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Аннотация. С помощью метода лазерной интерференционной микроскопии показано, что увеличение 

концентрации ионов Са2+ в среде инкубирования до 3,5 мМоль приводит к изменениям морфологических 

характеристик эритроцитов голубя. Происходит уменьшение площади клетки и оптической разности хода, 

которая прямо пропорциональна толщине клетки. Добавление в суспензию эритроцитов, инкубируемых в 

присутствии высоких концентраций кальция, флавоноидов, выделенных из плодов черной смородины, значения 

площади и оптической разности хода были сравнимы с контрольными значениями. Мы предполагаем, что из-за 

своих свойств флавоноиды связывают свободные ионы Са2+, что приводит к ингибированию процессов 

направленных на изменение морфологических характеристик эритроцитов. 
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Abstract. Using the method of laser interference microscopy, it was shown that an increase in the concentration of 

Ca2+ ions in the incubation medium to 3.5 mM results in changes in the morphological characteristics of the pigeon's 

erythrocytes. There is a decrease in the area of the cell and the optical path difference, which is directly proportional to 

the thickness of the cell. Adding to the suspension of erythrocytes incubated in the presence of high calcium 

concentrations, flavonoids isolated from black currant fruit, the area values and the optical path difference were 

comparable with the control values. We assume that, because of their properties, flavonoids are bound by free Ca2+ ions, 

which leads to inhibition of processes aimed at changing the morphological characteristics of erythrocytes. 
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Ионы Са2+ являются универсальными физиологическими агентами, которые участвуют во многих процессах 

жизнедеятельности эритроцитов. Действия Са2+ проявляется на уровне целой клетки [1-4], на состояние бислоя 

клеточной мембраны [5], на уровне мембраносвязных и отдельных ферментных систем [6-8]. В литературе 

имеются данные о том, что увеличение ионов Са2+ приводит к изменению объема клетки [9] и снижению 

деформируемости эритроцитов из-за работы Са-зависимых К-каналов [10]. Однако, в настоящее время все еще 

мало данных о механизмах влияния высоких концентраций ионов Са2+ на морфологические характеристики 

эритроцитов и механизмах защиты клеток от осмотического стресса. 

Для защиты организма от воздействия высоких концентраций металлов можно применять фенольные 

соединения, которые способны хелатировать ионы металлов [11]. Из литературных данных известно, что ионы 

Са2+ активны только в свободном состоянии. Однако, когда ионы Са2+ образуют комплекс с каким-либо 

веществом, то активность данных ионов уменьшается. 

В связи с выше изложенным, представляло интерес установить корреляцию между морфологическими 

характеристиками эритроцитов при действии высоких концентраций ионов Са2+ и флавоноидов. 

Объектом исследования служили эритроциты периферической крови голубя. В качестве антикоагулянта 

использовали гепарин (5000 ед/мл). Эритроциты получали путем центрифугирования цельной крови при 1500g в 

течении 15 минут, эритроциты подвергали трехкратной промывке фосфатным буфером (pH=7,4). Эритроциты 

разбавляли 1:1 (v/v) фосфатным буфером (pH=7,4) и добавляли раствор СаСl2, так что бы конечная концентрация 

Са2+ составляла 3,5 мМ и раствор флавоноидов, выделенных из плодов черной смородины, в концентрации  

0,0025 мг/мл. Инкубацию вели при температуре 400С. Забор проб осуществляли по прошествии 0, 10, 20, 30 

минут. 

Морфологические изменения в эритроцитах изучали с помощью метода ЛИМ на автоматизированном 

интерференционном микроскопе МИИ-4М (Россия). С помощью данного метода исследуется динамика 
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изменения формы клетки и ее структура, а также функциональное состояние [12,13]. В работе использовали лазер 

с длинной волны 650 нм, объектив с увеличением х32 и числовой апертурой 0,65. Обработку интерференционных 

изображений производили с помощью программы fiji-win32. 

Мы проводили исследование изменения параметров суспензии эритроцитов голубя при высокой 

концентрации кальция в среде инкубирования и экстрактом флавоноидов, выделенных из плодов черной 

смородины. Мы регистрировали такие параметры клеток как площадь (см. рис. 1а) и максимальную оптическую 

разность хода лучей (ОРХ), которая характеризует толщину клетки (см. рис. 1б). 
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Рисунок 1 – Параметры эритроцитов голубя, полученные с помощью ЛИМ: а – площадь эритроцитов;  

б – максимальная оптическая разность хода луча, * – p <0,05 

 

Как можно видеть из представленных графиков, площадь эритроцита контрольного образца не значительно 

изменяется со временем (см. рис. 1а). При добавлении в суспензию эритроцитов раствора СаCl2 в начальный 

момент времени происходит не значительное уменьшение площади эритроцитов в пределах погрешности. По 

истечению 20 минут инкубации мы наблюдаем резкое уменьшение площади на 15,4%. Дальнейшее увеличение 

времени инкубирования до 30 минут происходит возрастание данного параметра и становиться сравним с 

контрольным значением. 

В варианте опытов с флавоноидами мы так же наблюдаем изменение площади эритроцитов, однако они 

менее выражены. Так по истечении 20 минутной инкубации значение площади в опыте с повышенной 

концентрацией ионов Са2+ и флавоноидами было на 8,4% больше относительно данного параметра в опыте с 

добавлением раствора СаСl2. При увеличении времени инкубации до 30 минут площадь в опыте с флавоноидами 

и кальцием не изменялась. 

На следующем этапе нашего эксперимента мы исследовали изменение ОРХ. Данный параметр позволяет 

судить о распределении внутриклеточного вещества и говорить о физической толщине эритроцита, так как 

значение ОРХ прямо пропорционально произведению показателя преломления и толщины объекта. Результаты 

нашего исследования представлены на рисунке 1б. 

Из полученных данных видно, что с увеличением времени инкубации в контрольном образце происходят 

изменение данного параметра, мы предполагаем, что это связанно с недостатком питательных веществ в клетке. 

При увеличении концентрации ионов Са2+ в среде инкубирования значение ОРХ изменяется. Так по 

истечению 20 минут инкубации значение ОРХ в данном образце уменьшается на 13,6% относительно 

контрольной пробы, инкубируемой без присутствия кальция. Увеличение времени до 30 минут инкубирования 

приводит к дальнейшему уменьшению данного показателя. Полученные нами результаты свидетельствуют о том, 

что при увеличении в среде инкубирования концентрации кальция происходят процессы, которые направлены 

на изменение геометрических параметров клетки. 

При добавлении в пробу раствора СаСl2 и флавоноидов мы наблюдали схожие изменения с теми, что мы 

наблюдали в опыте с кальцием, однако эти изменения были менее выражены. По истечении 20 минут инкубации 

значение ОРХ в опыте с флавоноидами и кальцием было на 4,5% больше относительно проб, инкубируемых 

только с раствором кальция. 

Мы предполагаем, что такие изменения связаны с активацией Са-зависимых К-каналов, которые 

активируются при увеличении концентрации кальция, тем самым приводя к тому, что ионы К+ и Сl- выходят из 

клетки, изменяя объем клетки и как следствие площадь клетки [14,15]. Увеличение концентрации ионов Са2+ 

приводит не только к нарушению ионного баланса клетки, а также это может привести и к нарушению состояния 

белкового каркаса мембраны эритроцитов и изменениям фосфолипидного состава, что приводит к изменениям 

деформируемости клеток и изменению объема [10]. При добавлении флавоноидов данные процессы идут менее 
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интенсивно, скорее всего это связано с тем, что флавоноиды способны образовывать комплексы с ионами 

металлов, что приводит к уменьшению концентрации свободных ионов. 
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