
58   СТМ ∫ 2013 — 5(1) 

 клиническая медицина 

МоРФоФуНКЦИоНаЛЬНоЕ СоСТоЯНИЕ  
ЭРИТРоЦИТов ПЕРИФЕРИЧЕСКоЙ КРовИ  
ПоСЛЕ воЗДЕЙСТвИЯ ФЕМТоСЕКуНДНоГо 
ЛаЗЕРНоГо ИЗЛуЧЕНИЯ
УДК 616.15–092–074:615.831.7 
Поступила 28.03.2012 г.

Т.П. Генинг, д.б.н., профессор, зав. кафедрой физиологии и патофизиологии; ведущий научный сотрудник  
лаборатории молекулярной и клеточной биологии Научно-исследовательского технологического института;
Д.Р. Арсланова, к.б.н., старший научный сотрудник лаборатории молекулярной и клеточной биологии  
Научно-исследовательского технологического института;
Т.В. Абакумова, к.б.н., старший научный сотрудник лаборатории молекулярной и клеточной биологии  
Научно-исследовательского технологического института;
В.В. Светухин, д.ф.-м.н., профессор, директор Научно-исследовательского технологического института;
И.И. Антонеева, д.м.н., профессор кафедры онкологии и лучевой диагностики; ведущий научный сотрудник  
лаборатории молекулярной и клеточной биологии Научно-исследовательского технологического института;
С.О. Генинг, студентка, стажер-исследователь лаборатории молекулярной и клеточной биологии  
Научно-исследовательского технологического института

Ульяновский государственный университет, Ульяновск, 432017, ул. Толстого, 42

Цель исследования — оценка влияния на морфофункциональное состояние эритроцитов периферической крови доноров фемто-
секундного лазерного излучения с различной плотностью потока энергии.

Материалы и методы. В эритроцитах периферической крови определяли уровень малонового диальдегида (МДА), активность 
супероксиддисмутазы (СОД), каталазы, глутатионтрансферазы, оценивали топологию и ригидность мембран методом сканирующей 
зондовой микроскопии. Использовали фемтосекундное лазерное излучение волоконного эрбиевого лазера длительностью импульса 
82·10-15 с, средней мощностью 1,26 мВт, пиковой мощностью 6 кВт, длиной волны — 1,55 мкм. Плотность потока облучения варьиро-
вала от 0,10 до 2,70 Дж/см2.

Результаты. Установлено, что уровень МДА, являющегося показателем интенсивности перекисного окисления липидов, при лю-
бой плотности потока энергии лазера значимо не меняется, варьируя в интервале от 430 до 509 мкмоль/л. Изменение активности фер-
ментов антиоксидантной защиты — СОД и каталазы — дозозависимо: наиболее выраженное повышение ее отмечается при плотности 
потока облучения 0,10 Дж/см2. Активность глутатионтрансферазы при всех использованных плотностях потока облучения не отличает-
ся от контроля. Данные сканирующей зондовой микроскопии свидетельствуют об изменении топологии и волнообразном возрастании 
ригидности мембраны эритроцитов при увеличении плотности потока энергии фемтосекундного лазерного излучения.
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Морфофункциональное состояние эритроцитов после фемтосекундного лазерного излучения

The aim of the investigation was to assess femtosecond laser effect on morphofunctional state in peripheral blood erythrocytes exposed to 
radiation flux density variations.

Materials and Methods. We determined the level of malondialdehyde (MDA), the activity of superoxide dismutase (SoD), catalase and 
glutathione-transferase, and assessed topology and rigidity of erythrocyte membranes using scanning probe microscopy. in the experiment 
we used erbium fiber laser with pulse duration of 82·10-15 s, peak and average power of 6 kW and 1.26 mW, respectively, and wavelength of 
1.55 µm; radiation flux density being within the range from 0.10 to 2.70 J/cm2.

Results. MDA level indicating lipid peroxidation intensity was found to change slightly varying from 430 to 509 µmol/l. The activity of 
antioxidant enzymes — SoD and catalase was revealed to depend on the energy density: its most pronounced activity increase was recorded for 
the radiation flux density of 0.10 J/cm2. GT activity for all selected radiation energy densities was similar to that in control group. Scanning probe 
microscopy findings indicate erythrocyte topology modification as well as undulatory increase of erythrocyte membrane rigidity at increased 
energy density of femtosecond laser radiation.

Key words: femtosecond laser radiation; erythrocytes; scanning probe microscopy.

Одним из перспективных направлений биомеди-
цинских исследований сегодня является использова-
ние в диагностике и лечении новых лазерных техно-
логий, в основе которых лежат такие биологические 
эффекты, как фотодеструктивное действие света (в 
лазерной хирургии) и фотохимическое действие све-
та (в терапии) [1–4]. Характерными чертами фемто-
секундных лазеров являются малая длительность 
импульса, высокая средняя интенсивность во время 
действия импульса, высокая временная и пространст-
венная когерентность. Высокая пиковая интенсив-
ность фемтосекундного лазерного излучения (ФСЛИ) 
способна вызывать гибель клеток, однако причины ее 
могут быть различны: от термокоагуляции мембран-
ных белков до повреждения генетического аппарата 
клетки. В медицине эти лазеры используются в качест-
ве голографического пинцета и оптического скальпе-
ля [5], а также применяются для размягчения костной 
ткани [6]. Предполагаемое их использование в онко-
логии потребует значительного увеличения дозы из-
лучения [7]. Все вышесказанное обусловливает необ-
ходимость оценки влияния ФСЛИ на макроорганизм в 
целом и в первую очередь на клетки крови.

Цель исследования — оценка влияния на морфо-
функциональное состояние эритроцитов периферичес-
кой крови доноров фемтосекундного лазерного излу-
чения с различной плотностью потока энергии.

Материалы и методы. Объектом исследования пос-
лужили эритроциты донорской крови. В работе исполь-
зован фемтосекундный волоконный эрбиевый лазер, 
который является совместной разработкой Научного 
центра волоконной оптики РАН и Ульяновского госу-
дарственного университета (Россия). Лазер обладает 
следующими характеристиками: длительность импуль-
са — 82·10-15 с; средняя мощность 1,26 мВт; пиковая 
мощность — 6 кВт; длина волны — 1,55 мкм. 

Расчеты плотности потока энергии при облучении 
фемтосекундным лазером. Клетки 
облучали в пластиковых кюветах вы-
сотой 1 см. Для расстояния от источ-
ника лазерного излучения до поверх-
ности эритроцита 3 см (при диаметре 
пучка 0,6 см) и 5 см (при диаметре 
1 см) и при исходных энергетических 
характеристиках лазера плотность 
потока энергии на биоткань (Э) рас-

считывали по формуле [8]: Э=W /S, где W — выходная 
энергия излучения, Дж; S — площадь лазерного пятна 
на биоткани, см2. Рассчитывали значения плотности 
при средней мощности лазера в зависимости от дли-
тельности облучения (табл. 1).

Биохимические методы исследования. Интенсив-
ность перекисного окисления липидов (ПОЛ) оцени-
вали по уровню вторичного продукта — малонового 
диальдегида (МДА). Активность супероксиддисмута-
зы (СОД), каталазы, глутатион-s-трансферазы (ГТ) 
определяли биохимически. Оптическую плотность ис-
следуемых параметров оценивали с помощью спект-
рофотометра Genesys UV-10 (Thermo scientific, США). 

Морфологические методы исследования. Для оцен-
ки топологии и ригидности мембраны эритроцитов 
применяли метод сканирующей зондовой микроско-
пии (СЗМ) (smena A, ф. NT-mDT, Зеленоград, Россия). 
Использовали фирменные кремниевые зонды с жест-
костью 0,2 N/m, радиус закругления кончика составлял 
примерно 50 нм. Эритроциты сканировали в полукон-
тактном режиме. Ригидность мембран оценивали по 
модулю Юнга, который рассчитывали согласно теории 
Герца [9].

Для выяснения различий между данными, получен-
ными в эксперименте и контрольной группе, применяли 
непараметрический U-критерий Манна–Уитни (statistica 
6.0). Статистически значимыми считали данные при 
р0,05.

Результаты и обсуждение. Проведенные исследо-
вания показали, что уровень МДА в эритроцитах после 
ФСЛИ при различных плотностях потока энергии (от 
0,10 до 2,70 Дж/см2) статистически значимо не меняет-
ся, варьируя в интервале от 430 до 509 мкмоль/л. 

Предполагается [10], что компоненты ферментатив-
ного звена антиоксидантной системы (АОС) — СОД 
и каталаза — являются акцепторами лазерного из-
лучения, поэтому представляет интерес выяснение 

Т а б л и ц а  1

Плотность потока энергии в зависимости от длительности облучения  
и средней мощности фемтосекундного лазера

Длительность облучения, мин 1 1 3 5 3 10 5 10

Расстояние, см 3 5 3 3 5 3 5 5

Эср, Дж/см2 0,10 0,27 0,29 0,48 0,81 0,96 1,35 2,70
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Рис. 3. Изображение в 3D (а) и боковое сечение профиля (б) интактных эритроцитов

влияния ФСЛИ на активность этих ферментов в эрит-
роцитах. При облучении эритроцитов установлено 
снижение активности каталазы при плотности потока 
энергии 0,27 Дж/см2. При повышении плотности актив-
ность фермента остается ниже контрольных значений 
(рис. 1). Возможно, подобное изменение активности 
каталазы может быть связано с возникновением кон-
формационных перестроек в ее активном центре под 
влиянием лазерного излучения.

Повышение активности СОД после ФСЛИ было до-
зозависимым (рис. 2). Наибольшие значения ее отме-
чали при плотностях потока энергии 0,10; 0,27; 0,48 и 
0,81 Дж/см2, при 0,29 Дж/см2 активность фермента рез-
ко снижалась. В последующем колебания активности 
сохранялись, однако были менее выражены. 

Активность ГТ после ФСЛИ при всех использован-
ных значениях плотности потока энергии статистичес-
ки значимо не отличалась от таковой до облучения.

Таким образом, полученные результаты 
позволяют предположить возможность анти-
оксидантной активности ФСЛИ при воздейст-
вии на эритроциты in vitro.

В работах Л.В. Корси с соавт. [11] показано, 
что при облучении эритроцитов в различных 
спектральных диапазонах полупроводнико-
выми лазерами, лазерами на красителях и 
твердотельным титан-сапфировым лазером 
деформируемость эритроцитов имеет резо-
нансный характер, подобный полосам спектра 
поглощения молекулярного кислорода при вы-
соком давлении. Нами при сканировании об-
разцов интактных эритроцитов методом СЗМ 
обнаружены в основном нормоциты (рис. 3).

После воздействия ФСЛИ при плотности 
потока энергии 0,29 Дж/см2 цитоархитекто-
ника эритроцитов меняется. На сканирован-
ном снимке появляются обратимо дефор-
мированные формы — эхиноциты (рис. 4). 
Их появление в физиологических условиях 
связано с изменением ионной проницаемос-
ти мембраны, с нарушением работы каналов. 
При дозах 0,81 и 0,96 Дж/см2 появляются 
сфероциты, что четко видно на 3D-изобра-
жении (рис. 5).

При воздействии дозами 1,35 и 2,70 Дж/см2 
практически все эритроциты на сканирован-
ных образцах представляют собой сфероци-
ты. Они могут быть неправильной формы с 
измененными линейными размерами (рис. 6).
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Рис. 1. Активность каталазы в эритроцитах в зависимости от плотности 
потока энергии фемтосекундного лазерного излучения

Рис. 2. Активность СОД в эритроцитах в зависимости от плотности по-
тока энергии фемтосекундного лазерного излучения
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Рис. 4. Изображение в 3D (а) и боковое сечение профиля (б) эритроцитов после ФСЛИ при плотности потока энергии 0,29 Дж/см2 

а б

Рис. 5. Изображение в 3D (а) и боковое сечение профиля (б) эритроцитов после ФСЛИ при плотности потока энергии 0,96 Дж/см2
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Рис. 6. Изображение в 3D (а) и боковое сечение профиля (б) эритроцитов доноров после ФСЛИ при плотности потока энергии 
2,7 Дж/см2

Морфофункциональное состояние эритроцитов после фемтосекундного лазерного излучения
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C 1990-х гг. в биомедицинских исследованиях ак-
тивно используется метод сканирующей зондовой 
микроскопии, который предоставил возможность изу-
чать параметры клеток, не прибегая к длительной и 
сложной фиксации, тем самым минимально искажая 
получаемую информацию. Этот метод позволяет из-
мерять локальные упругие свойства поверхности кле-
ток [12]. Исследования, проведенные с применением 
сканирующего зондового микроскопа smena A, сви-
детельствуют о том, что ФСЛИ вызывает уменьшение 
упруговязкостных свойств мембраны эритроцитов, 
это сопровождается увеличением значений ригиднос-
ти (табл. 2).

Таким образом, ФСЛИ дозозависимо изменяет ри-
гидность и топологию эритроцитов.

Заключение. Фемтосекундное лазерное излучение 
с плотностью потока от 0,10 до 2,70 Дж/см2 не изменя-
ет значимо уровень МДА в эритроцитах, но повышает 
активность таких антиоксидантных ферментов, как ка-
талаза и СОД. Наиболее выражено это повышение при 
плотности потока облучения 0,10 Дж/см2, что позволя-
ет предполагать антиоксидантный эффект фемтосе-
кундного лазерного излучения. Данные сканирующей 
зондовой микроскопии свидетельствуют об изменении 
топологии и волнообразном возрастании ригидности 
мембраны эритроцитов при увеличении плотности по-
тока энергии исследуемого излучения.

Работа поддержана гос. заданием Минобрнауки РФ.
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