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Развитие острого миелобластного лейкоза приводит к дисфункции клеточного звена врожденного им-
мунитета, вместе с тем в кровотоке сохраняется популяция нормальных лимфоцитов, которые являются 
ключевыми участниками адаптивного иммунитета, однако их функциональная активность остается мало-
изученной. В связи с этим цель исследования – изучить функциональные свойства клеточной поверхности 
лимфоцитов (жесткость, заряд, адгезивные свойства) у пациентов со злокачественной пролиферацией мие-
лоидного ростка системы крови. В работе использованы различные режимы сканирования атомно-силовой 
микроскопии, которые позволяют изучать микро- и наномеханические свойства клеточной поверхности, 
измерять модуль Юнга, характеризующий ее жесткость, заряд клеточной мембраны, силы адгезии меж-
ду клетками. В результате выполненных исследований установлено увеличение жесткости и потенциала 
клеточной поверхности субпопуляции лимфоцитов во время лечения болезни соответственно на 128 %  
(р < 0,05) и 12 % (р < 0,05) по сравнению с контролем. Изучены межклеточные взаимодействия между 
лимфоцитами и тромбоцитами: во время лечения сила адгезии между ними возросла на 37 % (р < 0,05) по 
сравнению с контролем. В группах пациентов на стадии рецидива острого миелобластного лейкоза и во 
время лечения функциональные свойства клеточной поверхности и клеточные реакции схожи. Получен-
ные результаты имеют теоретическое значение в изучении биофизических свойств поверхности иммунных 
клеток. Практическое значение выполненного исследования связано с поиском эффективных схем лечения, 
направленных на сохранение функциональных свойств клеточной поверхности лимфоидного ростка кро-
ветворения.

Ключевые слова: лимфоциты, острый миелобластный лейкоз, модуль Юнга, потенциал поверхности 
лимфоцитов, сила адгезии клеток, миграция лейкоцитов.
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Развитие иммунной недостаточности у 
больных с опухолевыми процессами в системе 
крови является одной из актуальных проблем, 
изучаемых в современных медико-биологиче-
ских исследованиях. Злокачественные миело-
пролиферативные процессы характеризуются 
клональной пролиферацией гемопоэтических 
клеток с молекулярными аномалиями в виде 
генных аберраций и мутаций [1]. Основную 
роль в патофизиологии острых миелобластных 
лейкозов (ОМЛ) отводят mTOR-сигнальному 
пути, обеспечивающему выживание и рост опу-
холевых клеток за счет инициации аберраций 
[2–4]. Накопление дефектных миелобластов в 
костном мозге и последующий их выход в пери-
ферическое русло приводят к нарушению гумо-
ральных и клеточных звеньев иммунитета [5].  
В частности, для больных ОМЛ выявлены низ-
кая фагоцитарная способность нейтрофилов, 
напряженность адаптивного иммунитета, на-
рушение рецепторного аппарата субпопуляции 
нейтрофилов, которое тесно связано с феноти-
пом бластных клеток (CD16, CD64) и сопряжено 
со сниженной комплементарной активностью 
[6]. Следовательно, развитие злокачественных 
миелопролиферативных процессов в системе 
крови приводит к дисфункции клеточного зве-
на врожденного иммунитета. Вместе с тем в 
кровотоке сохраняется популяция лимфоцитов, 
которые являются ключевыми участниками 
адаптивного иммунитета, однако их функцио-
нальная активность остается малоизученной. 

Известно, что развитие иммунных реакций 
во многом определяется свойствами клеточной 
поверхности лимфоцитов и компетентностью их 
рецепторного аппарата [7]. Важным аспектом яв-
ляется изучение свойств клеточной поверхности 
лимфоцитов, которая подвергается значитель-
ному влиянию со стороны химиотерапии, при-
водящей к циркуляции в кровотоке эндогенных 
токсинов [8]. Цель работы – изучить функцио-
нальные свойства клеточной поверхности лим-
фоцитов (жесткость, заряд, адгезивные свойства) 
у пациентов со злокачественной пролиферацией 
миелоидного ростка системы крови.

Материалы и методы. Экспериментальную 
часть работы выполняли на базе научно-иссле-

довательской лаборатории физиологии адап-
тационных процессов Белгородского государ-
ственного национального исследовательского 
университета и гематологического отделения 
областной клинической больницы г. Белгоро-
да. Для эксперимента отбирали кровь больных 
ОМЛ, находящихся на лечении в стационаре  
(n = 13), а также пациентов с рецидивом данного 
типа заболевания (n = 2). В качестве контроля 
использовали кровь здоровых людей (n = 20). 
Эксперимент проводили с соблюдением основ-
ных норм биомедицинской этики в соответствии 
с требованиями Хельсинкской декларации Все-
мирной Медицинской Ассоциации (редакция 
2013 года). Вначале было получено информиро-
ванное согласие пациентов на исследование.

Диагностику ОМЛ осуществляли при непо-
средственном участии врачей-гематологов, со-
гласно алгоритму цитохимической диагностики, 
принятому в клинической онкогематологии [9]. 
Общий анализ крови выполняли при участии 
врача-лаборанта на гематологическом анализа-
торе «Beckman Coulter LH500» (Франция, 2010).

Кровь получали путем венепункции. Образ-
цы собирали в вакуумные пробирки «Vacuette 
K3E» («Greinger-Bio-One», Австрия). Лейкоци-
ты выделяли из цельной крови путем центри-
фугирования при 1500 об./мин в течение 5 мин 
с последующей 3-кратной отмывкой средой 
RPMI-1640 и ресуспендированием в этой же 
среде. Перед экспериментами проводили те-
сты на оценку жизнеспособности клеток путем 
окрашивания 1 мкл суспензии 0,4 %-м раство-
ром трипанового синего в фосфатно-солевом 
буфере (рН = 7,2–7,3) и последующего подсче-
та погибших форм в камере Горяева с исполь-
зованием светового микроскопа «Axiostar plus» 
для морфологии («Carl Zeiss», Германия, 2010). 
В эксперименте использованы пробы с выжи-
ваемостью клеток не менее 95 %.

С целью оценки влияния стандартных схем 
лечения на морфофункциональное состояние 
миелоидного ростка кроветворения выполняли 
тесты по определению миграционной активно-
сти лейкоцитов и готовили мазки крови боль-
ных, на которых описывали морфологию ано-
мальных бластов. Миграционную активность 
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лейкоцитов оценивали в прямом капиллярном 
тесте с учетом жизнеспособности клеток не 
менее 95 % [10]. 

Функциональные свойства клеточной по-
верхности лимфоцитов исследовали с ис-
пользованием атомно-силовой микроскопии. 
Данный метод позволяет изучать микро- и 
наномеханические свойства клеточных струк-
тур, измерять модуль Юнга, характеризующий 
жесткость клеточной поверхности [11], заряд 
клеточной поверхности (за счет сил электро-
статического взаимодействия между заряжен-
ным зондом и поверхностью клетки) [12], ха-
рактеризовать механические контакты между 
клетками на уровне одной молекулы [13], а 
также рецепторы клеточной поверхности [14]. 

Модуль Юнга лимфоцитов измеряли на 
атомно-силовом микроскопе «Интегра Вита» 
(конфигурация на базе инвертированного опти-
ческого микроскопа «Olympus IX-71», произ-
водитель – NTMDT, г. Зеленоград, 2009). Жест-
кость клеток оценивали по экспериментальным 
силовым кривым, снятым с поверхности лим-
фоцитов при проведении процедуры силовой 
спектроскопии. Для снятия силовых кривых 
готовили суспензию лимфоцитов, которую на-
носили на чистые обезжиренные стеклянные 
подложки. Процедуру силовой спектроскопии 
осуществляли с помощью модифицированного 
зонда на основе полимерных микросфер, при-
крепленных к типлессу серии CSG11 [15]. Из-
мерения модуля Юнга проводили на 15 клетках 
из каждой серии пробоподготовки. 

Электрические свойства мембраны опухоле-
вых клеток измеряли в режиме зонда Кельвина. 
Суспензию клеток для измерения потенциала 
поверхности (ПП) готовили согласно способу, 
описанному ранее [16]. ПП измеряли с помо-
щью кантилевера с токопроводящим титановым 
покрытием серии NSG03/TiN («Nanoworld», 
США). Из каждой пробы сканировали по 20 
клеток, затем полученные сканы обрабатывали 
в программе «Nova» (NT-MDT, Россия).

Важным в понимании механизмов межкле-
точного взаимодействия является измерение 
сил адгезии, т. к. запуск патофизиологических 
реакций протекает на уровне рецепторного ап-

парата клеток. В связи с этим в исследовании 
измеряли межмолекулярные силы адгезии в 
системе «клетка–клетка». Для этого использо-
вали биосенсорный чип, изготовленный на ос-
нове нативного лимфоцита и типлесса CSG11 
согласно разработанному нами способу [17]. 
В системах «лимфоцит–гранулоцит», «лим-
фоцит–эритроцит», «лимфоцит–тромбоцит» 
силы адгезии измеряли, регистрируя силовые 
кривые с поверхности не менее 15 клеток. Силу 
адгезии рассчитывали с помощью программно-
го обеспечения «Nova» согласно закону Гука:

F = k ∙ ΔHeight,
где F – сила адгезии, нН; k – жесткость канти-
левера, Н/м; ΔHeight – изменение длины пьезо- 
трубки сканера в направлении Z, нм.

Результаты экспериментальных исследо-
ваний обрабатывали методами вариационной 
статистики. Значимость различий между кон-
трольными и опытными пробами определяли 
с использованием t-критерия Стьюдента (при 
p < 0,05) в случае нормального распределе-
ния признака и U-критерия Манна–Уитни (при  
p < 0,05) – для непараметрических данных.

Результаты. В периферической крови 
больных ОМЛ выявлено (34±1,5) % бластов. 
На мазках идентифицированы формы бластов 
с рассеянным генетическим аппаратом (рис. 1). 

Рис. 1. Кровь больного острым миелобластным 
лейкозом. Стрелкой показан недифференцированный 
миелобласт с рассеянным генетическим аппаратом  
в цитоплазме
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Указать, какая часть бластов имела необычный 
генетический аппарат, невозможно, т. к. у раз-
ных больных очень высокая степень гетеро-
генности клеточных форм и именно такой рас-
сеянный аппарат может встретиться в одном 
бласте на несколько тысяч клеток.

В группе пациентов с ОМЛ на фоне лече-
ния выявлена анемия: число эритроцитов и 
концентрация гемоглобина снижены соответ-
ственно на 35 % (р < 0,05) и 39 % (р < 0,05) по 
сравнению с контролем (табл. 1). 

Злокачественная пролиферация миелоид-
ного ростка протекала на фоне сниженного в  
2 раза числа лейкоцитов, однако в лейкоформу-
ле увеличился процент мононуклеарных форм, 
при этом наблюдалось резкое уменьшение чис-
ла эритроцитов и, как следствие, гемоглобина.

В результате лечения у больных ОМЛ суще-
ственно снизилась миграционная активность 
лейкоцитов (на 40 %; р < 0,05) по сравнению с 
контролем (рис. 2). 

Патологические процессы, протекающие 
в миелоидном ростке кроветворения, приво-
дят к дисфункции клеточных и гуморальных 
механизмов иммунитета. Свойства клеточной 
поверхности лимфоидного ростка существен-

но изменяются на различных стадиях течения 
болезни. Так, в группе больных ОМЛ, находя-
щихся на лечении в стационаре, модуль Юнга 
лимфоцитов увеличился на 129 % (р < 0,05 
по Стьюденту) по сравнению с контролем. На 
стадии рецидива болезни модуль Юнга уве-
личился на 69 % (р < 0,05 по Стьюденту) по 
сравнению с контролем, однако в сравнении с 
пациентами, проходившими лечение, он сни-
зился в 1,4 раза (рис. 3а).

Таблица 1
ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ СИСТЕМЫ КРОВИ  

ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ И БОЛЬНЫХ ОСТРЫМ МИЕЛОБЛАСТНЫМ ЛЕЙКОЗОМ

Параметр Контроль (здоровые люди) ОМЛ, лечение 

RBC, ·1012, л–1   4,3±0,5   2,8±0,2*

Hb, г/л 145,0±25,0 88,6±8,6*

Ht, усл. ед. 0,44±0,2 0,30±0,02
WBC, ·109, л–1 8,35±1,5 4,09±0,7*

Нейтрофилы, % 65,0±5,2 52,2±1,9*

Базофилы, % 0,50±0,2 1,93±0,8*

Эозинофилы, %   3,0±0,9 0
Лимфоциты, % 28,5±2,5 32,5±3,4*

Моноциты, %   5,0±0,5 8,37±1,5*

Примечание: RBC – число эритроцитов; Hb – концентрация гемоглобина; Ht – гематокрит; WBC – число лей-
коцитов; * – установлены статистически значимые различия между показателями здоровых людей и больных 
ОМЛ по t-критерию Стьюдента (р < 0,05). 

Рис. 2. Миграционная активность лейкоцитов 
здоровых людей и больных острым миелобластным 
лейкозом (установлена значимость различий по 
t-критерию Стьюдента, p < 0,05)
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Увеличение модуля Юнга сопровождалось 
постепенным повышением заряда клетки. Так, 
во время лечения заряд клеточной поверхно-
сти увеличился на 12 % (р < 0,05 по Стьюден-
ту), а на стадии рецидива болезни – на 82 % 
(р < 0,05) по сравнению с контролем (рис. 3б). 
Однако тесных корреляционных связей между 
изменением жесткости и заряда поверхности 
установить не удалось (r = 0,1).

Известно, что потеря отрицательного за-
ряда клеткой инициирует изменение адгезив-
ных свойств между клетками. Сила адгезии в 
системе «лимфоцит–гранулоцит» при лечении 

снизилась на 38 % (р < 0,05 по критерию Ман-
на–Уитни), а на стадии рецидива болезни –
на 86 % (р < 0,05) по сравнению с контролем 
(табл. 2). Сила адгезии в системе «лимфоцит–
эритроцит» снизилась на 54,5 % (р < 0,05) во 
время лечения и на 99,5 % при рецидиве болез-
ни (р < < 0,05) по сравнению с контролем.

Обсуждение. Настоящее исследование под-
твердило клиническую картину, характерную 
для злокачественных миелопролиферативных 
процессов в системе крови. Выявленные на 
мазках бластные формы клеток с аномалиями в 
генетическом аппарате описаны в литературе. 

                                 а                                                                               б
Рис. 3. Свойства клеточной поверхности лимфоцитов у здоровых людей и больных острым 

миелобластным лейкозом на различных стадиях течения болезни (установлена значимость 
различий по t-критерию Стьюдента, p < 0,05)

Таблица 2
АДГЕЗИЯ ЛИМФОЦИТОВ У ЗДОРОВыХ ЛЮДЕй

И БОЛьНыХ ОСТРыМ МИЕЛОБЛАСТНыМ ЛЕйКОЗОМ
НА РАЗЛИЧНыХ СТАДИЯХ ТЕЧЕНИЯ БОЛЕЗНИ

Группа
Сила адгезии, нН, в системе

«лимфоцит–гранулоцит» «лимфоцит–эритроцит» «лимфоцит– тромбоцит»

 Контроль (здоровые люди) 75,6±1,1 46,5±0,9 58,4±0,6
 ОМЛ, лечение 52,6±0,3*   30,1±0,2*   80,0±1,1*
 ОМЛ, рецидив 40,7±0,2*   21,9±0,3* –

Примечание: * – установлены статистически значимые различия между показателями здоровых людей и ОМЛ 
по U-критерию Манна–Уитни (p < 0,05).
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Их появление связано с реализацией этапов па-
тологического митоза, что ведет к накоплению 
хромосомных мутаций и является одним из ме-
ханизмов возникновения анеуплоидии, а также 
нарастания генетической гетерогенности кле-
точных популяций [18].

В периферической крови больных, про-
ходивших лечение в стационаре, обнаружены 
бласты с вакуолями. Кроме того, на фоне лече-
ния выявлены анемия, лейкопения и сдвиг лей-
коформулы в сторону мононуклеаров. Полу-
ченные данные согласуются с исследованиями 
ряда авторов, которые отмечают характерный 
анемический синдром и лейкопению в группе 
больных ОМЛ [6, 19, 20].

Использование химиотерапевтических 
агентов в схеме лечения больных ОМЛ при-
вело к существенному снижению миграци-
онной активности клеток гранулоцитарного 
ряда. С одной стороны, установленный факт 
имеет положительное значение, т. к. тормо-
зится метастазирование злокачественных 
лейкемических клонов, однако, с другой сто-
роны, отсутствие селективности действия 
лекарственных препаратов в отношении здо-
ровых и опухолевых клеток ослабляет функ-
циональную активность нормальных лей-
коцитов и тем самым выключает клеточное 
звено врожденного иммунитета. Согласно 
данным литературы, химиотерапевтические 
препараты ингибируют спонтанную и на-
правленную миграцию лейкоцитов [21]. 

В связи с поражением лейкемической ли-
нии кроветворения у больных ОМЛ ключевую 
роль в поддержании их иммунного статуса вы-
полняют лимфоциты. Проведенное исследо-
вание позволило установить, что как во время 
лечения, так и при развитии рецидива болезни 
увеличиваются жесткость и заряд клеточной 
поверхности. Выявленные изменения меха-
нических и электрических свойств поверхно-
сти лимфоцитов мы связываем с развитием 
реакций интоксикации во время лечения и за-
пуском целого спектра регуляторных реакций 
цитокинового каскада при развитии рецидива 
болезни. В литературе представлены данные, 

согласно которым применение различных про-
токолов лечения сопровождается развитием 
токсических реакций в организме [22]. Ряд ис-
следователей отмечают увеличение концентра-
ции таких цитокинов, как ИЛ-1, ИЛ-6, Ил-8 и 
ФНО-α бластными клетками миелоидного ряда 
у больных ОМЛ [23–25]. Исследователи пола-
гают, что ИЛ-6 индуцирует избыточную про-
лиферацию клеток миеломы, при условии на-
личия рецепторов на клеточной поверхности к 
этому цитокину [26].

Важно отметить, что исследование по-
добного рода, в котором измерены силы меж-
клеточной адгезии между клетками крови, 
выполнено впервые и в литературе не пред-
ставлено. Традиционно исследователи пу-
бликуют данные, описывающие механизмы 
взаимодействия лейкоцитов с компонентами 
внеклеточного матрикса, поскольку данный 
феномен играет решающую роль в экстравазии 
лейкоцитов в очаги воспаления. Нами пред-
принята попытка изучить силы адгезии между 
нормальными популяциями клеточных линий 
разных ростков кроветворения и аномальной 
субпопуляцией лейкемического клона. В ре-
зультате проведенного исследования установ-
лена низкая сила адгезии между лимфоцитами 
и гранулоцитами, лимфоцитами и эритроцита-
ми как во время лечения, так и при развитии 
рецидива болезни. Нарушение взаимодей-
ствий между гранулоцитарным и лимфоци-
тарным звеном на различных стадиях болезни 
является прямым доказательством угнетения 
иммунных реакций и нарушения клеточных 
событий между врожденным и адаптивным 
иммунитетом, вследствие чего иммунный ста-
тус больных существенно ослаблен. Вместе с 
тем сила адгезии между лимфоцитами и тром-
боцитами возросла в 1,4 раза по сравнению с 
контролем. Можно предположить, что установ-
ленный факт тесного взаимодействия между 
лимфоцитом и тромбоцитом является важным 
звеном в запуске адаптивного иммунитета 
при «аварийных» ситуациях в системе крови, 
когда «не работают» механизмы врожденного 
иммунитета. Известно участие тромбоцитов и 
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нейтрофилов в патогенезе тяжелого сепсиса. 
Основным механизмом данного процесса явля-
ется TLR4-зависимые взаимодействия тромбо-
цитов и нейтрофилов, приводящие к активации 
нейтрофилов и формированию нейтрофильных 
внеклеточных ловушек для бактерий, при этом 
нейтрофилы погибают по механизму нето-
за [27]. Можно предположить, что в условиях 
развития ОМЛ, когда поражается звено лейко-
цитов, тромбоциты выступают ключевым по-
средником в активации лимфоцитов. Однако 
данное предположение требует детальных ис-
следований. В силу объективных причин нам 
не удалось измерить силу адгезии между лим-
фоцитом и тромбоцитом на стадии рецидива 
болезни.

Таким образом, проведенное среди боль-
ных ОМЛ исследование установило: разви-
тие в системе крови анемического синдрома, 
лейкопении и сдвиг лейкоцитарной формулы 
в сторону мононуклеаров; наличие в перифе-

рической крови аномальных бластных форм 
миелоидного ряда пролиферации; снижение 
миграционной активности лейкоцитов; изме-
нение функциональных параметров клеточ-
ной поверхности лимфоцитов – увеличение 
жесткости и заряда во время лечения и при 
развитии рецидива болезни; усиление меж-
клеточных контактов между лимфоцитами и 
тромбоцитами, уменьшение силы адгезии в си-
стемах «лимфоцит–гранулоцит», «лимфоцит–
эритроцит» во время лечения и при развитии 
рецидива болезни.

Полученные результаты имеют важное 
теоретическое значение в плане изучения ме-
ханизмов поддержания иммунного статуса у 
больных с миелобластным типом пролифера-
ции, а также практическое значение, связан-
ное с поиском эффективных схем лечения, на-
правленных на сохранение функциональных 
свойств клеточной поверхности лимфоидного 
ростка кроветворения.
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LYMPHOCYTE FUNCTIONAL PROPERTIES DURING THE DEVELOPMENT 
OF MYELOPROLIFERATIVE PROCESSES IN THE BLOOD SYSTEM

The development of acute myeloblastic leukemia (AML) leads to dysfunction of the cellular 
components of the innate immune system; however, a population of normal lymphocytes is preserved 
in the bloodstream. These white blood cells are key participants of the adaptive immune system, but 
their functional activity remains poorly studied. Thus, the research aimed to investigate the functional 
properties of the lymphocyte cell surface (stiffness, charge, and adhesive properties) in patients with 
malignant proliferation of the myeloid line of the blood system. Various scanning modes of atomic 
force microscopy were used to study the micro- and nanomechanical properties of the cell surface, 
measure Young’s modulus, characterizing its stiffness, as well as the charge of the cell membrane, and 
adhesion forces between the cells. The research found that the stiffness and potential of the cell surface 
of lymphocyte subpopulation during treatment increased by 128 % (p < 0.05) and 12 % (p < 0.05), 
respectively, compared with the control. Further, intercellular interactions between lymphocytes and 
platelets were studied: during the treatment, the adhesive strength between them increased by 37 %  
(p < 0.05), compared with the control. Patients at the stages of treatment and relapse had similar 
functional properties of the cell surface and cellular responses. The results obtained are of theoretical 
importance for the study of biophysical properties of the surface of immune cells. In practice, the 
paper can contribute to the search for effective treatment regimens aimed at preserving the functional 
properties of the cell surface of the lymphoid line of haematopoiesis.
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cell adhesion force, leukocyte migration.
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