинки (1964) со всеми 
последующими дополнениями и изменениями, 
регламентирующих научные исследования на 
человеке, а также международным руководством 
для биомедицинских исследований с вовлече-
нием человека (International ethical guidelines for 
biomedical research involving human subjects) Со-
вета международных организаций медицинских 
наук (CIOMS). Все процедуры исследований были 
обезличены в соответствии требованиями п. 3 ст. 
6 действующего Федерального закона РФ 152-ФЗ 
«О персональных данных». 

Лимфоциты крови выделяли в градиенте 
плотности фиколла-верографина (ρ=1,092 г/см3). 
Полученную суспензию лимфоцитов объёмом 100 
мкл культивировали в чашках Anumbra в растворе 
Хенкса при 37°С и 5% СО2 в течение 20 минут для 
обеспечения спонтанной адгезии к пластиковой 
подложке. Затем производили смену среды Хен-
кса на питательную среду 199, содержащую 0,3 мг/
мл L-глутамина, 100 мкг/мл гентамицина и инкуби-
ровали в ней клетки в течение 60 минут. Для ана-
лиза состояния мембраны лимфоцитов исполь-
зовали сканирующий зондовый микроскоп Solver 
P47-PRO (NT-MDT, Россия). На каждом препарате 
проводили сканирование 15 и более лимфоцитов 
в контактном режиме в водной среде (рис. 1-А). 
Сканирование мембраны клеточной поверхности 
лимфоцитов крови проводили с использованием 
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кремниевых зондов серии PNP-DB-20 (NT-MDT) с 
жёсткостью 0,06 Н/м, радиусом закругления 10 нм. 
Полученные изображения поверхности клеточной 
мембраны лимфоцитов обрабатывали с помощью 
программы Nova (NT-MDT, Россия). Определяли 
следующие морфометрические параметры кле-
ток: диаметр (d, μm) и высоту (h, μm) в микроме-
трах, площадь в квадратных микрометрах (S, μm2), 
объём клеток в кубических микрометрах (V, μm3) 
при помощи соответствующих опций программы 
(рис. 1-Б, 1-Г).

Для изучения биофизических параметров 
клеточной мембраны лимфоцитов в норме и при 
сахарном диабете оценивали модуль изометри-
ческого сжатия мембраны (модуля Юнга), харак-
теризующего способность клетки к деформациям, 
возникающим при взаимодействии мембраны с 
вершиной зонда АСМ, при этом считали, что чем 
больше его значения, тем меньше упругие дефор-
мации клетки. Модуль Юнга клеточной мембраны 
лимфоцитов измеряли в мегапаскалях (MPa). Для 
расчёта модуля Юнга использовали модель Герца 
[10]. Из полученных серий силовых кривых (рис. 
1-В) рассчитывали модуль Юнга в соответствии с 
моделью Герца для полусферического зонда [10]. 
Кроме этого, на основании морфологических дан-
ных, также полученных методом АСМ, вычисляли 
площадь соприкосновения клетки с подложкой, 
объём и коэффициент уплощённости по форму-
ле для шарового сегмента, который выражали в 

относительных единицах [11]. 
Для характеристики шероховатости по-

верхности образцов использовали среднюю 
арифметическую шероховатость (Ra), измеряе-
мую в нанометрах (nm, рис. 1-В). Сила адгезии 
зонда к мембране лимфоцитов определялась по 
участку силовой кривой отвода, соответствую-
щему отрицательному изгибу кантилевера перед 
отрывом от поверхности клетки (рис. 1-Д). Силу 
адгезии мембраны лимфоцитов измеряли в на-
ноньютонах (nN). Все полученные изображения 
сканированных поверхностей клеточных мембран 
обрабатывали в программе Nova 1.0.26.1443. 
Статистическую обработку производили с помо-
щью программы «Statistica 8.0, StatSoft Inc. (США) 
Статистическую значимость различий оценивали 
на основе U-критерия Манна-Уитни, за значимые 
принимали различия на уровне значимости 95% 
(p<0,05). 

Результаты ислледования и их обсужде-
ние. В результате АСМ-сканирования получены 
следующие морфометрические данные характе-
ризующие лимфоциты крови пациентов с сахар-
ным диабетом. Лимфоциты крови здоровых доно-
ров и пациентов с ИЗСД имеют диаметр более 11 
мкм, а у пациентов с ИНСД диаметр лимфоцитов 
меньше на 16% (табл. 1, p<0,05). Для лимфоци-
тов пациентов с ИНСД характерно статистически 
значимое уменьшение площади и объема поверх-
ности на 15% и 17% соответственно по сравнению 

Таблица. 
Значения морфометрических и биофизических параметров лимфоцитов периферической 

крови здоровых доноров и пациентов с разными типами сахарного диабета (M±σ)

Наименование параметров Лимфоциты контрльной 
группы

Лимфоциты пациентов 
с ИЗСД

Лимфоциты пациентов 
с ИНСД

Диаметр, μm 11,36 ± 0,34 11,66 ± 0,34# 9,57 ± 0,18*#

Высота, μm 2,54 ± 0,05 2,18 ± 0,06* 2,36 ± 0,06*

Площадь, μm2 85,64 ± 3,49* 84,51 ± 3,18# 72,38 ± 2,85*#

Объём, μm3 91,01 ± 5,42 87,64 ± 4,60 75,87 ± 5,77*

Коэффициент 
уплощённости, отн. ед. 35,70 ± 1,06* 36,63 ± 1,07# 30,06 ± 0,55*#

Модуль Юнга, МPа 0,15±0,01* 0,56±0,03* 0,53±0,04*

Адгезия, nN 4,75±0,02* 8,26 ± 2,13*# 3,43±0,22*#

Шероховатость (Ra), nm 365,45±11,25* 325,49±9,02* 317,31±10,19*

Примечание: * - статистически значимые различия контрольной и опытной групп;  # - статисти-
чески значимые различия опытных групп между собой 
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с лимфоцитами здоровых доноров и пациентов с 
ИЗСД (табл. 1, p<0,05). Показатель уплощенности 
лимфоцитов пациентов с ИНСД снижался на 15% 
по сравнению с лимфоцитами доноров и пациен-
тов с ИЗСД (табл. 1, p<0,05). Морфометрические 
параметры лимфоцитов крови пациентов с ИЗСД 
превышают аналогичные параметры у пациен-
тов с ИНСД (табл. 1). В крови пациентов с ИНСД 
преобладали лимфоциты меньших размеров, 
поверхность которых была менее шероховатой за 
счет уменьшения высоты разнообразной формы 
глобулярных выпячиваний, что может быть резуль-
татом реорганизации цитоскелета клеток [9, 12]. 

У пациентов с ИЗСД и ИНСД в живых лимфо-
цитах крови доказано увеличение величины моду-
ля Юнга (модуля упругости) в среднем на 73% , по 
сравнению со здоровыми добровольцами (табл. 
1, p<0,05). Для лимфоцитов крови при сахарном 
диабете характерно повышение жесткости и сни-
жение упруго-эластических свойств не только для 
живых, но и фиксированных лимфоцитов [3, 6]. 
Повышение жесткости лимфоцитов, по данным 
литературы, может быть связано с изменениями 
структурных элементов цитоскелета и деградации 
фосфолипидного остова клеточной мембраны, 
затрудняющими их выход в сосудистое русло [9, 
12]. Несмотря на это, сходные изменения жёст-
кости лимфоцитов при разных типах сахарного 
диабета не приводят к однотипным изменениям 
в морфометрических показателях клеток и био-
физических свойствах клеточной мембраны. При 
ИЗСД нативные лимфоциты более распластаны 
по подложке, чем лимфоциты пациентов с ИНСД, 
об этом свидетельствует более высокие значения 
силы адгезии и шероховатости клеток пациентов 
с ИЗСД (табл.1). 

Величина клеточной адгезии отражает ди-
намику изменений цитоскелетной организации 
и адгезионных взаимодействий между клеткой и 
субстратом. При анализе адгезионных карт мето-
дом АСМ, снятых с силовых кривых установлено, 
что адгезия цитолеммы лимфоцитов пациентов 
с ИЗСД увеличивается на 42,5% по сравнению с 
показателями здоровых доноров (р<0,05). При 
ИНСД показатели адгезии лимфоцитов крови 
снижаются на 28 и 58% соответственно с пока-
зателями здоровых доноров и пациентов с ИЗСД 
(табл. 1, p<0,05). 

Таким образом, полученные нами результаты 
свидетельствуют о том, что при сахарном диабете 
происходит значительное повышение жёсткости 
мембран лимфоцитов крови по сравнению с 
аналогичными показателями крови здоровых лю-
дей. Адгезивные свойства и рельеф поверхности 
лимфоцитов при разных типах сахарного диабета 
различаются. У пациентов с ИЗСД значения силы 
адгезии и шероховатости клеток выше, чем у 

пациентов с ИНСД. Морфометрические параме-
тры лимфоцитов крови пациентов с ИЗСД также 
превышают аналогичные параметры пациентов с 
ИНСД. Выявленные морфологические и биофи-
зические особенности живых лимфоцитов крови 
пациентов с разными типами сахарного диабета 
с помощью атомно-силовой микроскопии могут 
иметь патогенетическое значение в развитии 
иммунологических нарушений, возникающих при 
этом заболевании.
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