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Актуальность. Одно из патологических дей-
ствий моноксида углерода (СО) на кровь – об-
разование карбоксигемоглобина. Поскольку 
карбоксигемоглобин полностью блокирует 
перенос кислорода, происходит суммарное 
снижение транспорта кислорода эритроци-
тами. В  результате может возникнуть гипок-
сия в  тканях. Воздействие СО на кровь может 
также вызвать повреждение клеточной мем-
браны. Метод атомной силовой микроскопии 
(АСМ) признан результативным для изучения 
механизмов структурных повреждений в мем-
бранах эритроцитов. Цель  – с  помощью АСМ 
выявить особенности изменения морфологии 
и агрегации эритроцитов в результате действия 
СО in vitro. Материал и методы. Все экспери-
менты были проведены in vitro. Исследовали 
морфологию эритроцитов, их агрегаты с  по-
мощью АСМ. Забор крови (150  мкл) прово-
дился в  микроветы с  ЭДТА (Sarstedt AG  &  Co., 
Германия) во время профилактического об-
следования 5  добровольцев. Для получения 
CO в  пробирке смешивали в  пропорции  1:1 
муравьиную и серную кислоты. Для измерения 
концентрации карбоксигемоглобина в  крови 
использовали спектрофотометрический ме-
тод, для вычисления концентраций произво-
дных гемоглобина в  крови  – метод “nonlinear 
fitting” экспериментальных спектров. 
Статистическую обработку данных проводи-
ли с  помощью программы Origin (OriginLab 
Corporation, США). Результаты. После воздей-
ствия СО происходило смещение пиков. При 
времени воздействия t₂ = 320 c процентное 
содержание карбоксигемоглобина составило 

CHbCO = 88 ± 2%. При t₁ = 160 c 10% клеток имели 
форму, отличную от дискоцитов, при t₂ = 320 c – 
38% клеток. При увеличении времени воздей-
ствия СО происходила агрегация эритроцитов 
и образование их больших конгломератов раз-
мером до 30  мкм. В  контрольном мазке доля 
дискоцитов составляла 96 ± 2%, а  остальные 
4 ± 1% имели форму эхиноцитов. Диаметр кле-
ток был в диапазоне Dконтр = 7,5 ± 0,8 мкм. После 
воздействия СО t₁ = 160 c на кровь в моно слое 
наблюдалось 28 ± 5%  клеток с  диаметром 
(D) < 5,7  мкм. После воздействия СО t₂ = 320  c 
процент клеток с  размером D < 5,7  мкм 
увеличился до 72 ± 11%. Заключение. 
Экспериментально показано, что воздействие 
СО на кровь вызывало изменение морфоло-
гии эритроцитов. Наблюдалось формирова-
ние связанных между собой эритроцитарных 
структур. При увеличении времени воздей-
ствия возникала агрегация эритроцитов и об-
разование конгломератов.
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Моноксид углерода (CO) – газ без запа-
ха, вкуса и цвета – образуется всякий 
раз, когда органические материалы 
сжигаются с  недостаточным запасом 

кислорода, необходимого для полного сгорания. 
Источниками отравления угарным газом также 
становятся выхлопные газы автомобилей, плохо 
функционирующие системы отопления, табачный 
дым [1].

Наряду с экзогенными существуют эндогенные 
источники СО. Моноксид углерода участвует во 
многих физиологических процессах, включая ре-
гуляцию дыхания [2], передачу сигналов нейронов 
[3], регуляцию артериального давления [4] и сокра-
щение матки во время беременности [5].

Одним из патологических действий СО на 
кровь является образование карбоксигемоглобина 
(HbCO) – продукта присоединения СО к гемогло-
бину. Одна из основных характеристик CO  – его 
высокое сродство к гемоглобину, оно в 200–250 раз 
выше по сравнению с  кислородом. При повышен-
ной концентрации HbCO в  организме могут воз-
никнуть патологические изменения. Разрушение 
эритроцитов (гемолиз) приводит к  увеличению 
катаболизма гема и, следовательно, к  повышен-
ной выработке СО [6]. В целом увеличение HbCO 
вследствие гемолиза составляет порядка 2–3%, но 
может быть и больше. Существуют доказательства 
того, что некоторые эритроцитарные взвеси для 

переливания могут иметь уровни HbCO до 12% [7]. 
Карбоксигемоглобин полностью блокирует перенос 
кислорода, поэтому происходит суммарное сниже-
ние транспорта кислорода эритроцитами. В резуль-
тате может возникнуть гипоксия в тканях [8].

Наряду с этим воздействие СО на кровь вызыва-
ет повреждение клеточной мембраны, изменяется 
поверхностный заряд эритроцитов [9]. К  важным 
патогенным эффектам воздействия СО на кровь 
относится повышенная склонность к  тромбозам 
[10]. При участии СО могут возникать и  гетеро-
генные изменения в популяции эритроцитов [11]. 
Подобные явления наблюдаются и  при действии 
других физико-химических факторов на кровь [12, 
13]. Отравление СО диагностируют на основании 
клинической картины [14] и показателей СО в кро-
ви [15]. Изучение влияния СО на морфологию 
и агрегацию эритроцитов – весьма актуальная за-
дача, так как ее решение позволит предположить 
клинические проявления симптомов отравления и, 
возможно, предоставить новые объективные мето-
ды исследования. Одним из современных методов 
диагностики, с помощью которого можно изучать 
механизмы структурных повреждений в  мембра-
нах эритроцитов, признан метод атомной силовой 
микроскопии (АСМ) [16–19].

Цель – с помощью АСМ выявить особенности 
изменения морфологии и  агрегации эритроцитов 
в результате действия CO in vitro.

Материал и методы
Все эксперименты были проведены in vitro. Схема 
эксперимента отражена на рис. 1. Приготавливали 
контрольный и исследуемый образцы крови. После 
воздействия CO на кровь получали моно слой кле-
ток на предметном стекле. Исследовали морфоло-
гию эритроцитов, их агрегаты с помощью АСМ.

Подготовка образцов крови. Забор крови 
(150 мкл) в микроветы с ЭДТА (Sarstedt AG & Co., 
Германия), проводили во время профилактическо-
го обследования 5  добровольцев (25–40  лет, двух 
женщин и трех мужчин). Информированное согла-
сие было получено от каждого донора. Работа вы-
полнена в соответствии с этическими принципами 
проведения биомедицинских исследований, отра-
женными в  Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации.

Воздействие СО на кровь. Для получения CO 
в пробирке смешивали в пропорции 1:1 4,5 мл му-
равьиной (99,7%) и 4,5 мл серной (ОС.Ч.) кислоты 
[20]. Время активного выделения CO составля-
ло 25–50  с. Для изменения времени воздействия 
на кровь процесс повторяли несколько раз. Газ 
подавался в  микровету с  кровью через систему 

Рис. 1. Схема эксперимента: А – образцы крови, Б – исследование методом атомной 
силовой микроскопии (АСМ), В – АСМ-изображения; CO – моноксид углерода, PBS – 
забуференный фосфатом физиологический раствор
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стеклянных трубок, конец которой опускали на 
расстоянии 2–4 мм от дна. Для равномерного воз-
действия СО на кровь использовали магнитную 
мешалку. Таким образом, весь объем крови под-
вергался воздействию газа. В исследовании время 
воздействия составило t₁ = 160 с, t₂ = 320 с. В резуль-
тате полученные образцы крови сравнивали с кон-
трольным (см. рис. 1).

Атомная силовая микроскопия. Изображения 
эритроцитов получали с помощью АСМ (NTEGRA 
Prima, NT-MDT Co., Зеленоград, Россия) в полукон-
тактном режиме. Использовали кантилеверы NSG01 
(TipsNano, Россия) со следующими характеристи-
ками: коэффициент жесткости 5 H/м, радиус иглы 
10 нм. Количество точек сканирования: 512, 1024. 
Поля сканирования: 100 × 100  мкм2, 30 × 30  мкм2, 
10 × 10  мкм2. Получали АСМ-изображения клеток 
в монослое. Монослой эритроцитов формировали 
c помощью прибора V-sampler (Vision Microscopy, 
Австрия).

Спектрофотометрия. Для измерения кон-
центрации HbCO в  крови использовали спек-
трофотометрический метод. Измеряли спектр 
поглощения суспензии эритроцитов (20  мкл эри-
троцитов + 2,4  буфера) с  помощью цифрового 
спектрофотометра Unico 2800 (United Products & 
Instruments Inc., США). Для вычисления концен-
траций производных гемоглобина в крови исполь-
зовали метод “nonlinear fitting” экспериментальных 
спектров [18].

Обработка данных и  статистический анализ. 
Были проанализированы следующие группы эри-
троцитов: контрольная группа  – кровь 5  доноров 
(без воздействия СО), исследуемая группа – кровь 
тех же 5 доноров, но после воздействия на нее СО 
in vitro. Было сделано по 3 мазка для каждого об-
разца крови. В результате было получено 15 мазков 
для контрольной группы, 15 мазков после воздей-
ствия СО t₁ = 160  c, 15  мазков после воздействия 
СО t₂ = 320 c. Получали АСМ-изображения клеток 
на 3  участках на каждом мазке указанных групп. 
Статистический анализ данных проводили с  по-
мощью программы Origin (OriginLab Corporation, 
США). Для количественных переменных рассчи-
тывали средние арифметические значения и стан-
дартные отклонения (m ± σ). Для проверки значи-
мости различия между средними в разных группах 
использовали программу ANOVA. Различия счита-
ли статистически значимыми при p < 0,01.

Результаты
Спектры поглощения контрольной суспензии 
имели пики λ = 542 нм и λ = 577 нм (рис. 2). После 
воздействия СО происходило смещение пиков. 

Пик, который был на длине волны λ = 542 нм, сме-
щался на длину волны λ = 540 нм, и пик, который 
был на длине волны λ = 577 нм, смещался на дли-
ну волны λ = 574 нм. Действие СО на кровь оцени-
вали по концентрации HbCO в крови. При време-
ни воздействия t₁ = 160 c процентное содержание 
карбоксигемоглобина составило CHbCO = 84 ± 2%, 
при t₂ = 320  c оно было равно 88 ± 2%  (p < 0,01 по 
сравнению с t₁).
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Рис. 2. Спектры поглощения: контрольный образец; после воздействия моноксида 
углерода на кровь в течение t2 = 320 с

Рис. 3. Изображение эритроцитов в поле атомного силового микроскопа 
(АСМ): А – контроль t = 0 с, АСМ-изображение 80 × 80 мкм; Б – контроль t = 0 с, 
3D АСМ-изображение 40 × 40 мкм; В – воздействие моноксида углерода (CO) t1 = 160 с,  
АСМ-изображение 100 × 100 мкм; Г – воздействие CO t1 = 160 с, 3D АСМ-изображение 
30 × 30 мкм; Д – воздействие СО t2 = 320 с, АСМ-изображение 100 × 100 мкм; Е – воздействие 
СО t2 = 320 с, 3D АСМ-изображение 30 × 30 мкм

А

Б Г

В Д

Е

Контроль

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (7): 669–675. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-068

671Козлова Е.К., Сергунова В.А., Козлов А.П., Шерстюкова Е.А., Гудкова О.Е. 
Изменение морфологии эритроцитов после действия моноксида углерода на кровь in vitro



Изменение морфологии клеток. Дискоциты, 
кодоциты, сфероциты
На рис. 3 даны АСМ-изображения эритроцитов 
в поле атомного силового микроскопа. При воз-
действии СО на кровь происходило изменение 
формы и  размеров эритроцитов. Эффект зави-
сел от времени воздействия.

В контрольном мазке доля дискоцитов со-
ставила 96 ± 2%, а остальные 4 ± 1% имели форму 
эхиноцитов. Диаметр клеток был в  диапазоне 
Dконтр = 7,5 ± 0,8 мкм.

После воздействия СО на кровь t₁ = 160 c в мо-
нослое наблюдалось 6 ± 1% сфероцитов (p < 0,01). 
У  28 ± 5%  диаметр клеток (D) был < 5,7  мкм 
(p < 0,01). Отличительной особенностью клеток 
после воздействия СО было объединение их 
в  цепочки. Между клетками возникали мости-
ки связей (указаны стрелками на рис. 3Г), длина 
которых L = 1 ± 0,5 мкм, ширина – 10,5 ± 0,2 мкм.

В результате воздействия СО t₂ = 320  c на 
кровь в монослое увеличилось количество сфе-
роцитов до 28 ± 7% (p < 0,01) и  появились ми-
шеневидные клетки, доля которых составила 
10 ± 2%. Процент клеток с размером D < 5,7 мкм 
увеличился до 72 ± 11% (p < 0,01). Повышенная 
концентрация СО привела к агрегации эритро-
цитов.

Процесс агрегации показан на рис. 4. В кон-
трольном образце (рис. 4А) клетки находились на 
большом расстоянии друг от друга (500–1000 нм) 
и  не связывались между собой. Из рисунка 4Б 
следует, что клетки не взаимодействуют друг 
с другом, между ними существует пространство 
по горизонтали Lконтр = 500–1000 нм. В результате 
действия СО развивается процесс взаимодей-
ствия клеток (рис. 4В, Г, Д, Е). На рис. 4В, Г видно 
появление области взаимодействия Lсо = 0  с  об-
щей высотой 500–600  нм. На рис. 4Д, Е проил-
люстрировано касание двух эритроцитов в  ре-
зультате их взаимодействия.

Изменение параметров клеток
При воздействии СО происходило изменение 
формы клеток, вызванное нарушением молеку-
лярной структуры мембран эритроцитов. 

Контрольный эритроцит имеет двояково-
гнутую форму (рис. 5А). АСМ-измерения по-
казали высоту тора дискоцитов 1,2 ± 0,2  мкм, 
глубину впадины  – 0,57 ± 0,04  мкм (рис. 5А, Б). 
Воздействие CO на кровь in vitro вызвало из-
менение морфологии клеток и  их размеров. 
Типичные формы клеток, которые появлялись 
в  результате воздействия СО,  – это кодоциты 
(рис. 5В) и сфероциты (рис. 5Д). Основное отли-
чие кодоцита (мишеневидной клетки) от сферо-
цита в том, что в середине клетки не пэллор, а вы-
пуклость (мишень). Ее диаметр Dмиш = 3 ± 0,5 мкм, 
что составило почти половину диаметра клет-
ки. Высота мишеневидной структуры равна 
hмиш = 0,4 ± 0,01 мкм (рис. 5В, Г), что соизмеримо 
с  высотой остальной части клетки. Высота ку-
пола сфероцита составила 1,8 ± 0,2 мкм. Его ди-
аметр равен D = 5700 ± 300  нм. Характеристики 
сфероцитов отличаются от параметров кон-
трольных клеток.

Обсуждение
Действие СО на кровь может оказать влияние на 
организм. Продолжительное присутствие в кро-
ви CO вызывает серьезные повреждения миокар-
да и центральной нервной системы. Избыточная 
эндогенная продукция СО и  избыточное обра-
зование HbCO могут играть значительную роль 

Рис. 4. Эритроциты в поле атомного силового микроскопа и их профили: А – контроль; 
Б – профиль контрольных клеток; В – зарождение области взаимодействия после 
действия моноксида углерода (СО) на кровь; Г – профиль клеток с зарождением области 
взаимодействия после действия СО на кровь; Д – взаимодействие клеток после действия 
СО на кровь; Е – профиль взаимодействия клеток после действия СО на кровь
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в тканевом повреждении и формировании поли-
органной дисфункции [8].

Можно выделить два механизма влияния CO 
на кровь: 1) изменение морфологии клеток, как 
следствие  – существенное изменение реологии, 
2) образование HbCO в  эритроцитах, что при-
водит к нарушениям окислительно-восстанови-
тельных процессов как в самих эритроцитах, так 
и в окружающих тканях.

Сильные последствия могут возникнуть 
в  связи с  нарушениями не только газообме-
на, но и  формы и  размеров клеток. Появление 
HbCO может повредить основные метаболи-
ческие пути, которые отвечают за нормальную 
функцию гемоглобина и целостность клеточной 
мембраны [9]. В результате это может стать при-
чиной сближения эритроцитов и  образования 
агрегатов (см. рис. 3Д, Е).

Эритроциты – клетки крови, основной функ-
цией которой является перенос кислорода в тка-
ни. В норме это дискоциты. При влиянии физи-
ко-химических факторов форма клеток может 
измениться [21, 22]. В нашем эксперименте после 
воздействия СО на кровь в  течение 160  c фор-
му, отличную от дискоцитов, имели 10% клеток, 
а в течение 320 c – 38% клеток. При действии СО 
отмечено сближение эритроцитов и  образова-
ние специфических мостиков. При увеличении 
времени воздействия СО происходила агрега-
ция эритроцитов и  образование их больших 
конгломератов размером до 30 мкм.

Появление клеток, отличных от дискоцитов 
(см. рис. 5), повышенная агрегация (см. рис. 3Д, Е 
и 4В, Д) эритроцитов могут ухудшить реологи-
ческие свойства крови [23]. С  помощью метода 
АСМ мы показали слияние эритроцитов, вплоть 
до образования конгломератов. Этот процесс 
может лежать в  основе механизма появления 
микротромбов и  изменения динамики в  зоне 
микроциркуляции после действия СО на орга-
низм [24, 25].

Отметим, что на территории Российской 
Федерации подобные исследования ранее не 
проводились. Выявленные нами структурные 
изменения эритроцитов на микро- и наноуров-
нях дополняют имеющиеся в  мировой литера-
туре данные о токсическом действии СО на ор-
ганизм.

Заключение
Методом АСМ показано, что воздействие СО 
на кровь наряду с  образованием HbCO вызы-
вало изменение морфологии эритроцитов  – по-
явление кодоцитов и  сфероцитов. С  помощью 

АСМ-изображений выявлены стадии взаимо-
действия эритроцитов. При этом наблюдалось 
формирование связанных между собой эритро-
цитарных структур. При увеличении времени 
воздействия СО происходили агрегация эри-
троцитов и  образование конгломератов. Таким 
образом, действие СО на кровь может вызывать 
не только появление HbCO, который полностью 
блокирует перенос кислорода, но и  патологи-
ческие изменения на мембранном и  клеточном 
уровнях. Данные эффекты следует учитывать 
при разработке тактики лечения пациентов по-
сле отравления угарным газом. Количество и ка-
чество этих нарушений в  перспективе могут 
быть рассмотрены как диагностический и  про-
гностический биомаркер патологии организма. 
Для получения дальнейших результатов, кото-
рые могут быть использованы в  клинической 
практике, представляется целесообразным про-
должить исследование. 

Рис. 5. Формы клеток при воздействии моноксида углерода (СО) в течение 320 с – 3D 
изображения, полученные с помощью атомного силового микроскопа: дискоцит (А) и его 
профиль (Б), кодоцит (В) и его профиль (Г), сфероцит (Д) и его профиль (Е)
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Background: One of the pathological effects 
of carbon monoxide (CO) on blood is the forma-
tion of carboxyhemoglobin. Carboxyhemoglobin 
completely blocks oxygen transfer; therefore, 
there is a net decrease in oxygen transport by red 
blood cells potentially resulting in tissue hypoxia. 
The effects of CO on blood can also damage cell 
membranes. Atomic force microscopy (AFM) has 
been recognized as effective for investigation into 
the mechanisms of structural damage in eryth-
rocyte membranes. Aim: By means of AFM, to 
identify characteristics of changes in morphology 
and aggregation of erythrocytes exposed to CO 
in vitro. Materials and methods: All experiments 
were performed in vitro. We studied the morphol-
ogy of erythrocytes and their aggregates with 
AFM. Blood sampling (150 μl) in microvettes with 
EDTA (Sarstedt AG & Co., Germany) was carried out 
during a prophylactic work-up of 5 volunteers. To 
obtain CO in a  test tube, formic acid was mixed 
with sulfuric acid 1:1. Blood levels of carboxyhe-
moglobin were measured by spectrophotometry. 
A  nonlinear fitting method of the experimental 
spectra was used to calculate the concentrations of 
hemoglobin derivatives in blood. Statistical analy-
sis was done with the Origin software (OriginLab 
Corporation, Northampton, MA, USA). Results: 
After CO exposure, a shift in peaks was observed. 
At exposure time t₂ = 320 s, the percentage of car-
boxyhemoglobin (CHbCO) was 88 ± 2%. As a result of 
blood exposure to CO, at t₁ = 160 s 10% of the cells 
differed in their shape from discocytes, whereas at 

t₂ = 320 s their proportion was 38%. With increas-
ing duration of exposure to CO, erythrocyte ag-
gregation occurred with formation of their large 
conglomerates up to 30 μm in size. In the control 
smear, the proportion of discocytes was 96 ± 2%, 
and the remaining 4 ± 1% of the cells had the form 
of echinocytes. The cell diameter (Dcont) was in the 
range 7.5 ± 0.8  μm. After blood exposure to CO 
at t₁ = 160 s in the monolayer, 28 ± 5% of cells had 
a  diameter less than < 5.7  μm. After CO exposure 
at t₂ = 320  s, the proportion of cells with a  diam-
eter of less than < 5.7  μm increased to 72 ± 11%. 
Conclusion: The experiments have shown that 
blood exposure to CO changed the morphology 
of erythrocytes. The formation of interconnected 
structures made of red blood cells was observed. 
With increased time of exposure, erythrocytes 
demonstrated aggregation with conglomerate 
formation.

Key words: red blood cells, carbon monoxide, 
atomic force microscopy, aggregation
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