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Aннотация
С использованием метода атомно-силовой микроскопии изучены функциональные свой-

ства и структура поверхности лимфоцитов больных лимфобластным лейкозом на ста-
дии обострения и ремиссии болезни. Жесткость лимфобластных форм, циркулирующих в 
крови больных ОЛЛ, снижена, потенциал поверхности увеличен. Рельеф плазмалеммы та-
ких клеток сглажен. Установлено, что в состоянии ремиссии ОЛЛ, в периферической кро-
ви присутствуют два типа лимфоцитов с разной конфигурацией клеточной поверхности, 
при этом для них характерно снижение жесткости и повышение потенциала поверхности.
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AbstrAct

In this paper, we have studied the functional properties and structure of the surface of lymphocytes 
in patients with lymphoblastic leukemia (ALL) in the acute stage and remission of the disease 

using the atomic force microscopy. The rigidity of the surface of lymphoblastic cells circulating in 
ALL patients was low, while the surface potential increased. The surface of the plasma membrane 
of those cells was smoothed. We have found that in the stage of remission of ALL, two types of 
lymphocytes with different surface shape were present in the peripheral blood, wherein they were 
characterized by a reduction in stiffness and an increase in the surface potential.

Кeywords: leukemia; atomic force microscopy; Young’s modulus; surface potential;  
  plasmalemma shape.
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Лейкозные клетки характеризуются ря-
дом отклонений в генетической и метабо-
лической системах [10], что обуславливает 
приобретение ими злокачественности и вы-
сокого метастатического потенциала. Так, 
лимфобласты больных ОЛЛ характеризуют-
ся высокой пролиферативной активностью 
на фоне полной иммунологической неком-
петентности [8]. Показано, что опухолевое 
перерождение клеток сопровождается изме-
нением структуры их поверхности [14], ее ме-
ханических [1] и электрических [5] свойств. 
При эффективной терапии в течение остро-
го лейкоза может наступать стадия ремиссии 
[9]. Несмотря на многочисленные данные 
о лейкозогенезе, представленные в литера-
туре, неизученным остается вопрос о пре-
образовании структуры и функциональных 
свойств лимфоцитов больных ОЛЛ при пере-
ходе острой фазы болезни в ремиссию.

Цель исследования – изучить функцио-
нальные параметры и структуру поверхности 
лимфоцитов больных ОЛЛ и ОЛЛ в ремиссии.

материалы и методы исследования.  
Исследования выполнены на кафедре анато-
мии и физиологии живых организмов НИУ 
«БелГУ». Изучали структуру и функциональ-
ные свойства поверхности лимфоцитов 25 
больных ОЛЛ и 15 пациентов с лимфобласт-
ным лейкозом на стадии ремиссии. Контро-
лем служили лимфоциты 50 здоровых людей. 

Забор периферической крови здоровых 
пациентов и больных лейкозом осуществля-
ли из локтевой вены в вакуумные пробирки 
Vacuette K3E, содержащие сухую ЭДТА (эти-
лендиаминтетрауксусная кислота, предот-
вращающая свертывание крови путем бло-
кирования ионов кальция) в концентрации 
2,0 мг на 1 мл крови (0,006843 моль/литр). 
Разделение проб крови на лейкоциты и эри-
троциты осуществляли путем центрифуги-
рования в течение 10 мин при 1000 об./мин. 
Полученную надосадочную жидкость и лей-
коцитарное кольцо отбирали, затем центри-
фугировали 10 мин при той же скорости. По-
лучали суспензию лейкоцитов. 

Микрорельеф поверхности лимфоцитов 
изучали в полуконтактном режиме на атом-
но-силовом микроскопе ИНТЕГРА Вита (кон-
фигурация на базе инвертированного опти-
ческого микроскопа Olympus IX-71; произво-
дитель NT-МDТ, Зеленоград, 2009). Для ска-
нирования использовали кантилеверы серии 

NSG03 с радиусом закругления 10 нм, частота 
развертки сканирования составляла порядка 
0,6-0,8 Гц. Суспензию лейкоцитов наносили 
на обезжиренное предметное стекло и скани-
ровали по 15 лимфоцитов из каждой пробы 
согласно разработанному «Способу исследо-
вания нативных клеток крови» [3]. 

С целью оценки структурных неоднородно-
стей клеточной поверхности проводили под-
счет числа морфологических образований по-
верхности и измеряли их линейные размеры 
на участке плазмалеммы площадью 3×3 мкм. 
Строили кривые профиля бокового сечения.

Упруго-эластические свойства лимфоци-
тов изучали в режиме силовой спектроско-
пии с использованием модифицированного 
зонда, изготовленного на основе полимер-
ных микросфер, прикрепленных к типлессу 
серии CSG 11, согласно разработанному ав-
тором в коллективе с соавторами «Способу 
определения упругости клеток крови» [4]. 

В результате проведения АСМ-спектро-
скопии получали силовые кривые подвода 
и отвода. Для расчета модуля Юнга исполь-
зовали кривые подвода, которые с помощью 
скрипта DFL_to_Force программного обеспе-
чения Nova (NT-MDT, Россия, 2009) преоб-
разовывали из системы координат «ток рас-
согласования – высота» в систему координат 
«сила – высота». Модуль Юнга рассчитыва-
ли по формуле [7]. 

Измерение потенциала поверхности (ПП) 
осуществляли в режиме зонда Кельвина с 
помощью кантилевера с токопроводящим 
титановым покрытием серии NSG03/TiN 
(Nanoworld, USA). Из каждой пробы скани-
ровали по 15 клеток и проводили обработку 
полученных сканов в программе Nova (Зе-
леноград, 2009). Суспензию лейкоцитов для 
измерения потенциала поверхности (ПП) го-
товили согласно «Способу регистрации изме-
нения поверхностного заряда» [2].

Статистический анализ полученных дан-
ных проведен с использованием критерия 
Стьюдента для 5%-го уровня значимости.

Результаты исследования и их об-
суждение. В крови больных лимфобласт-
ным лейкозом циркулируют бластные фор-
мы с неправильными контурами цитоплаз-
мы и ядром, занимающим большую часть 
клетки. Рельеф поверхности таких лимфоци-
тов сглажен (рис. 1) по сравнению с клетками 
доноров.  
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Рис. 1. Рельеф поверхности лимфоцитов: а – здоровых людей;
б – больных ОЛЛ; в – больных ОЛЛ в ремиссии (1 тип),   

г – больных ОЛЛ в ремиссии (2 тип) (1– крупные инвагинации плазмалеммы;  
2 – глобулярные выступы сферической формы)

Fig. 1. The surface of lymphocytes: a – healthy people; b – patients with ALL;
с – patients with remission of ALL (1 type); d – patients with remission of ALL (2 type)  

(1 – large plasmalemma invagination; 2 – globular projections of spherical shape)

Высота и ширина глобулярных выступов 
плазмалеммы лимфоцитов больных ОЛЛ 
были снижены на 85% и 78% (р<0,05), при 
этом их количество уменьшилось на 57% 
(р<0,05) по сравнению с лимфоцитами до-

норов. Глубина инвагинаций на поверхно-
сти мембраны и их количество уменьши-
лись соответственно на 55% и 44% (р<0,05) 
по сравнению с лимфоцитами доноров 
(табл. 1).

Таблица 1
рельеф поверхности лимфоцитов

Table 1
The surface of lymphocytes

Группы
Глобулярные выступы Углубления (инвагинации)

Кол-во Высота, нм Ширина, нм Кол-во Глубина Ширина

Доноры (контроль) 7±0,2 46±0,5 15±0,9 9±0,4 26±0,9 2±0,3

ОЛЛ 3±0,1а 7±0,5а 3,3±0,8а 5±0,5а 11,6±0,3а 3,4±0,2а

ОЛЛ в ремиссии (1 тип) 12±0,7 а 5±0,2 а 3±0,2 а 3±0,3 а 105±0,3 а 27,5±0,7 а

ОЛЛ в ремиссии (2 тип) 5±0,3а 39±0,5а 22±0,1а 1±0,3а 12±0,5а 3±0,8
 а Статистически достоверные различия между значениями лимфоцитов доноров и больных лейкозом 

по критерию Стьюдента при р<0,05.
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Модуль Юнга лимфоцитов больных ОЛЛ 
уменьшился на 54% (р<0,05) по сравнению 
с группой доноров (табл. 2). Потенциал 

поверхности лимфоцитов больных ОЛЛ был 
повышен на 34% (р<0,05) по сравнению с 
лимфоцитами доноров (см. табл. 2).

Таблица 2
Величины модуля Юнга и ПП лимфоцитов

Table 2
Young’s modulus and surface charge of lyphocytes

Группа Модуль Юнга, мПа Потенциал поверхности, мПа
Доноры (контроль) 3,9±0,1 - 37,3±0,6

ОЛЛ 1,8±0,2 а - 27,8±0,9а

ОЛЛ в ремиссии 2,5±0,1 а - 29,0±0,5а

  а Статистически достоверные различи между значениями лимфоцитов  доноров и больных лейкозом по 
критерию Стьюдента при р<0,05.

В крови больных ОЛЛ в ремиссии выделе-
ны два типа лимфоцитов с разной конфигура-
цией поверхности плазмалеммы (см. рис. 1). 
Для лимфоцитов с первым типом клеточной 
поверхности характерно наличие мелких гло-
булярных структур. Одновременно с выступа-
ми встречались крупные инвагинации плаз-
малеммы. Для лимфоцитов больных ОЛЛ в 
ремиссии со вторым типом рельефа клеточ-
ной поверхности характерно наличие глобу-
лярных образований сферической формы и 
редко встречающиеся мелкие инвагинации. 

Высота и ширина глобулярных структур 
лимфоцитов 1 типа уменьшились на 89% и 
80% (р<0,05), при этом их количество воз-
росло на 72% (р<0,05) по сравнению с клет-
ками доноров. Глубина и ширина инвагина-
ций плазмалеммы увеличились на 304% и 
1275% (р<0,05) по сравнению с аналогичны-
ми структурами лимфоцитов доноров. Ши-
рина глобулярных образований лимфоцитов 
2 типа больных ОЛЛ в ремиссии увеличилась 
на 47% (р<0,05), а их высота уменьшилась на 
15%  (р<0,05) по сравнению с лимфоцитами 
доноров. Инвагинации на клеточной поверх-
ности лимфоцитов больных ОЛЛ в ремиссии 
практически не встречались, их количество 
снизилось на 89% (р<0,05), а глубина на 54% 
(р<0,05) в сравнении с клетками доноров.

Модуль Юнга лимфоцитов как с первым, 
так и со вторым типом клеточной поверхно-
сти уменьшился на 36%  (р<0,05) по сравне-
нию с группой доноров (см. табл. 2). Потен-
циал поверхности лимфоцитов больных ОЛЛ 
в ремиссии был повышен на 29% (р<0,05) по 
сравнению с лимфоцитами доноров.

Установлено, что для больных ОЛЛ харак-

терно присутствие в периферическом русле 
«мягких» бластных форм с неправильными 
контурами цитоплазмы, и сглаженным ре-
льефом поверхности. Согласно данным ли-
тературы, снижение значений модуля Юнга 
на периферии цитоплазмы может создавать 
условия для формирования ламеллоподий 
[13]  и фокальных контактов [12]. Увеличе-
ние поверхностного потенциала клеток спо-
собствует повышению адгезии к сосудистому 
эндотелию [11]. Не исключено, что подобные 
изменения функциональных параметров 
и структуры могут спровоцировать выход 
«мягких» лимфобластов больных ОЛЛ в тка-
ни и способствовать формированию метаста-
тических очагов.

В группе пациентов больных ОЛЛ в ре-
миссии  в периферической крови выявлено 
присутствие двух типов лимфоцитов с разной 
конфигурацией поверхности. Так, для пер-
вого типа клеток было характерно наличие 
мелких глобул и крупных инвагинаций, а для 
второго – крупных глобулярных образований 
сферической формы и редко встречающиеся 
мелкие инвагинации. Не исключено, что по-
явление двух морфологически разнородных 
популяций клеток является следствием воз-
действия химиотерапии [6].

В лимфоцитах двух морфологических ти-
пов характерно снижение жесткости в области 
ядра и по периферии цитоплазмы, и повыше-
ние ПП, аналогично клеткам больных лимфо-
лейкозом на стадии обострения. Сохраняю-
щаяся деполяризация мембраны лимфоцитов 
и сниженная жесткость указывают на потен-
циальные возможности клеток к адгезии и 
проникновению через эндотелий в ткани [11].
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Следовательно, в результате использова-
ния химиотерапевтичеких схем подавляется 
развитие бластных форм, но потенциальная 
способность лимфоцитов к миграции в ткани 
сохраняется.

заключение. Методом атомно-силовой 
микроскопии установлено, что в крови боль-
ных лимфобластным лейкозом циркулируют 
бластные формы со сглаженным рельефом 
плазмалеммы. Сниженная жесткость и повы-
шенный потенциал поверхности таких клеток 
создают условия для выхода лимфобластов в 

ткани и формирования метастатических оча-
гов. В крови больных лейкозом на стадии ре-
миссии обнаружены лимфоциты как с мелки-
ми выступами на плазмалемме, так с крупны-
ми глобулярными образованиями. Жесткость 
и потенциал поверхности лимфоцитов, как с 
первым, так и со вторым типом клеточной по-
верхности, изменялись аналогично лимфоб-
ластам больных острой формой лейкоза, что 
указывает на потенциальные возможности 
лимфоцитов больных ОЛЛ в ремиссии сохра-
нять злокачественные свойства.
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