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Aннотация
Целью работы явилось изучение в опытах in vitro динамики физико-механических (пла-

стичность) и функциональных (проницаемость плазмалеммы) свойств белых клеток 
крови при разной температуре инкубации: +37°С, +42°С.

Работа выполнена на лабораторных белых крысах, весом 300-350 г. Забор крови осу-
ществлялся с соблюдением всех правил и норм работы с животными. Пластичность клеток 
оценивали по изменениям геометрической формы на основе регистрации параметров (ди-
аметр, высота, объём, площадь проекции клетки на подложку) на сканирующем зондовом 
микроскопе (NT-MDT, Россия). Оценку проницаемости плазмалеммы проводили с исполь-
зованием флуоресцентного зонда на конфокальном лазерном сканирующем микроскопе 
(Nikon, Япония).

Установлено, что повышение температуры до +42°С сопровождается снижением про-
ницаемости мембраны и пластичности при увеличении объёма. Изменения свидетельству-
ют о том, что увеличение температуры является не только опосредованным (через белки 
теплового шока), но и «прямым» сигналом для функциональных перестроек на клеточном 
уровне.

Ключевые слова: лимфоциты; пластичность; проницаемость мембраны; объём клеток;  
  экзогенная гипертермия.
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EXOGENOUS HYPERTHERMIA 
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AbstrAct

The purpose of the research was to evaluate the dynamics of lymphocytes’ physiomechanical 
(plasticity) and functional (cytolemma permeability) properties in various temperatures 

(+37°C, +42°C) in the in vitro experiments.
The investigation was carried out on white laboratory rats weighing 300- 350 g. The blood 

samples were taken in accordance with all standards and rules of the work with animals. The cells’ 
plasticity was estimated by the investigation of changes in the geometric shape of cells through 
registration of parameters (diameter, height, volume, area of the cell projection on the substrate) 
with the use of an atomic force microscope (NT-MDT, Russia). The cytolemma permeability was 
estimated with a confocal laser scanning microscope (Nikon, Japan) with the use of a fluorescent 
probe.

It was revealed that the influence of a high temperature (+42°C) is accompanied by a decrease 
of cytolemma permeability, plasticity of lymphocytes’ and an increase of cells’ volume. The changes 
indicate that the temperature increase is not just an indirect signal (via the heat shock proteins) 
but also a “direct” signal to the functional reorganization on the cell level.

Кeywords: lymphocytes; plasticity; cytolemma permeability; cell’s volume; exogenous 
hyperthermia.
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Исследование клеточных механизмов 
адаптации к действию факторов внешней 
среды, в том числе экзогенной гипертермии, 
является актуальной проблемой современ-
ной физиологии.

Такие показатели как объём, пластичность, 
проницаемость клеточной мембраны являют-
ся индикатором состояния клетки и играют 
важную роль в формировании её морфофунк-
ционального статуса, который определяет 
особенности микрореологических реакций 
и физиологической активности лейкоцитов, 
выполняющих в организме комплекс важных 
функций [4, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 17].

Изучение динамики свойств лейкоцитов 
крови в опытах in vitro в условиях действия 
температуры диапазона физиологической 
нормы (+37°С) и при умеренной тепловой 
нагрузке (+42°С) [7] позволит оценить вли-
яние клеточных изменений на адаптивные 
возможности организма [1, 14].

Цель работы: изучение в опытах in vitro ди-
намики физико-механических (пластичность) 
и функциональных (проницаемость плазма-
леммы) свойств белых клеток крови при раз-
ной температуре инкубации: +37°С, +42°С.

материалы и методы исследования
Работа выполнена на лабораторных бе-

лых крысах линии Вистар, весом 300-350 г. 
Забор крови осуществлялся с соблюдением 
всех правил и норм работы с лабораторными 
животными. Кровь у животных брали путём 
декапитации после дачи лёгкого эфирного 
наркоза. В качестве антикоагулянта исполь-
зовали гепарин в количестве 10 ед./мл.

Из цельной крови получали суспензию 
лейкоцитов. Для этого кровь центрифугиро-
вали в течение 10 минут при 1500 об./мин, со-
бирали лейкоцитарное кольцо, примесь эри-
троцитов разрушали 0,83% раствором хло-
рида аммония [2, 3]. Затем суспензию снова 
центрифугировали – в течение 4 минут при 
1000 об./мин. Клетки дважды отмывали изо-
тоническим буферным раствором, центрифу-
гировали в течение 2 минут при 1000 об./мин.

Проведено две серии экспериментов. В 
первой серии оценивали влияние экзогенной 
гипертермии на морфометрические, физи-
ко-механические свойства лимфоцитов. По-
лученную у животных кровь делили на две 
части. Первую инкубировали при температу-
ре физиологической нормы (+37°С) – группа 
«Экспозиция крови (37°С)», вторую – при по-

вышенной температуре окружающей среды 
(+42°С) – группа «Экспозиция крови (42°С)». 
По истечении 30 минут выделяли лейкоциты 
общепринятым способом. Из клеток готовили 
мазки, фиксировали их 2,5% раствором глута-
рового альдегида и исследовали геометриче-
ские параметры (диаметр, высоту, объём, пло-
щадь проекции клетки на подложку) методом 
полуконтактной атомно-силовой микроскопии 
на воздухе (СЗМ ИНТЕГРА Вита, NT-MDT, Рос-
сия). Зная высоту и площадь соприкосновения 
клетки с подложкой, вычисляли коэффициент 
уплощённости лимфоцитов по формуле (1):

              Ку = S’/h             (1)

где Ку – коэффициент уплощённости (отн.
ед.); S′ – площадь проекции клетки на под-
ложку (мкм2); h – высота клетки (мкм).

Во второй серии из цельной крови сразу 
получали суспензию лейкоцитов, делили её 
на две пробы, инкубацию клеток осущест-
вляли в течение 30 минут в термостате с до-
бавлением питательной среды RPMI (НПП 
«ПанЭко», Москва). Первая проба подвер-
галась действию температуры +37ºС – груп-
па «Экспозиция суспензии клеток (37ºС)». 
Вторая проба – температуры +42ºС – группа 
«Экспозиция суспензии клеток (42ºС)».

После истечения времени инкубации про-
водили оценку проницаемости плазмалеммы 
клеток с использованием флуоресцентного зон-
да на конфокальном лазерном сканирующем 
микроскопе (КЛСМ, Nikon, Япония). Лейко-
циты наносили на покровные стекла с ячейка-
ми (Secure-Seal spacer, Cat. – S24737, Molecular 
Probes, Inc. USA) и помещали на предметный 
столик КЛСМ. Осуществляли запуск КЛСМ и 
программы управления С1 plus. В суспензию 
клеток (80 μl) добавляли 0,5 μl 1 mM раство-
ра кальцеина АМ (Calcein AM, Cat. C3100MP, 
Molecular Probes, Inc. USA) и запускали про-
цесс сканирования в режиме временных серий. 
Преимущество данного флуоресцентного зон-
да – в свободном проникновении через плаз-
матическую мембрану живых клеток посред-
ством простой диффузии [11, 15]. Проникнув в 
клетку, ацетооксиметиловый эфир кальцеина в 
результате гидролиза клеточными эстеразами, 
превращается в полианион кальцеин, который 
обладает флуоресценцией в зелёной области 
спектра (labs = 490 нм; lem = 515 нм) и удержи-
вается в клетках с целостной мембраной благо-
даря своему заряду [6]. Оценку проницаемости 
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плазмалеммы лимфоцитов осуществляли, рас-
считав коэффициент проникновения флуорес-
центного зонда – кальцеина АМ, по следующей 
формуле (2):          Кп = Intmax/t,                  (2)

где Кп – коэффициент проникновения 
флуоресцентного зонда (усл.ед.); Intmax – зна-
чение максимальной интенсивности (усл.
ед.); t – время максимального пика интенсив-
ности излучения флуоресцентного зонда (с).

Результаты исследования  
и их обсуждение
Исследование морфометрических параме-

тров лимфоцитов, подвергавшихся действию 
экзогенной гипертермии в опытах in vitro, 

проводили методом полуконтактной атом-
но-силовой микроскопии на воздухе. Полу-
ченные в результате эксперимента данные за-
несены в таблицу 1.

Изменение распластанности лимфоцитов 
на поверхности подложки под влиянием те-
пловой нагрузки оценивали по коэффициен-
ту уплощённости клеток (рис. 1).

Установлено, что действие на кровь повы-
шенной температуры приводит к увеличению 
объёма клеток и снижению их распластанно-
сти, по сравнению с соответствующими по-
казателями лимфоцитов, инкубированных 
в условиях температуры физиологической 
нормы (табл. 1, рис. 1).

Таблица 1
Геометрические параметры лимфоцитов,  

полученные методом полуконтактной СЗМ на воздухе
Table 1

Lymphocytes’ geometric parameters obtained with the semicontact atomic force microscopy

Группа
Показатель, единица измерения

D, мкм h, мкм S', мкм2 V, мкм3

Экспозиция крови (37ºС) 12,02 ± 0,61 0,66 ± 0,13 116,55 ± 11,70 76,85 ± 18,72

Экспозиция крови (42ºС) 9,55 ± 0,41 1,52 ± 0,15* 72,69 ± 6,28 108,21 ± 12,02
Примечание: D – диаметр клетки (M±m); h – высота клетки (M±m); S′ – площадь проекции клетки 
на подложку (M±m); V – объём клетки (M±m); * – достоверность различий по сравнению с группой 
«Экспозиция крови (37ºС)»; (критерий Вилкоксона, p<0,05).

Рис.1. Коэффициент уплощённости лимфоцитов (отн.ед.), инкубированных при разной 
температуре

Figure 1. Coefficient of flatness of lymphocytes (relative units) incubated under different temperatures

В результате исследования проб на КЛСМ 
было установлено, что при инкубации су-
спензии клеток при повышенной температу-
ре (+42°С) насыщение протоплазмы лимфо-

цитов кальцеином АМ происходит быстрее, 
по сравнению со временем проникновения 
флуоресцентного зонда в клетки, которые 
подвергали действию температуры физио-
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Таблица 2
Полученные методом КЛСМ показатели, характеризующие насыщение 

протоплазмы лимфоцитов кальцеином АМ
Table 2

The characteristics of lymphocytes’ protoplasm saturation of calcein AM obtained  
with the confocal laser scanning microscopy

Группа
Время проникновения 

флуоресцентного 
зонда в клетку, с

Коэффициент 
проникновения, усл.

ед.

Экспозиция суспензии клеток (37ºС) 1152,75 ± 13,39 0,74

Экспозиция суспензии клеток (42ºС) 980,30 ± 12,90* 0,51
Примечание: (M±m); * - достоверность отличий по сравнению с группой «Экспозиция суспензии 
клеток (37ºС)» (критерий Вилкоксона, р<0,05).

Таблица 3
Показатель интенсивности флуоресценции лимфоцитов,

полученный методом КЛСМ
Table 3

The characteristic of lymphocytes’ fluorescence strength obtained with the confocal laser scanning 
microscopy

Группа интенсивность флуоресценции, усл.ед.
Экспозиция суспензии клеток (37ºС) 854,82 ± 10,42

Экспозиция суспензии клеток (42ºС) 504,32 ± 7,37 *
Примечание: (M±m); * - достоверность отличий по сравнению с группой «Экспозиция суспензии клеток 
(37ºС)» (критерий Вилкоксона, p<0,05).

Рис.2. График изменения интенсивности флуоресценции клеток группы  
«Экспозиция суспензии клеток (37ºС)» в заданный промежуток времени  

(ИФ – интенсивность флуоресценции, в усл.ед.; t – время, в секундах).
Figure 2. Graph of cells’ fluorescence strength changes during given time period  

of the group “Exposition of cells suspension (37ºС)”  
(ИФ - fluorescence strength, conventional units; t – time, seconds).

логической нормы in vitro. Однако под вли-
янием повышенной температуры отмечает-
ся снижение коэффициента проникновения 
кальцеина АМ в клетки (табл. 2).

Методом КЛСМ выявлено, что экспози-
ция лимфоцитов при температуре +42°С со-

провождается снижением интенсивности 
флуоресценции, по сравнению со значением 
данного показателя клеток, инкубированных 
при температуре физиологической нормы 
(табл. 3, рис.2, 3).
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Рис.3. График изменения интенсивности флуоресценции клеток группы  
«Экспозиция суспензии клеток (42ºС)» в заданный промежуток времени  

(ИФ – интенсивность флуоресценции, в усл.ед.; t – время, в секундах).
Figure 3. Graph of cells’ fluorescence strength changes during a given time period  

of the group “Exposition of cells suspension (42ºС)” 
(ИФ – fluorescence strength, conventional units; t – time, seconds).

Рассчитанный коэффициент проникнове-
ния флуоресцентного зонда показал снижение 
проницаемости плазмалеммы у лимфоцитов, 
подвергавшихся действию повышенной темпе-
ратуры, по сравнению с соответствующим по-
казателем клеток, инкубированных в условиях 
действия температуры диапазона физиологи-
ческой нормы. Исходя из того, что лимфоциты 
были отмыты изотоническим раствором, а за-
тем подверглись нагреванию, можно предпо-
ложить, что увеличение температуры внешней 
среды непосредственно влияет на структурные 
элементы плазмалеммы, вызывая фазовый пе-
реход липидного компонента [5].

заключение 
В ходе проведенного исследования уста-

новлено, что инкубация крови в условиях 
повышенной температуры (+42°С) вызывает 
увеличение объёма лимфоцитов и уменьше-
ние их распластанности. Нагревание лимфо-
цитов приводит к уменьшению проницаемо-
сти плазмалеммы для веществ, проходящих в 
клетку в результате простой диффузии.

Экспозиция суспензии клеток в условиях 
температуры физиологической нормы (+37ºС) 
и при повышенной температуре (+42ºС) в 

опытах in vitro исключает возможность регу-
ляции морфофизиологических характеристик 
клеток гуморальными факторами, вырабаты-
вающимися в организме. То есть изменение 
морфофункциональных свойств белых клеток 
крови при их экзогенном перегревании, явля-
ется следствием активации внутриклеточных 
механизмов регуляции функционального со-
стояния лейкоцитов. В работе Wiegant F.A.C. и 
соавторов [18] сообщается также, что тепловая 
нагрузка на клетки способна повлечь за собой 
перестройку их цитоскелета, что, в свою оче-
редь, отражается на морфологических пара-
метрах лимфоцитов.

Увеличение клеточного объема при повы-
шении температуры, скорее всего, есть след-
ствие фазового перехода липидного компо-
нента мембраны.

Однако снижение распластывания лим-
фоцитов на подложке и повышение «кон-
троля» за проникновением веществ в клетку 
свидетельствует о том, что увеличение темпе-
ратуры является не только опосредованным 
(через белки теплового шока), но и «пря-
мым» сигналом для функциональных пере-
строек на клеточном уровне.
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