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Резюме

Цель работы – доказать возможность использования зондовой микроскопии эритроцитов в качестве предиктора 
развития панкреонекроза. Материал и методы. Атомно-силовая микроскопия выполнена у 143 человек (82 
мужчины и 61 женщина). Исследование выполняли на зондовом микроскопе Integra Aura (ЗАО «НТ-МДТ», Рос-
сия). У каждого эритроцита сканировали мембрану клетки и клетку в целом. Суммарно исследовано 940 эритро-
цитов. По степени тяжести острого панкреатита больные распределены в три группы. В качестве контрольной 
группы обследовано 37 человек без соматической патологии. Диагностика и лечение пациентов выполнены в 
ЧУЗ «КБ «РЖД-Медицина» г. Красноярск» в 2015–2019 гг. Результаты. Показано, что форма эритроцита не 
зависит от тяжести панкреатита и не изменяется, однако происходят структурные изменения мембраны в виде 
образования на ее поверхности множественных эрозий. Мембрана деформируется, а ее адгезия увеличивается. 
Данные изменения снижают транспортную способность крови, что, по нашему мнению, и приводит к нарас-
танию общей интоксикации организма и к ухудшению состояния больного. Заключение. По всей видимости, 
ферменты поджелудочной железы, поступающие в свободный кровоток в первую фазу панкреатита, вызывают 
не только окислительный стресс, но и реорганизацию и разрушение мембраны эритроцита. Увеличение ригид-
ности мембраны и деформация поверхностного цитоскелета эритроцита на фоне увеличения адгезии ухудшают 
газотранспортную функцию эритроцита и микрореологические свойства крови, что, в свою очередь, нарушает 
процессы обмена аминокислот, липидов и детоксикационные возможности крови. Появление в свободном кро-
вотоке эритроцитов с наличием эрозии на поверхности мембраны может служить прогнозом неблагоприятного 
течения острого панкреатита и предиктором возможного перехода отечного панкреатита в панкреонекроз. 
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Abstract 

Aim of the study was to prove the possibility of using red blood cell probe microscopy as a predictor of the development 
of pancreonecrosis. Material and methods. Atomic force microscopy was performed in 143 people (82 were male 
and 61 were female). The study was performed on an Integra Aura probe microscope (ZAO NT-MDT, Russia). Each 
erythrocyte was scanned for cell membrane and cell as a whole. A total of 940 red blood cells were examined. According 
to the severity of acute pancreatitis, patients are distributed in three groups. As a control group, 37 people without 
somatic pathology were examined. Diagnosis and treatment of patients was carried out in the public health institution 
“Design Bureau” Russian Railways-Medicine “Krasnoyarsk” from 2015–2019. Results. The study showed that the 
shape of erythrocyte does not depend on the severity of pancreatitis and does not change, however, structural changes 
of the membrane occur in the form of the formation of multiple erosions on its surface. The membrane is deformed, 
and its adhesion increases. These changes reduce the transport capacity of the blood, which, in our opinion, leads to 
an increase in the general intoxication of the body and to a deterioration in the condition of the patient. Conclusions. 
Apparently, pancreatic enzymes entering the free bloodstream in the first phase of pancreatitis cause not only oxidative 
stress, but also the reorganization and destruction of the erythrocyte membrane. The increase in membrane rigidity and 
deformation of the erythrocyte surface cytoskeleton against the background of increased adhesion seems to disrupt the 
gas transmission function of erythrocyte and microrheological properties of blood, which in turn disrupts the exchange 
of amino acids, lipids and detoxification capabilities of blood. The appearance of erythrocytes in the free bloodstream 
with the presence of erosion on the surface of the erythrocyte membrane can serve as a prediction of a non-favorable 
course of acute pancreatitis and a predictor of a possible transition of edema pancreatitis to pancreonecrosis.
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Введение

В настоящее время 32–387 человек на 1 млн 
населения заболевают острым панкреатитом 
(ОП), смертность от которого составляет 6–13 
человек на 1 млн населения. В медицинской ста-
тистике частота заболеваний ОП в крупных ме-
гаполисах за последние 10 лет уверенно вышла 
на первое место и составляет 24–26 % от острой 
хирургической потологии, уступая только остро-
му аппендициту. Несмотря на снижение общей 
летальности при ОП до 2,4–3,6 %, послеопераци-
онная летальность остается достаточно высокой 
и составляет 20–27 % [1–3]. Социально-эконо-

мическую значимость ОП определяет и то, что 
большинство больных ОП находятся в трудоспо-
собном возврасте, это диктует необходимость 
разработки путей решения данной проблемы, 
методов диагностики и лечения, улучшающих 
исходы заболевания. К сожалению, современная 
клинико-биохимическая оценка тяжести ОП не 
позволяет в первые 24–48 ч от начала заболевания 
достаточно точно определить патофизиологичес-
кие изменения, возникающие в поджелудочной 
железе, и возможность развития панкреонекроза. 
В качестве диагностических критериев до насто-
ящего времени используют активность протео-
литических ферментов (амилазы, липазы крови, 
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диастазы мочи). Таким образом, достоверных 
маркеров оценки тяжести ОП и прогноза перехо-
да заболевания в более тяжелую форму на совре-
менном этапе развития хирургии нет, что опреде-
ляет необходимость активного научного поиска 
[3–6]. 

Высокая летальнось при тяжелых формах 
ОП определяется отсутствием единого подхода и 
общепринятого алгоритма лечения панкреатита 
средней степени тяжести. Клиницисты серьезно 
относятся к тяжелым формам заболевания; сред-
няя степень заболевания всегда носит «консерва-
тивный характер», а четкие критерии ее перехода 
в более тяжелые формы, требующие оперативно-
го вмешательства, на вооружении клиницистов 
до настоящего времени отсутствуют. Дальнейшее 
изучение патогенеза ОП и разработка критери-
ев, определяющих тяжесть ОП, приобретают не 
только научно-теоретическое, но и практическое 
значение [7–9]. 

Современная клиническая медицина считает 
доказанным, что структурная организация и 
физико-химические свойства мембран клеток 
определяют их функциональное состояние 
и влияют на исходы заболевания. Зондовая 
микроскопия относится к наиболее современным 
и информативным методам, позволяющим 
получить пространственное изображение 
поверхности исследуемой клетки, близкое к 
атомарному. Основное отличие атомно-сило-
вой микроскопии (АСМ) от используемых до 
настоящего времени методов микроскопического 
анализа заключается в том, что с ее помощью 
можно выполнить оценку локальных упругих 
свойств клетки и адгезивных свойств 
плазматических мембран исследуемого объекта. 

Безусловный интерес представляет состояние 
упруговязкостных свойств мембран эритроцитов, 
поскольку именно они отражают интегральные 
показатели функционального статуса клетки. 
Морфофункциональное состояние мембран 
эритроцитов влияет на транспорт кислорода, 
адсорбцию на поверхности биологически 
активных веществ и их транспорт. Различные 
изменения формы и структуры эритроцита 
изменяют его способность проходить через 
капилляры, что нарушает трофику тканей. В 
настоящее время появилось большое количество 
сообщений об изменениях формы эритроцита 
и его физико-химических свойствах при 
патологических состояниях. Однако данные 
результатов зондовой микроскопии у больных 
ОП практически отсутствуют [10–14].

Цель исследования – доказать возможность 
использования зондовой микроскопии эрит-
роцитов в качестве предиктора развития панк-
реонекроза.

Материал и методы

АСМ эритроцита выполнена у 143 человек (82 
мужчины и 61 женщина), которые по тяжести ОП 
распределены в четыре группы. В качестве кон-
трольной группы (первая группа) обследован 31 
человек без соматической патологии, во вторую 
группу вошли 37 пациентов с легкой степенью 
ОП, в третью – 38 человек со средней степенью 
тяжести ОП, в четвертую – 37 больных с тяжелой 
степенью ОП. Пациентов моложе 31 года было 7 
человек, от 31 до 40 лет – 45, от 41 до 50 лет – 
35, от 51 до 60 лет – 18, и старше 60 лет – 7. Та-
ким образом, большинство больных находились в 
трудоспособном возрасте. 

Все пациенты обследованы согласно стандар-
там ведения больных ОП и пролечены в ЧУЗ «КБ 
«РЖД-Медицина» г. Красноярск» с 2015 по 2019 
год включительно. Диагноз ОП ставили на осно-
вании типичной клинической картины, клинико-
биохимического исследования крови, характер-
ных признаков ОП по данным УЗИ. Критерием 
включения в рабочую выборку являлись нали-
чие данных компьютерной томографии органов 
брюшной полости, выполненной в течение 24 ч 
от момента поступления, и срок появления боле-
вого приступа не более 24 ч от момента заболева-
ния до поступления больного в стационар.

Степень тяжести ОП окончательно устанав-
ливали по факту законченного случая. К лицам с 
ОП легкой степени относили больных с отечным 
панкреатитом без органной недостаточности, 
с ОП средней степени – пациентов с наличием 
одного из местных проявлений заболевания или 
развитием общих проявлений в виде транзитор-
ной органной недостаточности (не более двух 
суток), с тяжелым ОП – больных, имеющих ин-
фицированный панкреонекроз или проявления 
полиорганной недостаточности.

Зондовая микроскопия эритроцитов выпол-
нена на атомно-силовом микроскопе Integra Aura 
(ЗАО «НТ-МДТ», Россия). Для изучения стро-
ения цитоскелета клетки образцы сканировали 
в полуконтактном режиме, адгезивные свойства 
изучали в контактном режиме. С целью исклю-
чения воздействия на морфологию эритроцита 
других клеток крови выбирали только отдель-
ные эритроциты, у каждого из них сканировали 
мембрану и клетку в целом. В каждом образце 
просканировано от 13 до 18 эритроцитов. Адге-
зивные свойства эритроцитов рассчитывали с по-
мощью программы «Nova», преобразующей сиг-
нал DFL в цифровые значения [11].

При проведении статистического анализа 
придерживались принципов Международно-
го комитета редакторов медицинских журналов 
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(ICMJE) и общих рекомендаций [15]. Из-за нали-
чия в исследуемых группах менее 50 показателей 
оценку нормальности распределения признаков 
проводили с помощью критерия Шапиро – Уилка. 
Переменные представлены в виде среднего ариф-
метического и стандартного отклонения (М ± m), 
для оценки различий между группами использо-
вали критерий Стьюдента. Критический уровень 
значимости нулевой статистической гипотезы (р) 
принимали равным 0,05. Статистическая обра-

ботка результатов исследования осуществлялась 
с помощью пакета программ «IBM SPSS Statistics 
Version 25.0» (International Business Machines 
Corporation, license No. Z125-3301-14, США, 2017 
г.) [14, 16, 17].

Результаты и их обсуждение

85–90 % эритроцитов здоровых людей име-
ли форму двояковогнутого диска и относились 
к дискоцитам, остальные 10–15 % имели форму 

Таблица 1. Геометрические параметры эритроцита здоровых и больных ОП

Table 1. Geometric parameters of erythrocyte of healthy and acute pancreatitis patients

Параметр 
эритроцита Норма

ОП легкой 
степени 
тяжести

ОП средней 
степени 
тяжести

ОП тяжелой 
степени 
тяжести

p 1-2 p 1-3 p 1-4

Длина, мкм 8,72±0,10 8,74±0,12 8,73±0,06 8,71±0,08 0,899 0,933 0,939
Ширина, мкм 7,54±0,16 7,39± 0,15 7,48±0,23 7,44±0,13 0,970 0,300 0,660
Максимальная 
высота, нм 348,0 ±1,9 346,5±9,8 349,2±10,0 347,4± 0,13 0,843 0,920 0,760

Минимальная 
высота, нм 162,5±5,9 160,9±6,2 160,7±9,0 161,8±6,1 0,852 0,869 0,935

Глубина впади-
ны, мкм 185,5± 4,3 182,4±5,1 183,4±6,0 184,3±4, 9 0,645 0,775 0,854

Площадь, мкм2 43,0±1,2 38,4±1,3 45,1± 1,5 45,2±1,0 0,301 0,946 0,935
Объем, мкм3 10,1±0,3 10,7±0,4 9,2±0,6 10,1± 0,3 0,931 0,932 0,018

Рис. 1. Трехмерная структура эритроцита больных ОП, полученная методом атомно-силовой микроскопии 
Fig. 1. Erythrocyte 3D structure of acute pancreatitis patients obtained by atomic force microscopy 
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стоматоцита, сфероцита или эхиноцита. По фор-
ме эритроциты больных ОП и здоровых людей 
не различались, так же как и по другим парамет-
рам (табл. 1). Кроме того, степень тяжести ОП у 
пациентов также не влияла на площадь и объем 
эритроцита. У больных ОП легкой степени тяже-
сти на мембране эритроцита появлялись выбуха-
ния – «блеббинг» цитоплазматической мембра-
ны. Совершенно по-другому выглядит мембрана 
эритроцита у пациентов с ОП средней и тяжелой 
степени (рис. 1, 2). На мембране эритроцита по-
являются эрозии, по мере нарастания тяжести ОП 
их количество и глубина статистически значимо 

увеличиваются на фоне снижения адгезивных ха-
рактеристик (табл. 2). 

По всей видимости, изменения в структу-
ре мембраны эритроцита при ОП обусловлены 
действием ферментов поджелудочной железы и, 
в первую очередь, фосфолипидами А, которые 
относятся к первичным факторам агрессии. Ин-
тересным представляется факт появления эрозий 
только при ОП средней степени тяжести и их от-
сутствие у здоровых людей и больных ОП лег-
кой степени, т.е. наличие эрозий в данном случае 
может служить одним из критериев определения 
степени тяжести ОП.

Рис. 2. Двумерная структура эритроцита больных ОП, полученная методом атомно-силовой микроскопии 
Fig. 2. Erythrocyte 2D structure of acute pancreatitis patients obtained by atomic force microscopy 

Таблица 2. Морфологическая характеристика мембраны эритроцита здоровых и больных ОП

Table 2. Morphological characterization of erythrocyte membrane of healthy and acute pancreatitis patients

Параметр эритроцита Норма
ОП 

легкой 
степени 
тяжести

ОП 
средней 
степени 
тяжести

ОП 
тяжелой 
степени 
тяжести

p 1-2 p 1-3 p 1-4

Адгезия, нН 20,4 ± 2,4 24,6 ± 3,6 19,4 ± 2,1 14,6±2,3 0,889 0,852 <0,001
Количество «блеббинга» 0 21 ± 5 0 0 <0,001 1,0 1,0
Высота «блеббинга», мкм 0 0,24 ± 0,1 0 0 <0,001 1,0 1,0
Количество эрозий/язв 4×4 нм 0 0 0 21 ± 5 1,0 <0,001 <0,001
Длина эрозий/язв, мкм 0 0 0,34 ± 0,30 0,48 ± 0,40 1,0 <0,001 <0,001
Ширина эрозий/язв, мкм 0 0 0,24 ± 0,20 0,38 ± 0,30 1,0 <0,001 <0,001
Глубина эрозий/язв, мкм 0 0 0,32 ± 0,30 0,49 ± 0,40 1,0 <0,001 <0,001
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Следует отметить, что подобные изменения 
в мембране эритроцита больных ОП выявлены 
нами впервые. В научно-медицинской литературе 
имеются сведения об изменениях формы эритро-
цита при сахарном диабете [13], механической 
желтухе [11, 12], его адгезивных свойствах и гео-
метрических размерах, однако данных о появле-
нии эрозий на поверхности мембраны эритроци-
та мы не обнаружили.

По всей видимости, ферменты поджелудоч-
ной железы, поступающие в свободный кровоток 
в первую фазу ОП, вызывают не только окисли-
тельный стресс, но и реорганизацию и разруше-
ние мембраны эритроцита. Увеличение ригид-
ности мембраны и деформация поверхностного 
цитоскелета эритроцита на фоне увеличения ад-
гезии, по-видимому, нарушает газотранспорт-
ную функцию эритроцита и микрореологические 
свойства крови, что, в свою очередь, нарушает 
процессы обмена аминокислот, липидов и де-
токсикационные возможности крови. Появление 
в свободном кровотоке эритроцитов с наличием 
эрозии на поверхности мембраны может служить 
прогнозом неблагоприятного течения ОП и пре-
диктором возможного перехода отечного панкре-
атита в панкреонекроз. 

Заключение

Анализ результатов зондовой микроскопии 
показал, что у больных ОП в зависимости 
от степени тяжести появляются дефекты 
плазматической мембраны эритроцита разной 
формы и размеров. По количеству и качеству 
нарушений плазматической мембраны 
эритроцита можно диагностировать степень 
тяжести ОП и корректировать стандартное 
консервативное лечение. Зондовую микроскопию 
эритроцита можно использовать в качестве теста, 
позволяющего оценить тяжесть ОП.
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