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Проблема адекватного кровоснабжения органов и тканей во многом связана с особенностями кровотока на уровне мик-
рососудов, который существенно зависит от способности эритроцитов к агрегации (АЭ) и к деформации (ДЭ). Эти свойства 
клеток могут изменяться при активации внутриклеточных сигнальных путей. Настоящее исследование проведено, чтобы 
изучить роль системы протеинкиназ и фосфатаз, аденилатциклазного каскада, а также элементов Са2+ сигнального пути в 
изменениях АЭ и ДЭ. 
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The Change of Erythrocytes Deformability and Aggregation under Activation of Intracellular 
Signaling Transduction Pathways 

The problem of sufficient blood supply and  tissues is connected with the microcirculation features, which essentially depends on 
red blood cell deformability (RBCD) and aggregation (RBCA). These microrheological properties (RBCD and RBCA) can change 
under activation of intracellular signaling transduction pathways. The present study was designed to investigate the role of tyrosine 
proteinkinase and phosphatase system, adenylyl cyclase-cAMP-dependant signaling pathway and Ca2+ signaling mechanism in 
RBCD and RBCA changes.  
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Введение 
При ряде патологических состояний наблюда-

ется значительный прирост вязкости цельной 
крови, обусловленный не только высоким гема-
токритом и подъемом вязкости плазмы [1–3], но 
и низкой деформируемостью эритроцитов и их 
выраженной агрегацией [2, 8]. По данным ряда 
авторов, снижение пластичности эритроцитов и 
их высокая агрегация могут являться ведущим 
звеном расстройств микроциркуляции [5, 6]. Это 
ставит вопрос о механизмах срочной регуляции 
АЭ и ДЭ,  что может быть осуществлено при 
участии внеклеточных эндо- пара- и аутокрин-
ных механизмов, а также при активации внутри-
клеточных сигнальных путей в эритроцитах. С 
учетом всего вышесказанного, целью данного 
исследования был анализ изменений агрегации и 
деформируемости эритроцитов при активации 
внутриклеточных сигнальных путей. 

 
Материал и методы исследования 
Цельную кровь получали венопункцией (до-

норы-добровольцы, возраст – 20-30 лет, n=36). В 

качестве антикоагулянта использовали гепарин. 
Эритроциты отделяли от плазмы центрифугиро-
ванием (15 мин при 2750 об/мин). Затем их три-
жды отмывали в холодном изотоническом рас-
творе хлорида натрия, содержавшем глюкозу (5,0 
мМ).  

Для изучения молекулярных механизмов из-
менения АЭ и ДЭ проводили несколько серий 
исследований, в которых эритроциты инкубиро-
вали с препаратами, влияющими на элементы 
внутриклеточных молекулярных сигнальных 
каскадов. В частности, для анализа роли адени-
латциклазного сигнального пути в изменениях 
АЭ и ДЭ применяли: а) стимулятор аденилат-
циклазы (АЦ) – форсколин (10 μМ); б) прони-
кающий аналог циклического аденозинмоно-
фосфата (цАМФ) – дБ-цАМФ (50 μМ); в) несе-
лективный ингибитор фосфодиэстераз (ФДЭ) – 
изобутилметилксантин (100 μМ); г) ингибитор 
ФДЭ 1 – винпоцетин (10 μМ); д) ингибитор ФДЭ 
4 – ролипрам (10 μМ).  

Для исследования возможного участия каль-
циевого сигнального пути в изменениях микро-
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реологии эритроцитов клетки обрабатывали: а) 
блокатором Са2+ каналов – верапамилом (100 
μМ); б) хелатором Са2+ в среде – ЭГТА (1 μМ); в) 
ингибитором Са2+ зависимых калиевых каналов – 
клотримазолом (100 μМ); г) кальциевым ионо-
фором – А 23187 (кальцимицином, 10 μМ).  

Для уточнения роли системы протеинкиназ и 
фосфатаз в изменениях АЭ и ДЭ эритроциты ин-
кубировали: а) со стимулятором протеинкиназы 
С (ПКС) – форболовым эфиром (3 μМ); б) несе-
лективным ингибитором ПКС – стауроспорином 
(3 μМ); в) селективным ингибитором ПКС – 
БИМХГ (3 μМ); г) активатором JAK-киназ – эри-
тропоэтином (10,0 М.Е./мл); д) стимулятором 
тирозиновых протеинкиназ (ТПК) – цисплати-
ном (3 нМ); е) ингибитором тирозиновых проте-
инфосфатаз (ТПФ) – ортованадатом натрия (100 
μМ). 

Суспензии эритроцитов, приготовленные в 
изотоническом растворе NaCl, инкубировали с 
указанными препаратами при 370С в течение 15 
мин, после этого регистрировали АЭ и ДЭ. В ка-
честве контроля исследовали суспензии эритро-
цитов в изотоническом растворе без добавления 
препаратов.  
Деформируемость клеток оценивали с помо-

щью метода проточной микрокамеры. Регистри-
ровали индекс удлинения эритроцитов (ИУЭ)  
[5].  
Агрегацию эритроцитов изучали при помощи 

метода оптической микроскопии с последующим 
компьютерным анализом изображения. Этот ме-
тод позволял рассчитать отношение числа агре-
гатов к числу неагрегированных клеток, которое 
рассматривали как показатель агрегации эритро-
цитов (ПА).  

Статистическую обработку полученных циф-
ровых материалов проводили, используя про-
грамму «Statistica» (версия 6.0). Проверку выбо-
рочного распределения на нормальность прово-
дили с помощью теста Шапиро-Уилка. Если вы-
борка подчинялась закону нормального распре-
деления, достоверность различий в исследуемых 
группах определяли с помощью t-критерия 
Стьюдента. Когда параметры не соответствовали 
критерию нормального распределения, то оценку 
статистической значимости различий в группах 
наблюдения проводили с использованием непа-
раметрических критериев Манна-Уитни, Вил-
коксона. За уровень статистически значимых 
принимали изменения при p<0,05. 

 
 

Результаты исследования и их обсуждение 
Анализ результатов исследования показал, 

что стимулирование АЦ форсколином увеличило 
деформируемость  эритроцитов на 17% (p<0,05) 
(рис. 1) и вызвало снижение их агрегации (рис.2).  
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Рис. 1. Изменение индекса удлинения эритроцитов 

под влиянием инкубации с препаратами, обладающими 
аденилатциклазной активностью 

 
Повышение уровня цАМФ в эритроцитах и 

как следствие – активация ПКА при введении в 
среду инкубации его производного аналога - дБ-
цАМФ существенно снизило агрегацию эритро-
цитов (рис. 2; p<0,05) и способствовало приросту 
пластичности клеток на 22% (рис. 1; p<0,05).  
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Рис. 2. Изменение показателя агрегации эритроцитов 

(в % по сравнению с контролем) под влиянием инкуба-
ции с препаратами, обладающими аденилатциклазной 
активностью 

 
При ингибировании фосфодиэстеразы-1 

(ФДЭ-1) в эритроцитах путем инкубации клеток 
с винпоцетином наблюдали достоверное повы-
шение ДЭ на 7% (рис. 3) и снижение АЭ, которое 
составило 50%. Ингибитор ФДЭ-4 – ролипрам не 
оказал заметного влияния на агрегацию, однако 
существенно повышал ДЭ (рис. 3; p<0,05). 
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Рис. 3. Изменение индекса удлинения эритроцитов 

(в % по сравнению с контролем) под влиянием инкуба-
ции с ингибиторами активности фосфодиэстераз в эрит-
роцитах  

 
На это указывал прирост ИУЭ до 0,226±0,022, 

что составило 20% (рис. 3; p<0,05). Ингибитор 
активности ФДЭ – ИБМК умеренно снижал АЭ и 
достоверно повысил ДЭ на 19% (рис. 3).  

Следовательно, можно заключить, что повы-
шение уровня цАМФ путем ингибирования ак-
тивности ФДЭ, а также при введении стабильно-
го аналога цАМФ – дБ-цАМФ изменяет микро-
реологическое поведение эритроцитов.  

При блокировании кальциевых каналов вера-
памилом было отмечено достоверное повышение 
пластичности эритроцитов, о чем свидетельство-
вал прирост ИУЭ на 11%. (рис. 4). Что касается 
агрегации эритроцитов, то под влиянием верапа-
мила наблюдалась лишь тенденция к ее сниже-
нию. 
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Связывание кальция в среде с помощью хела-
тора Са2+ – ЭГТА сопровождалось снижением 
агрегации на 63% (p<0,01) и достоверным повы-
шением на 23% ИУЭ (рис. 4).  
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Рис. 4. Изменение индекса удлинения эритроцитов 

(в % по сравнению с контролем) под влиянием инкуба-
ции с препаратами, оказывающими влияние на элемен-
ты Са2+ сигнального пути 

 
Повышение уровня Са2+ в эритроцитах в ре-

зультате инкубации клеток с ионофором А 23187 
несколько снижало деформируемость эритроци-
тов и существенно стимулировало агрегацию 
клеток. Прирост интенсивности агрегации соста-
вил 50% (p<0,05).  

Повышение входа Са2+ в эритроциты, как из-
вестно, сопровождается Гардош-эффектом, т.е. 
компенсированным выходом К+ из клетки [9]. 
Считается, что ионы К+ в эритроцитах играют 
важную роль в регуляции и поддержании формы 
клеток [7]. 

Инкубация эритроцитов с клотримазолом 
привела к заметному приросту эластичности кле-
ток. На это указывало достоверное повышение 
индекса удлинения на 18% (рис. 4). Вместе с тем 
существенного изменения агрегации эритроци-
тов при инкубации клеток с этим препаратом 
отмечено не было.  

Стимулирование протеинкиназы С (ПКС) 
форболовым эфиром (3,0 μМ) сопровождалось 
небольшим приростом на 4% ИУЭ по сравнению 
с контролем. При этом агрегация эритроцитов 
под влиянием форболового эфира достоверно не 
изменялась.  

Добавление в среду инкубации неселективно-
го ингибитора ПКС – стауроспорина не оказало 
заметного влияния на агрегацию, а что касается 
деформируемости клеток, то наблюдалась тен-
денция к ее повышению. При инкубации эритро-
цитов с селективным ингибитором ПКС – 
БИМХГ (3 μМ) агрегация эритроцитов изменя-
лась незначительно. Вместе с тем наблюдался 
небольшое увеличение их индекса эластичности 
(на 4%). 
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Рис. 5. Изменения (в % по сравнению с контролем) мик-

рореологических свойств эритроцитов: А - индекса удлине-
ния клеток; Б – агрегации эритроцитов под влиянием инку-
бации с препаратами, обладающими протеинкиназной и 
фосфатазной активностью. 
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При инкубации эритроцитов с эритропоэти-
ном было получено увеличение на 9% ИУЭ 
(р<0,05). Величина агрегации под действием 
эритропоэтина не изменялась (рис. 5 Б). Актива-
ция тирозиновых протеинкиназ (семейства Lin-
киназ) путем инкубирования эритроцитов с цис-
платином привела к достоверному повышению 
ИУЭ на 12% и снижению показателя агрегации 
на 42% (рис. 5 ; p<0,05).  

Увеличение деформируемости было зарегист-
рировано при инкубации эритроцитов с ингиби-
тором тирозиновых фосфатаз – ортованадатом 
натрия, где прирост индекса их удлинения соста-
вил 19% (рис. 5 А; p<0,05). Агрегация эритроци-
тов под действием ортованадата натрия сущест-
венно не изменялась (рис. 5 Б) 

 
Заключение 
Полученные данные позволяют заключить, 

что повышение активности аденилатциклазный 
системы эритроцитов: 1) при прямом стимулиро-
вании аденилатциклазы форсколином, 2) введе-
нием в среду инкубации клеток стабильного ана-
лога цАМФ, 3) ингибированием (в том числе се-
лективным) фосфодиэстераз эритроцитов – при-
водит к достоверному приросту их деформируе-
мости и снижению агрегации клеток. 

При стимулировании цАМФ-зависимой про-
теинкиназы А в эритроцитах наблюдается стати-
стически достоверное и существенное повыше-
ние деформируемости эритроцитов и снижение 
их агрегации, тогда как стимулирование проте-
инкиназы C с помощью форболового эфира и 
кальциевого ионофора дает меньший микрорео-
логический эффект. Активация тирозиновых 
протеинкиназ при помощи ванадата натрия, эри-
тропоэтина и цисплатина сопровождается досто-
верным приростом деформируемости эритроци-
тов и меньшим изменением их агрегации.  

Блокирование входа Са2+ в эритроциты при 
помощи верапамила и его связывание в среде 
инкубации при помощи хелатора ЭГТА сопро-
вождается достоверным увеличением деформи-
руемости клеток и снижением их агрегации, то-
гда как повышение внутриклеточного Са2+ путем 
инкубации клеток с кальциевым ионофором 
(А23187) сочетается с выраженным приростом 
агрегации эритроцитов и некоторым снижением 
их деформируемости.  
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	При инкубации эритроцитов с эритропоэтином было получено увеличение на 9% ИУЭ (р<0,05). Величина агрегации под действием эритропоэтина не изменялась (рис. 5 Б). Активация тирозиновых протеинкиназ (семейства Lin-киназ) путем инкубирования эритроцитов с цисплатином привела к достоверному повышению ИУЭ на 12% и снижению показателя агрегации на 42% (рис. 5 ; p<0,05). 
	Увеличение деформируемости было зарегистрировано при инкубации эритроцитов с ингибитором тирозиновых фосфатаз – ортованадатом натрия, где прирост индекса их удлинения составил 19% (рис. 5 А; p<0,05). Агрегация эритроцитов под действием ортованадата натрия существенно не изменялась (рис. 5 Б)

