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Резюме

Цель. Изучить реологические и мембранные свойства эритроцитов у детей с болезнью Крона (БК).

Материалы и методы: у 17 пациентов с БК в возрасте от 10 до 17 лет исследованы реологические (деформируе-
мость эритроцитов, морфология их агрегатов в аутологичной плазме крови) и мембранные свойства эритроци-
тов —  состояние цитоскелета мембран эритроцитов и их агрегация, индуцируемая лантаном.

Результаты: у пациентов с БК выявлено нарушение деформируемости эритроцитов. При этом снижается средняя 
деформируемость эритроцитов и изменяется распределение количества клеток по степени их деформируемости. 
Изменяется морфологическая картина агрегации эритроцитов —  наряду с образованием «монетных столбиков» 
появляются глыбчатые структуры их агрегатов. Значительно снижается стабильность цитоскелета эритроцитов. 
Показано, что агрегация эритроцитов больных при изучаемой концентрации лантана достоверно отличается от 
агрегации нормальных клеток.

Заключение: полученные результаты свидетельствуют о существенных изменениях реологических и мембранных 
свойств эритроцитов у детей с БК. Определение этих свойств эритроцитов позволяет получить дополнительную 
информацию о патогенезе БК и эффективности проводимого лечения.

Ключевые слова: эритроциты, болезнь Крона, деформируемость эритроцитов, морфология агрегатов, цитоскелет 
эритроцитов, агрегация эритроцитов, лантан
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Summary

The aim of this work was to study the rheological and membrane properties of erythrocytes in children with Crohn’s 
disease (CD).

Materials and Methods: The study was conducted in 17 patients with CD at the age of 10 to 17 years. The erythrocyte 
deformability, aggregate morphology in autologous plasma, state of membrane cytoskeleton and cell aggregation induced 
by lanthanum were studied.

Results: In patients with CD signifi cant changes of average erythrocyte deformability and changes in distribution of the 
cell number for the degree of their deformability were revealed. Morphological pattern of erythrocyte aggregation was 
changed —  along with the formation of «rouleaux» aggregates globular structures (clump) appeared. The stability of the 
erythrocyte cytoskeleton signifi cantly decreases. Studying of human erythrocyte aggregation induced by lanthanum was 
shown that erythrocyte aggregation of patients at studied lanthanum concentration signifi cantly diff erent from normal cell 
aggregation. Current treatment resulted in improvement of rheological and membrane erythrocyte properties. However, 
complete normalization of erythrocyte properties did not occur.

Conclusion: The results show signifi cant changes in the rheological and membrane properties of erythrocytes in children 
with CD. Determination of rheological and membrane properties of erythrocytes allow to obtain additional information on 
the process of the disease and the eff ectiveness of its treatment.

Key words: erythrocytes, Crohn’s disease, erythrocyte deformability, erythrocyte morphology, erythrocyte cytoskeleton, 
erythrocyte aggregation, lanthanum

Болезнь Крона (БК) –  хроническое рецидивирующее 
заболевание желудочно-кишечного тракта неясной 
этиологии, характеризующееся трансмуральным 
сегментарным распространением воспалительного 
процесса с развитием местных и системных ослож-
нений, одна из нозологических форм воспалитель-
ных заболеваний кишечника (ВЗК) [1].

В соответствии с современными представления-
ми важную роль в развитии БК играют иммунные 
нарушения с дисбалансом цитокиновой регуля-
ции [2, 3]. Дальнейшему развитию воспалитель-
ных реакций способствуют нарушение барьерной 
функции кишечника, метаболические и дисрегуля-
торные расстройства, хроническая интоксикация.

Можно назвать некоторые стороны патогенеза 
ВЗК, которые являются наиболее доказанными –  
дисфункция эндотелия, воспаление, тромбофилия, 
аутоагрессия, эндогенная интоксикация [4]. При 
этом следует подчеркнуть, что это взаимосвязан-
ные и взаимообусловленные процессы. В настоя-
щее время доказано, что эритроцит можно рассма-
тривать как универсальную модель для изучения 
изменений цитоплазматических мембран и ме-
таболизма клеток. Несмотря на это, в литературе 
имеются лишь единичные сообщения об изучении 

физико-химических свойств эритроцитов в гастро-
энтерологии [5]. В то же время в патогенезе ВЗК 
наименее изученной остается роль микроциркуля-
торных нарушений. Поэтому исследование состоя-
ния мембран эритроцитов при ВЗК и, в частности, 
БК так важно не только для понимания патогенеза 
этих нарушений, но и непосредственно для оценки 
состояния основного звена микроциркуляции –  
гемореологии. Разработка этой проблемы важна 
также и для оценки эффективности терапии БК.

В патогенезе различных заболеваний, по данным 
ряда авторов, значительная роль принадлежит на-
рушениям реологии эритроцитов [6]. Это показано 
у больных сахарным диабетом [7], сердечно-сосу-
дистыми заболеваниями [8] и сепсисом [9].

В то же время практически не изучены реоло-
гические свойства эритроцитов (агрегация и де-
формируемость) при БК, играющие важную роль 
в изменении микроциркуляции. Также при этом 
не исследованы свойства мембран эритроцитов, 
которые могут в значительной степени определять 
изменение реологических свойств эритроцитов.

Цель настоящего исследования –  изучить рео-
логические и мембранные свойства эритроцитов 
у детей с болезнью Крона (БК).

Материал и методы исследования

На проведение исследования было получено разре-
шение локально-этического комитета ФГБУ «ПФ-
МИЦ» Минздрава России. От родителей всех детей 
(или от самих детей старше 15 лет) получено инфор-
мированное согласие на участие в исследовании.

Исследована кpовь 17 пациентов обоего пола 
в возрасте от 10 до 17 лет, страдающих БК с не-
прерывно-рецидивирующим течением. Диагноз 
верифицирован данными комплексного обследова-
ния, включавшего клинико-лабораторные данные, 

а также эндоскопическое исследование слизистой 
оболочки кишечника с морфологическим анали-
зом биоптатов. Исследования проводили в период 
обострения болезни. Обострение БК зарегистриро-
вано у 71 % пациентов с умеренной активностью 
заболевания по индексу активности болезни Крона 
CDAI (Сrohn’s Disease Activity Index), составившему 
в среднем от 11 до 30 баллов и у 29 % пациентов 
с высокой активностью заболевания (CDAI от 30 до 
100 баллов). Лечение проводилось с применением 
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производных 5-аминосалициловой кислоты, глю-
кокортикостероидов, иммунодепрессантов, ген-
но-инженерной биологической терапии.

В качестве контроля использовали кровь 20 ус-
ловно здоровых детей с аналогичными половыми 
и возрастными характеристиками.

Кpовь забиpали в вакуумные пpобиpки, cодеpжа-
щие 3,8 % цитpат натpия (cоотношение 9:1). Беcтpом-
боцитаpную плазму получали путем центpифугиpо-
вания cтабилизиpованной кpови в течение 20 мин 
пpи 3000 об/мин. Тpомбоциты и лейкоциты удаляли, 
а эритроциты использовали для изучения морфоло-
гии агрегатов клеток и их деформируемости.

Морфологию агрегатов эритроцитов изучали 
предложенным нами методом с помощью светового 

микроскопа [10,11], оснащенного мегапиксельной 
цифровой телевизионной камерой цветного изо-
бражения.

Деформируемость эритроцитов в искусственном 
сдвиговом потоке изучали в специально сконстру-
ированном устройстве –  ригидометре [12]. После 
деформации эритроцитов при напряжении сдвига 
21 Па эритроциты фиксировали глутаровым аль-
дегидом. Фиксированные эритроциты помещали 
в поле зрения светового микроскопа и проводили 
микрофотосъемку. На полученных фотографиях 
определяли длину и ширину деформированных 
клеток (100 клеток) и рассчитывали индекс удли-
нения эритроцитов (ИУЭ, отн. ед.) как показатель 
деформируемости по формуле:

ИУЭ= (L –  W) / (L + W),

где L –  длина деформированной клетки; W –  ее ширина.

Полученные результаты обрабатывали и опре-
деляли среднюю деформируемость эритроцитов 
и распределение количества эритроцитов (%) по 
степени их деформируемости согласно их ИУЭ 
по следующим группам: 0,30–0,35; 0,36–0,40; 
0,41–0,45; 0,46–0,50; 0,51–0,55; 0,56–0,60; 0,61–0,65; 
0,66–0,70.

Изучение мембранных свойств проводили на 
эритроцитах, выделенных сразу после взятия 
крови и трижды промытых в физиологическом 
растворе.

Состояние цитоскелета эритроцитов оценивали 
методом термоиндукции после их прогревания 
при 49ºС. Принцип метода основан на том, что 
прогревание суспензии эритроцитов при 49–50ºС 
приводит к денатурации основного белка цитоске-
лета спектрина [13,14]. В результате этого проис-
ходит диск-сферическая трансформация эритро-
цитов –  дискоциты превращаются в сфероциты. 
0,05 мл отмытых эритроцитов добавляли к 10 мл 
забуференного физиологического раствора (10мМ 
трис-HCl, 150 мМ NaCl, рН 7,4), помещали на во-
дяную баню и прогревали при 49ºС в течение 8 

мин. После этого эритроциты фиксировали в 0,2 % 
растворе глутарового альдегида, приготовленного 
на фосфатном буфере, и подсчитывали количество 
сфероцитов на 100 клеток. Об изменении состояния 
цитоскелета эритроцитов судили по количеству 
сферических форм клеток. Увеличение количества 
сфероцитов (%) свидетельствовало о снижении 
стабильности цитоскелета.

Состояние мембран эритроцитов определяли 
по изменению их агрегационной способности под 
влиянием лантана при финальной концентрации 
320 мкМ [15]. Агрегация эритроцитов сопрово-
ждалась снижением оптической плотности су-
спензии, что регистрировалось фотометрически 
в виде записи кривой агрегатограммы. Процесс 
лантан-индуцированной агрегации эритроцитов 
оценивали по максимальной амплитуде агрегации 
(максимальное светопропускание –  Ма,%).

Pезультаты иccледования обpаботаны методами 
непаpаметpичеcкой cтатиcтики c пpименением 
кpитеpиев Манна-Уитни и парных сравнений Вил-
коксона. За уровень статистической значимости 
принимали р<0,05.

Результаты исследования и их обсуждение

Проведенные исследования показали, что у всех 
обследованных пациентов при обострении БК от-
мечены существенные изменения реологических 
свойств эритроцитов. Индекс удлинения эритро-
цитов (деформируемость эритроцитов) у больных 
был достоверно ниже, чем в контроле (0,51±0,01 
и 0,56±0,005 соответственно). Распределение коли-
чества эритроцитов по степени их деформируемо-
сти у здоровых доноров и при БК представлено в та-
блице. При БК показано значительное увеличение 
количества эритроцитов в группе с наименьшей 
деформируемостью (ИУЭ 0,35–0,40). Содержание 
среднедеформированных эритроцитов (ИУЭ 0,46–
0,55) достоверно от контроля не отличалось. При 
этом наблюдалось резкое снижение числа сильно-
деформированных эритроцитов (ИУЭ 0,56–0,70).

Морфологическое исследование агрегации 
эритроцитов выявило изменение характера 

агрегации –  наряду с «монетными столбиками» 
образуются глыбчатые (патологические) структуры 
агрегатов. Эритроциты в агрегатах расположены 
более плотно, чем в норме.

Нарушаются и мембранные свойства эритро-
цитов. Это проявляется в снижении стабильности 
цитоскелета эритроцитов –  количество сфери-
ческих форм клеток значительно увеличивается 
(до 59,50±4,77 % при 30,67±2,11 % в норме, р<0,05).

Изменяется индуцированная лантаном агрега-
ционная способность эритроцитов при БК. Мак-
симальная амплитуда агрегатограммы увеличи-
вается с 41,28±2,61 % в контроле до 49,66±1,61 % 
при БК (р<0,05).

В качестве характерного примера приводим 
результаты исследования морфо-физиологиче-
ских свойств эритроцитов пациента Р., 13 лет, 
который поступил с диагнозом БК множественной 
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локализации (терминальный отдел подвздошной 
кишки, толстая кишка –  фаза афт), тяжелое, не-
прерывно-рецидивирующее, гормонозависимое 
течение. Лечение проводилось по стандартной 
схеме с применением иммуномодуляторов и глю-
кокортикостероидов. Кровь для исследований 
забирали в день поступления и после проведен-
ного лечения.

На рис. 1 показана морфологическая карти-
на эритроцитарных агрегатов здорового донора 
и больного Р. На рис. 1а видно, что агрегация эри-
троцитов здорового донора имеет вид «монетных 
столбиков». При этом наблюдается непрочная 
упаковка клеток в «монетных столбиках». При БК 
характер агрегации эритроцитов резко меняется. 
Наряду с «монетными столбиками» появляются 
глыбчатые (патологические) структуры агрегатов 
эритроцитов, отмечена более плотная упаковка 
эритроцитов (рис. 1б).

Изучение распределения количества эритро-
цитов по степени их деформируемости показало, 
что эти параметры у пациента Р. претерпевают 
существенные изменения по сравнению со здоро-
выми донорами. Так, средняя деформируемость 
эритроцитов пациента уменьшалась на 12,5 % 
(ИУЭ снижался до 0,49 при 0,56±0,005 в контроле, 
р<0,05) (рис. 2б). Значительно изменяется распре-
деление количества эритроцитов по степени их 
деформируемости (рис. 3). Увеличение количества 

эритроцитов при БК происходило в группе с ИУЭ 
0,35–0,45, что свидетельствует о появлении по-
пуляции слабодеформированных клеток. Прак-
тически не изменялось содержание эритроцитов 
в группе с ИУЭ 0,46–0,55. Снижение количества 
эритроцитов наблюдалось в группах с более вы-
соким ИУЭ 0,56–0,70. Это связано с увеличением 
количества слабодеформированных клеток.

Исследование мембранных свойств эритроци-
тов больного Р. также показало их изменения по 
сравнению с контрольной группой. У пациента 
с БК существенно снижена стабильность цитоске-
лета эритроцитов. Это проявлялось в увеличении 
после термоиндукции количества сфероцитов 
(94 %) по сравнению с донорскими эритроцитами 
(30,67±2,11 %) (рис. 4 а, б). Интересно отметить, 
что у пациента Р. образование сфероцитов сопро-
вождается появлением большого количества ми-
кровезикул. Это согласуется с данными [16] об 
усилении микровезикуляции при БК.

Изменяется и  агрегационная способность 
эритроцитов больного Р. под влиянием лантана. 
Агрегация возрастает до 52,40 % при 41,28±2,61 % 
в норме. Это свидетельствует о том, что состояние 
мембран эритроцитов существенно изменяется 
при БК.

Мы также изучили свойства эритроцитов па-
циента Р. не только при поступлении, но и после 
проведенного лечения. На рис. 1в видно, что после 

Степень деформируемости 
эритроцитов
(ИУЭ, отн. ед.)

Количество деформированных клеток,%

Контроль Болезнь Крона

0,30–0,35 1,50±0,50 8,33±1,37 *
0,36–0,40 1,50±0,50 5,00±0,78 *
0,41–0,45 5,00±2,01 11,83±1,93
0,46–0,50 13,00±3,01 19,50±2,42
0,51–0,55 23,50±3,51 23,67±0,77
0,56–0,60 35,50±4,51 19,67±2,30 *
0,61–0,65 12,00±3,01 9,00±1,27
0,66–0,70 8,00±1,00 3,00±0,94 *

Таблица
Распределение эритроцитов 
по степени их деформируе-
мости при болезни Крона

Примечание:
* р<0,05 –  сравнение с кон-
тролем, критерий Манна-У-
итни.

Рисунок 1.
Морфология агрегатов эри-
троцитов здорового донора 
(а), эритроцитов пациента 
с БК при госпитализации 
(б) и после лечения (в). Увел. 
об.: 100×.

Рисунок 2.
Деформируемость эритро-
цитов здорового донора (а), 
эритроцитов пациента с БК 
при госпитализации (б) 
и после лечения (в). Фикса-
ция глутаровым альдегидом. 
Увел. об.: 100×.
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лечения характер агрегации изменяется –  практи-
чески исчезают глыбчатые (патологические) струк-
туры агрегатов, однако упаковка клеток остается 
достаточно плотной.

Улучшалась и средняя деформируемость эри-
троцитов при БК (ИУЭ увеличивался с 0,49 до 0,53). 
Однако полного восстановления этого показателя 
не происходило (рис. 2в).

После лечения происходило увеличение коли-
чества клеток, которые лучше подвергаются де-
формации (рис. 3). В то же время в большинстве 
групп эритроцитов, изучаемых по показателю ИУЭ, 
полной нормализации их деформируемости не 
происходило.

Проведенное лечение положительно сказывает-
ся также и на мембранных свойствах эритроцитов 
у больного Р. На рис. 4в видно, что после лечения 
улучшается состояние цитоскелета эритроцитов. 
Количество сфероцитов снижается с 94 % до 33 %. 
При этом образуется значительно меньшее коли-
чество микровезикул.

Агрегационная способность эритроцитов под 
влиянием лантана снижается до 30,8 %. Однако 
это значение агрегации остается отличным от кон-
троля.

Таким образом, проведенные исследования по-
казали, что у детей с болезнью Крона происхо-
дят значительные нарушения как реологических 
(ухудшение деформируемости, появление глы-
бчатых структур агрегатов), так и мембранных 
свойств эритроцитов (снижение стабильности их 
цитоскелета и возрастание агрегации под вли-
янием лантана). Проведенное лечение больного 
Р. оказывает положительное влияние как на ре-
ологические (улучшение деформируемости, зна-
чительное уменьшение образования глыбчатых 
структур агрегатов), так и на мембранные свойства 
эритроцитов.

Изучаемые реологические и мембранные свой-
ства эритроцитов можно рекомендовать для мо-
ниторинга течения заболевания и эффективности 
проводимой терапии у детей с болезнью Крона.
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Рисунок 3.
Распределение эритроцитов 
по степени их деформируе-
мости у здоровых доноров 
и пациента с БК.

Рисунок 4.
Морфология эритроцитов 
здорового донора (а) и эри-
троцитов пациента с БК при 
госпитализации (б) и после 
лечения (в) после прогре-
вания клеток при 49ºС 
в течение 8 мин. Фиксация 
глутаровым альдегидом. 
Увел. об.: 100×.
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