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С использованием метода гипоосмотического набухания изучены физиологические механизмы регуляции объема лим-
фоцитов. Показано, что использование относительного мембранного резерва при изменении объема и формы клеток тесно 
связано с упруго-эластическими свойствами мембран. Увеличение жесткости лимфоцитов под влиянием адреналиновой 
нагрузки приводит к уменьшению использования относительного мембранного резерва как клетками, так и ядрами практи-
чески в два раза. Снижение жесткости мембран в условиях кальциевой нагрузки позволяет лимфоцитам использовать бóль-
шие запасы мембранного бассейна при снижении осмолярности среды. 
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Physiological Mechanisms of Regulation of Lymphocytes Amount in Conditions of Hypotonic Loading 

The physiological mechanisms of the volume regulation are studied using the method of hypotonic swelling. It is shown that us-
ing membrane reserves in the processes of change volume and shape of cells is closely connected with the elastic properties of mem-
brane. Increase of stiffness of lymphocytes under the adrenaline load leads to the decrease of the use of the membrane reserves by 
cells and by nuclei practically in two times. Decrease of the stiffness of lymphocytes in the conditions of the calcium exposure allows 
the lymphocytes to use larger membrane reserves in the hypotonic load. 
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Введение 
Трансформация физиологического состояния 

клетки в большинстве случаев сопровождается 
изменением ее объема. В частности, в ответ на 
осмотическое набухание активируются ключе-
вые молекулярные механизмы регуляции кле-
точного деления [17], экспрессии генов и синтеза 
белка [16], апоптоза [12]. Морфологической ос-
новой в поддержании объемного гомеостаза вы-
ступает мембранный резерв клеток, одна часть 
которого представлена запасами плазмалеммы 
[14], а другая – внутриклеточным мембранным 
резервом [15]. Физиологические механизмы, ре-
гулирующие использование мембранного резер-
ва, тесно связаны с активностью структур цито-
скелета, определяющих упруго-эластические 
свойства клеток [22] и осуществляющих транс-

мембранный контроль над распределением и по-
движностью белковых молекул [20]. Целью вы-
полненного исследования было изучение физио-
логических механизмов, регулирующих исполь-
зование мембранного резерва лимфоцитами при 
изменении их упруго-эластических свойств. 

 
Материалы и методы исследования 
В экспериментальной части работы использо-

вали венозную кровь здоровых доноров (100 че-
ловек) в возрасте от 25 до 45 лет. Кровь получа-
ли путем венопункции. Для оценки потенциаль-
ных свойств лимфоцитов применяли динамиче-
скую пробу в виде осмотической нагрузки, по-
зволяющей определить вовлечение мембранных 
резервов [8]. Получали суспензию лимфоцитов 
путем центрифугирования при 1500 об./мин, ко-
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торую делили на три пробы по 10 мкл в каждой. 
К первой пробе добавляли 50 мкл аутологичной 
плазмы, ко второй – 50 мкл 0,4 % раствора хло-
рида натрия, к третьей – 50 мкл 0,9 % раствора 
хлорида натрия. Формировали однослойные сус-
пензионные препараты из каждой опытной и 
контрольной проб, в которых через каждые 30 
сек. в течение 10 мин., а затем дополнительно 
через каждые 15, 30 и 60 мин, регистрировали 
изображения лимфоцитов с помощью комплекса 
аппаратно-программной визуализации морфоло-
гических препаратов, анализа и регистрации оп-
тических и морфологических показателей «Ви-
деоТесТ» (регистрационное удостоверение № 
29/20010702/6102-04 от 16.02.2004 г.). На полу-
ченных изображениях измеряли габаритные раз-
меры 100 лимфоцитов и их ядер. По установлен-
ным габаритным размерам вычисляли значения 
морфометрических индексов по следующим 
формулам [2, 3]:  

 (1) 

 ,  (2) 

где V – объем (мкм3);  
S – площадь поверхности (мкм2);  
r – радиус (мкм). 

Об осморегуляторных реакциях клеток суди-
ли по показателю использования ими запасов 
мембранного резерва. Расчет относительного 
мембранного резерва осуществляли по формуле 
[9]:  

  (3) 

где MR – относительный мембранный резерв 
(мкм-1); 
S0,4 – площадь поверхности клеток/ядер в 0,4 % 
растворе NaCl (мкм2);  
Sp – площадь поверхности клеток/ядер в аутоло-
гичной плазме (мкм2); 
Vp – объем клеток/ядер в аутологичной плазме 
(мкм3). 

С целью изучения механизмов регуляции кле-
точного объема при развитии различных физиоло-
гических и патологических состояний в работе 
применен метод функциональных нагрузок, вклю-
чающий инкубацию клеточных суспензий с адре-
налином, обзиданом, хлоридом кальция и верапа-
милом. Активацию β-адренорецепторов осуществ-
ляли путем инкубации 30 мкл лимфоцитов в 

150 мкл среды Хенкса, содержащей 10-9ммоль/л 
адреналина, в течение 15 мин при температуре 
370С. Блокаду β-адренорецепторов осуществляли 
путем инкубации 30 мкл лимфоцитов в 150 мкл 
среды Хенкса, содержащей 10-9ммоль/л обзидана, в 
течение 15 мин при температуре 370С. Кальциевую 
нагрузку моделировали путем инкубации 30 мкл 
лимфоцитов в 150 мкл среды Хенкса, содержащей 
10-6 ммоль/л Са2+, в течение 15 мин при температу-
ре 370С. Блокаду Са2+-каналов осуществляли путем 
инкубации 30 мкл суспензии лимфоцитов в 150 
мкл среды Хенкса, содержащей10-6 ммоль/л вера-
памила, в течение 15 мин при температуре 370С. 
По окончании времени воздействия функциональ-
ных нагрузок пробы центрифугировали 5 мин при 
1500 об./мин, надосадочную жидкость убирали. 
Полученную суспензию подвергали гипоосмоти-
ческой нагрузке, как описано выше. 

В механизмах регуляции объема задействованы 
не только ион-транспортные системы биомембран, 
но также и элементы цитоскелета, которые могут 
модифицировать осмотическое поведение клетки 
[18], препятствуя свободному току воды [13]. Учи-
тывая это, в проведенном исследовании оценены 
упруго-эластические свойства лимфоцитов в усло-
виях гипоосмотической и функциональных нагру-
зок. Жесткость мембран лимфоцитов измерена ме-
тодом силовой спектроскопии (эластография) с 
использованием микроскопа Интегра Вита (НТ-
МДТ, Зеленоград, 2009) согласно методике, опи-
санной в публикации [7]. 

Полученные экспериментальные данные об-
работаны методом вариационной статистики. 
Достоверность различий определяли с использо-
ванием t-критерия Стьюдента. 

 
Результаты исследования и их обсуждение 
В условиях гипотонической нагрузки длитель-

ность периода увеличения объема лимфоцитов здо-
ровых доноров составила 360 сек., на 240-й сек. 
клетка максимально использовала мембранный ре-
зерв (≈36 %), заложенный в складчатости ее плазма-
леммы. Длительность периода восстановления объ-
ема лимфоцитов в гипотонической среде до значе-
ний изотонического раствора составила 60 сек. (в 
интервале с 390 по 450 сек. инкубации; рис. 1). 

Объем ядра лимфоцитов был увеличен на про-
тяжении всего времени инкубации в гипотониче-
ской среде. Не исключено, что установленный 
факт связан с деконденсирующим влиянием на 
хроматин гипотонических растворов [4]. Макси-
мальное использование ≈33 % резервной поверх-
ности ядром отмечали на 240–270 сек. инкубации. 
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Рис. 1. Относительный мембранный резерв лимфоцитов, используемый в системе клетка-ядро в условиях  

гипо- и изотонической среды 
 

В изотоническом растворе лимфоциты ис-
пользовали до 48 % мембранного резерва на 
420 сек. инкубации. Более интенсивное вовлече-
ние мембранного резерва в регуляцию объема 
клетки в условиях изотонической среды по мере 
увеличения времени инкубации свидетельствует 
об изменении энергетического обмена клетки. 
Согласно данным литературы при помещении 
клеток в изоосмотическую среду набухание про-
исходит тем интенсивнее, чем значительнее по-
давляется их дыхание, даже если осмолярность 
раствора соответствует осмолярности плазмы 

[10]. В изотонической среде максимальный ре-
зерв, используемый ядром, составил ≈10,5 % и 
был задействован им на 150 сек. инкубации.  

Жесткость элементов цитоскелета выступает 
одним из основных факторов, влияющих на ис-
пользование лимфоцитами здоровых доноров 
резервных бассейнов плазмалеммы. Под влияни-
ем адреналиновой нагрузки жесткость лимфоци-
тов увеличилась на 57 % (р<0,05), при этом в ус-
ловиях блокады β-адренорецепоторов – снизи-
лась на 20 % (р<0,05) по сравнению с контролем 
(табл.).

Таблица 
Упруго-эластические свойства лимфоцитов здоровых доноров в условиях функциональных нагрузок 

 

Пробы Модуль Юнга, µРа Глубина погружения кантилевера, нм 

Плазма (контроль) 3,50±0,20 345,20±3,74 

Адреналин 5,49±0,37* 155,12±23,48* 

Обзидан 2,79±0,29* 468,48±15,46* 

Кальциевая нагрузка 2,31±0,26* 835,77±10,02* 

Верапамил 2,55±0,41* 120,23±12,02* 

 
*– статистически достоверные различия между значениями в пробах с нагрузками по сравнению с контролем по кри-

терию Стьюдента при р<0,05. 
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В условиях кальциевой нагрузки жесткость 
лимфоцитов снизилась на 34 % (р<0,05), а в про-
бах с неселективным блокатором кальциевых 
каналов – верапамилом – на 27 % (р<0,05) по 
сравнению с контролем (см. табл.). Снижение 
жесткости лимфоцитов под влиянием кальцие-
вой нагрузки может быть связано с изменением 
агрегатного состояния белков цитоскелета, кото-
рые при увеличении экзогенного Са2+ в среде, 
под влиянием актин-фрагментирующих белков 
виллина и гельзолина, переходят из состояния 

геля в состояние золя [11]. Кроме того, ионы Са2+ 
участвуют в активации полифосфатидилинозит-
ного цикла, что приводит к полимеризации акти-
на [21] и стимулирует появление большого числа 
глобулярных выступов, наблюдаемых в экспе-
рименте. 

Увеличение жесткости лимфоцитов под влия-
нием адреналина приводит к уменьшению ис-
пользования относительного мембранного резер-
ва как клетками, так и ядрами практически в два 
раза (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Относительный мембранный резерв лимфоцитов (%), используемый в системе клетка-ядро в гипотонической 

среде 
 

В условиях адреналиновой нагрузки макси-
мальное использование относительного мем-
бранного резерва клеткой (≈15 %) наблюдали на 
60 сек. инкубации, в то время как ядро вовлекало 
около 16 % внутриклеточного мембранного ре-
зерва на 30 сек. инкубации в гипотонической 
среде. Под влиянием обзидана максимальное ис-
пользование резерва плазмалеммы (≈6 %) клет-
кой наблюдали на 30 сек. инкубации в гипотони-
ческой среде, при этом ядро не участвовало в 
осморегуляторных реакциях (см. рис. 2). 

Использование мембранного резерва лимфо-
цитами здоровых доноров под влиянием каль-
циевой нагрузки в гипотонической среде умень-
шалось с увеличением времени инкубации. 
Максимальное вовлечение относительного 

мембранного резерва в регуляции объема клетки 
(≈24 %) наблюдали на 30 сек., в то время как 
ядром (≈28 %) – на 120 сек. инкубации в 
гипотонической среде. В пробах с верапамилом 
использование ≈19,5 % резерва лимфоцитами в 
гипотонической среде наблюдали на 30 сек. 
инкубации, при этом ядро не задействовало 
резервные структуры в регуляции объема (см. 
рис. 2). 

Очевидно, что адреналиновая нагрузка, уве-
личив жесткость клеток, явилась лимитирующим 
фактором в использовании лимфоцитами значи-
тельной части поверхностного мембранного ре-
зерва при снижении осмолярности среды по 
сравнению с кальциевой нагрузкой. В литературе 
имеются данные о влиянии жесткости цитоске-
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лета на размер резервуара мембраны. Показано, 
что при увеличении плотности микротрубочек, 
повышающих жесткость цитоскелета, величина 
доступного для использования мембранного ре-
зерва снижается [19]. Вместе с тем в параллель-
ных опытах с использованием неселективного 
блокатора адренорецепторов обзидана и блока-
тора медленных кальциевых каналов верапами-
ла, которые снизили жесткость лимфоцитов, ве-
личина используемого ими резерва в условиях 
гипотонической нагрузки была значительно 
снижена. При этом отсутствие осморегулятор-
ных реакций в ядре связано со снижением внут-
риклеточного Са2+ под влиянием обзидана [5] и 
верапамила [6], что влечет изменение фосфоино-
зитидного обмена в клетке [1]. Величина относи-
тельного мембранного резерва, задействованного 
в осморегуляторных реакциях, под влиянием ве-
рапамила составила ≈19,5 %, а в пробах с обзи-
даном – ≈6 %. Установленный факт, скорее все-
го, связан с химической природой верапамила и 
его влиянием на липидный компонент мембран. 

Показано, что верапамил, встраиваясь в бислой 
на границе полярных/неполярных сайтов мем-
бран, упаковывает жесткие структуры липидных 
цепей, что приводит к перемещению компонен-
тов липидного слоя и стабилизации двухслойной 
системы [23]. 

Таким образом, осморегуляторные реакции 
лимфоцитов здоровых доноров носят цикличе-
ский характер и состоят из чередующихся пе-
риодов регуляторного увеличения и уменьшения 
объема. Физиологический механизм, регули-
рующий использование мембранного резерва в 
осморегуляторных реакциях, направленный на 
снижение литического напряжения в мембране, 
зависит от жесткости клетки. Снижение жестко-
сти мембраны лимфоцитов под влиянием каль-
циевой нагрузки позволило клеткам использо-
вать бóльшие запасы мембранного бассейна в 
условиях гипоосмотического набухания по срав-
нению с адреналиновой нагрузкой.  
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