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Параметры, характеризующие взаимодействие эритроцитов при их агрегации и дезагрега-
ции, называемые агрегационными параметрами (АП), несут информацию о реологическом 
состоянии крови и могут служить диагностическими индикаторами различных патологиче-
ских процессов в организме. Данные параметры могут использоваться для мониторинга 
общего состояния организма и эффективности лекарственной терапии сосудистых забо-
леваний. Использование оптических методов для исследования реологических свойств 
крови, в частности, для оценки способности эритроцитов агрегировать в покое и в потоке, 
позволяет проводить быстрые и точные измерения in vitro как на уровне большого числа 
клеток, так и на клеточном уровне. На макроуровне для измерения АП на ансамбле боль-
шого числа эритроцитов использовались диффузные методы светорассеяния, при которых 
анализировалась временная зависимость интенсивности лазерного излучения, рассеян-
ного от образца цельной крови. На микроуровне исследования АП при взаимодействии от-
дельных клеток заключались в измерении сил агрегации и дезагрегации с помощью двух-
канальной системы оптического захвата. Были исследованы АП крови здоровых доноров 
и больных сахарным диабетом (СД). Показано, что характерное время образования агре-
гатов эритроцитов в случае СД достоверно уменьшается, количество проагрегировавших 
клеток и гидродинамическая прочность агрегатов увеличиваются по сравнению с нормой. 
Достоверных отличий в способности эри троцитов деформироваться обнаружено не было. 
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Сила агрегации, возникающая при взаимодействии пары эритро-
цитов при их агрегации, в случае СД в 1.5 раза больше, чем у здо-
ровых людей, при этом силы дезагрегации, которые необходимо 
приложить к агрегированному дублету клеток для их разделения, 
достоверно не отличаются. На основе результатов, полученных на 
макро- и микроуровне, сделан однозначный вывод о повышенной 
агрегации эритроцитов при сахарном диабете.
Ключевые слова: диффузионное светорассеяние, лазерный 
захват, агрегометрия эритроцитов при диабете, силы агрегации 
и дезагрегации, микрореологический статус при патологии. 
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Введение

Изменения реологии крови на микро- и 
макроуровнях часто являются причиной и след-
ствием многочисленных сосудистых заболеваний 
и в отдельных случаях могут привести к леталь-
ному исходу [1]. Наличие быстрого и простого 
метода измерения реологических свойств крови 
крайне важно для клинического использования, 
поскольку эти свойства в основном определяют 
течение крови в микрососудах (микроциркуля-
цию), а также могут служить количественными 
индикаторами общего состояния организма и 
использоваться для контроля эффективности 
терапии. Их изменения могут привести к на-
рушениям транспортных функций крови, что 
отрицательно отразится на снабжении органов и 
тканей кислородом и другими питательными ве-
ществами. Одним из важнейших свойств эритро-
цитов является их способность агрегировать [2].

Агрегационные параметры (АП) крови, 
характеризующие взаимодействие эритроцитов 
между собой, с другими клетками, а также со 
стенками кровеносных сосудов, могут суще-
ственно изменяться при возникновении различ-
ных социально значимых заболеваний, в частно-
сти сахарного диабета (СД) [3–6]. В качестве АП 
рассматривались характерное время образования 
агрегатов, индекс агрегации (доля эритроцитов, 
участвовавших в агрегационном взаимодей-
ствии), гидродинамическая прочность агрега-
тов, силы взаимодействия эритроцитов при их 
спонтанной агрегации и дезагрегации. Попытка 
классификации гемореологических нарушений 
по проценту неагрегированных эритроцитов при-
ведена в работе [7]. Взаимодействие эритроцитов 
между собой заключается в двух обратимых 
процессах [8, 9]. При возникновении контакта 
между клетками происходит спонтанная агре-
гация эритроцитов, приводящая к образованию 
особых структур – так назыааемых «монетных 
столбиков». Под действием сдвигового напря-
жения в потоке крови образовавшиеся агрегаты 

распадаются, происходит процесс дезагрегации. 
Динамика процессов агрегации и дезагрегации 
играет ключевую роль в микроциркуляции крови 
[10–12], в результате которой обеспечивается 
эффективный транспорт кислорода в клетки 
тканей и органов.

Оптические методы позволяют оперативно 
и эффективно исследовать АП на основе зако-
номерности диффузного рассеяния лазерного 
излучения плотной суспензией эритроцитов [13, 
14]. Для исследования АП на большом ансамбле 
клеток используются методы, основанные на 
измерении и последующем анализе интенсив-
ности лазерного излучения, рассеянного от слоя 
цельной крови. Данный метод диффузного све-
торассеяния используется в ряде коммерчески 
доступных систем: лазерный оптический рота-
ционный анализатор клеток LORCA («Mechatro-
nics», Нидерланды) [15], лазерный агрегометр и 
деформометр эритроцитов LADE («Реомедлаб», 
Россия) [16], анализатор агрегации эритроцитов 
RheoScan («RheoScan-AnD300», «RheoMeditech», 
Республика Корея) [17], автоматический агрего-
метр эритроцитов FAEA (Myrenne, Германия) 
[18]. Для исследования АП на уровне отдельных 
клеток также разработан ряд методик, среди ко-
торых наиболее распространенными являются 
захват и удержание клеток с помощью микро-
пипеток и атомно-силовая микроскопия [19, 20]. 
Следует отметить, что в этих методиках объекты 
для исследования подвергаются непосредствен-
ному механическому воздействию со стороны 
измерительного прибора.

Системы оптического захвата – так назы-
ваемые лазерные пинцеты (ЛП) – представляют 
собой альтернативный подход для выявления 
характеристик эритроцитов и их взаимодействия 
между собой [21–23]. Отличительной особенно-
стью ЛП является возможность измерения сил 
взаимодействия отдельных клеток без непосред-
ственного механического контакта со стороны 
измерительной техники [21]. Возможность ма-
нипулирования клетками с помощью оптической 
ловушки позволяет измерять силы межклеточ-
ного взаимодействия в диапазоне значений 0,1–
100 пН, в котором, в частности, представлены 
силы взаимодействия эритроцитов. Взаимодей-
ствие двух эритроцитов между собой с точки 
зрения возникающих между ними сил можно 
охарактеризовать с помощью двух сил: силы 
спонтанной агрегации, действующей на один 
эритроцит со стороны другого и приводящей к 
образованию агрегата (сила агрегации FA); силы, 
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возникающей при разделении клеточного агрегата 
(сила дезагрегации FD). Значения этих сил, кото-
рые могут служить важными диагностическими 
параметрами процессов агрегации эритроцитов 
при диагностике и мониторинге различных за-
болеваний, находятся в диапазоне 1–10 пН, что 
дает возможность их измерения с помощью ЛП.

На сегодняшний день задача измерения АП с 
целью уточнения реологического состояния кро-
ви в норме и при СД является крайне актуальной. 
Измерения, проведенные на больших группах 
здоровых людей и больных СД, позволят выявить 
новые биофизические индикаторы состояния бо-
лезни и эффективности лечения, которые прежде 
не были задействованы в медицинской практике.

Целью данной работы является оценка из-
менений АП крови больных СД в сравнении с 
нормой методами диффузного светорассеяния 
на ансамбле клеток и с помощью системы опти-
ческого захвата на клеточном уровне.

1. Материалы и методы

Измерения реологических свойств крови, 
которые характеризуют агрегацию эритроцитов, 
проводились на уровне ансамбля эритроцитов, 
где измерения выполнялись на цельной крови 
(макроуровень), а также на уровне взаимодей-
ствия двух клеток (клеточный микроуровень) 
в сильноразбавленной суспензии эритроцитов 
в плазме крови. Преимущества такого подхода 
заключаются в том, что, с одной стороны, ма-
кроуровневые измерения дают усредненные по 
большому числу клеток величины параметров 
агрегации крови без учета индивидуальных осо-
бенностей эритроцитов по форме и возрасту. С 
другой стороны, измерения на клеточном уров-
не позволяют учесть различия в форме клеток, 
их возрасте, проследить в режиме реального 
времени образование дублета клеток, выявить 
механизмы и факторы изменения агрегации.

Измерение диффузного рассеяния света на 
цельной крови позволяет получать усредненные 
параметры агрегации эритроцитов, характери-
зующие среднее время образования агрегатов, 
их гидродинамическую прочность, способность 
клеток деформироваться в сдвиговом потоке, 
а также определять процентное соотношение 
клеток, участвующих в агрегации. Метод оптиче-
ского захвата позволяет манипулировать отдель-
ными клетками, измеряя силы взаимодействия 
эритроцитов, возникающих при их агрегации и 
дезагрегации. Совокупность полученных пара-
метров агрегации и дезагрегации эритроцитов 
на обоих уровнях позволяет оценить полную 

картину протекающих при агрегации и деза-
грегации клеток процессов, выявить факторы, 
способствующие усилению или ослаблению 
межклеточного взаимодействия.

1.1. Измерения реологических параметров 
крови человека в норме 
и при сахарном диабете

Все измерения на образцах цельной чело-
веческой крови и суспензии эритроцитов были 
выполнены in vitro. При проведении исследова-
ний учитывались последние рекомендации для 
гемореологических лабораторий, разработанные 
международной экспертной группой, созданной 
для стандартизации гемореологических методов 
[24]. Измерения агрегационных параметров эри-
троцитов проводились в течение первых трех 
часов после забора крови из локтевой вены до-
бровольцев натощак. Во всех пробах крови в ка-
честве антикоагулянта применялся ЭДТА (EDTA) 
для предотвращения свертываемости крови и 
образования тромбов. Измерения проводились 
при температуре 37°C, что соответствует физио-
логическим условиям в организме человека.

Всего было выделено 2 группы: доброволь-
цы в возрасте 20–35 лет без хронических забо-
леваний и СД (контрольная группа, 10 человек) 
и пациенты c СД в возрасте 50–70 лет (экспери-
ментальная группа, 10 человек).

Доноры крови были в полной мере проин-
формированы о целях исследования, им были 
разъяснены ожидаемые результаты, они под-
писали добровольное согласие на взятие у них 
крови и проведение испытаний.

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов испытаний была проведена с исполь-
зованием программного обеспечения Statistica. 
Для анализа использовался непараметричес-
кий статистический U-критерий Манна–Уитни, 
который пригоден для оценки достоверности раз-
личий между двумя независимыми выборками – 
между контрольной группой здоровых доноров 
и группой больных СД [25, 26]. Различия между 
измеренными значениями параметров агрегации 
считались статистически достоверными при 
уровне статистической значимости p<0.05.

1.2. Измерение сил взаимодействия 
эритроцитов в норме и при сахарном диабете 
с помощью системы оптического захвата
Для проведения измерений сил взаимодей-

ствия эритроцитов была собрана двухканальная 
система оптического захвата. Схема эксперимен-
тальной установки приведена на рис. 1.
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В качестве источников излучения исполь-
зовались два Nd:YAG лазера с длиной волны 
1064 нм и мощностью 200 мВт каждый. Поло-
жение лазеров, светоделительный куб и система 
линз на пути распространения пучков были отъ-
юстированы с высокой точностью для достиже-
ния высокого градиента интенсивности в области 
фокусировки пучка (расположение лазерных ло-
вушек на рис.1, а указано стрелками). На выходе 
пучка из системы линз установлено дихроичное 
зеркало, с помощью которого пучок подается на 
заднюю входную апертуру объектива Olympus 
(×100, N.A. = 1, водная иммерсия), а также ча-
стично пропускается на фотодетектор для изме-
рения мощности. Регулировка мощности пучков 
происходит с помощью полуволновых пластинок, 
установленных непосредственно после лазеров. 
К пластинкам подключены электрические мото-
ры, способные прецизионно вращать их с малым 
шагом вращения. Один пучок всегда неподвижен, 
на пути второго пучка установлено зеркало, вра-
щение которого позволяет перемещать область 
фокусировки пучка, меняя тем самым положение 
точки захвата. Таким образом используются 
2 области захвата (2 ловушки): одна неподвиж-
ная, другая может перемещаться в кювете с об-
разцом. В вертикальной части системы установ-
лены линза и CMOS-камера, освещаемые белым 
светом лампы, установленной за объективом и 
кюветой с образцом.

Кювета, схема которой изображена на рис. 1, 
б, размещается на моторизированной платформе. 
Кювета состоит из предметного и покровного 
стекол, помещенных одно над другим, расстоя-
ние между которыми равно 100 мкм за счет двух-

сторонней клейкой ленты Scotch между стеклами 
по двум краям. Образец помещается в полость 
кюветы между стеклами с помощью микродо-
затора. После этого полость герметизируется с 
помощью вазелина с двух незакрытых скотчем 
краев для предотвращения возникновения неже-
лательных потоков и испарения образца.

Перед проведением измерений сил взаимо-
действия была выполнена процедура калибровки 
установки, необходимая для определения одно-
значной взаимосвязи значений силы оптическо-
го захвата FОПТ с мощностью лазерного пучка. 
Калибровка проводилась путем сопоставления 
FОПТ с силой вязкого трения, действующей на 
захваченную ловушкой клетку со стороны жид-
кости при перемещении платформы с кюветой с 
заданной скоростью относительно неподвижной 
ловушки, для различных значений мощности 
лазерного пучка. Более подробно эта процедура 
описана в работе [27]. Максимальная сила за-
хвата составляла 12 пН при мощности лазерного 
пучка в области фокуса 25 мВт. В этих условиях 
нагреванием клетки от лазерного захватывающе-
го пучка можно пренебречь ввиду очень низкого 
поглощения эритроцита на длине волны лазера, 
используемого для захвата (коэффициент погло-
щения гемоглобина μа = 10 см-1 ), и наличия боль-
шого объема теплоотводящей жидкости (плазмы) 
вокруг клетки. Теоретические оценки показывают, 
что нагрев захваченных клеток не превышает 1°С 
на каждые 10 мВт мощности лазерного пучка [28].

Для проведения измерений сил взаимодей-
ствия с помощью ЛП требуется сильноразбав-
ленная суспензия эритроцитов с малым содер-
жанием клеток. Разбавление осуществлялось в 

Рис. 1. Схема экспериментальной установки: а – двухканальная система оптического захвата, б – кювета с образцом

а б
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аутологичной плазме с концентрацией клеток 
в объеме конечной пробы около 0.05%. Плазма 
была получена при помощи центрифугирования 
по следующей схеме: 1 – центрифугирование в 

течение 5 мин при 600 g; 2 – двукратное цен-
трифугирование по 5 мин при 11 000 g. 

Процедура измерения силы FA состояла из 
трех последовательных операций (рис. 2).

Рис. 2. Набор микрофотографий, иллюстрирующих пошаговую методику измерения силы 
агрегации эритроцитов. Крестовыми метками указаны положения оптических ловушек, стрелки 

указывают направления приложенных сил (FА – белая стрелка, FОПТ – черная стрелка)

FОПТ = 5 пН
FОПТ > FА

FОПТ = 4.5 пН
FОПТ > FА

FОПТ = 4 пН
FОПТ ≤ FА

В ходе первой операции два эритроцита за-
хватывались с помощью ЛП и ориентировались 
параллельно путем передвижения платформы, 
на которой расположена кювета с суспензией 
эритроцитов. Один из эритроцитов захватывался 
неподвижной ловушкой (пучком), а второй – под-
вижной ловушкой. Силы взаимодействия при 
агрегации и дезагрегации зависят от площади 
изначального соприкосновения [29], поэтому 
для достижения адекватной повторяемости ре-
зультатов выполнялся визуальный контроль не-
изменности площади перекрытия при первичном 
контакте клеток в процессе всех измерений. На 
2-м шаге клетки с помощью подвижной ловуш-
ки приводятся в контакт таким образом, чтобы 
площадь взаимодействия составила порядка 40% 
от площади поверхности каждой клетки. Далее, 
на 3-м шаге, мощность подвижного лазерного 
пучка уменьшается, тем самым уменьшается 
сила оптического захвата FОПТ, удерживающая 
эритроцит в ловушке. Мощность пучка умень-
шается до тех пор, пока удерживающей силы 
со стороны ловушки (черная стрелка на рис. 2) 
становится недостаточно для препятствия спон-
танной агрегации эритроцитов (сила обозначена 
белой стрелкой на рис. 2), клетка вырывается из 
ловушки, и начинается процесс агрегации – на-
ползание одной клетки на другую (выполнение 
неравенства FОПТ ≤ FА). В этот момент фикси-
руется значение мощности пучка, вычисляется 
значение силы оптического захвата, которое 
приравнивается к силе агрегации FA.

Процедура измерения силы дезагрегации 
FD также состояла из трех последовательных 
операций, при этом 1-й и 2-й шаги были иден-
тичны процессу измерения FA. На 3-м шаге по-
ложение подвижного лазерного пучка (ловушки) 

изменялось в попытке разделить образовавшийся 
на предыдущем шаге агрегат. Силу оптического 
захвата подвижного пучка при этом постепенно 
уменьшали с небольшим шагом для нахождения 
минимальной силы, необходимой для разделения 
агрегата. Это значение оптической силы фиксиро-
валось и считалось равным силе дезагрегации FD.

Для каждого образца измерения сил FA и FD 
проводились на не менее чем 15 парах различных 
эритроцитов. Итоговые результаты были полу-
чены после усреднения измеренных значений 
для исключения субъективных погрешностей 
при проведении эксперимента.

В работе [30] было показано, что свойства 
агрегации эритроцитов не изменяются при 
температурах 20 и 37°С. Поэтому измерения с 
помощью лазерных пинцетов проводились при 
комнатной температуре.

1.3. Измерение реологических параметров 
агрегации эритроцитов методом 
диффузного рассеяния света

Измерения АП крови на большом ансамбле 
клеток проводились методом диффузного рас-
сеяния лазерного излучения (лазерная агрегоме-
трия). Для этих целей использовался лазерный 
агрегометр эритроцитов RheoScan [16, 17] (рис. 3). 

Рис. 3. Лазерный агрегометр 
RheoScan
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При измерениях на RheoScan использовались 
одноразовые кюветы двух типов, изготовленные 
из прозрачного пластика. 

Для измерения таких АП, как характерное 
время агрегации клеток, амплитуда и индекс 
агрегации, использовались кюветы первого типа 
(рис. 4). Кювета представляет собой небольшой 
плоский тонкий резервуар для цельной крови 
диаметром 0.5 см, в котором находится тонкий 
металлический перемешивающий стержень, 
способный вращаться под действием внешнего 
магнитного поля, создаваемого внутри кюветы, и 
перемешивать ее содержимое. В кювету с помо-
щью микродозатора помещается цельная кровь 
в объеме 8 мкл.

После помещения микрокюветы с кровью 
в прибор начинается процесс измерения. При-
бор регистрирует зависимость интенсивности 
рассеянного вперед образцом крови лазерного 
излучения (длина волны 633 нм) от времени – 
агрегационную кинетику (рис. 5). В самом на-
чале измерения стержень начинает вращаться с 
большой скоростью и тем самым разрушает все 
образовавшиеся в образце крови агрегаты. В этих 
условиях полностью дезагрегированные эритро-
циты испытывают деформацию, а интенсивность 
света, рассеянного кровью вперед, близка к ми-
нимальной (на агрегационной кинетике область 
времени t < 0, значение сигнала близко к нулю). 
Затем вращение стержня резко останавливается 
(t = 0). В момент остановки вращения наблюдает-
ся мгновенный скачок сигнала вниз, что связано 
со снижением интенсивности рассеянного вперед 
излучения, соответствующий восстановлению 
формы деформированных эритроцитов (изме-
няется средняя площадь рассеивающих частиц). 
Величина скачка интенсивности – параметр 

Рис. 4. Одноразовая микрокювета 
с магнитным перемешивающим 
стержнем для измерения парамет-
ров агрегации эритроцитов на 

приборе RheoScan

AMP (измеряется в относительных единицах) – 
характеризует вытянутость эритроцитов при 
вращающемся стержне, их способность дефор-
мироваться (менять свою форму при действии 
на них сдвигового напряжения). Затем в образце 
крови начинается процесс спонтанной агрегации 
эритроцитов в покое (без внешнего напряжения 
сдвига). Лазерный пучок, падающий на резервуар 
с кровью, рассеивается на эритроцитах и вновь 
образовывающихся во времени агрегатах (идет 
процесс агрегации). Со временем интенсивность 
прошедшего вперед света увеличивается, так 
как за счет образования агрегатов увеличивается 
средний размер рассеивающих излучение цен-
тров. Процесс спонтанной агрегации занимает 
примерно 2 минуты, после чего интенсивность 
достигает максимального значения, указываю-
щего на то, что в образце практически все эрит-
роциты проагрегировали (см. рис. 5).

Рис. 5. Кинетика спонтанной агрегации эритро-
цитов, регистрируемая RheoScan: I0 – интенсив-
ность света, рассеянного вперед от слоя цельной 
крови, при максимальной агрегации эритроцитов; 
AMP – параметр, характеризующий деформи-
руемость эритроцитов; Т1/2

 – характерное время 
образования агрегатов

Время, с
Т1/2

По агрегационной кинетике определяется 
характерное время образования агрегатов T1/2 в 
секундах (время, за которое интенсивность све-
та, рассеянного вперед, достигает половинного 
значения интенсивности при максимальной агре-
гации спустя 120 с), характеризующее скорость 
образования агрегатов, и индекс агрегации AI. 
AI характеризует количество агрегированных за 
10 с эритроцитов в процентах. Данная величина 
вычисляется как отношение площади под кри-
вой, описывающей агрегационную кинетику, к 
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суммарной площади над и под кривой за первые 
10 с процесса спонтанной агрегации.

Кюветы второго типа (рис. 6), которые были 
использованы для оценки гидродинамической 
прочности агрегатов, содержат в себе микроканал 
(0.2 мм высота × 4,0 мм ширина × 40 мм длина) и 
резервуары для цельной крови на обоих его кон-
цах (0.5 мл). Данный тип кювет используется для 
измерения критического сдвигового напряжения 
(critical shear stress, CSS).

Рис. 6. Одноразовая кювета с двумя 
резервуарами и микроканалом для 
измерения деформируемости эрит-

роцитов на приборе RheoScan

Цельная кровь в микроканале подвергается 
изменяющемуся сдвиговому напряжению под 
действием градиента давления. Для измерения 
CSS, которое характеризует гидродинамическую 
прочность образованных в крови агрегатов, 
в кювету помещали цельную кровь в объеме 
0.5 мл. Силы вязкого трения, возникающие в 
микроканале, приводят к разрушению агрегатов 
эритроцитов под действием сдвиговых напря-
жений от 0 до 20 Па. Параметр CSS измеряется 
в единицах сдвигового напряжения – Паскалях 
(Па). Схематическое изображения процесса из-
мерения приведено на рис 7. Измерения CSS 
проводятся следующим образом. В процессе 
измерений кровь пропускается через микрока-
нал с напряжением сдвига, которое монотонно 
уменьшается со временем (первоначальное на-
пряжение сдвига равно 20 Па). Поскольку сдви-
говое напряжение в начале измерений (в первые 
10 с) велико, интенсивность света, рассеянного 
в обратном направлении, увеличивается (обра-
зовавшиеся ранее и в текущий момент времени 
агрегаты разрушаются). Однако при достижении 
некоторого напряжения сдвига, равного CSS, 
возникающего в микроканале напряжения, будет 
уже недостаточно для разрушения образовыва-

ющихся агрегатов. Интенсивность рассеянного 
назад света при этом начинает уменьшаться. 
Таким образом, значение напряжения CSS может 
использоваться для характеристики гидродина-
мической прочности агрегатов эритроцитов в по-
токе. Другими словами, CSS – это минимальное 
напряжение сдвига, которое нужно приложить к 
потоку агрегатов для того, чтобы они начали раз-
рушаться (инициировать процесс вынужденной 
дезагрегации).

Рис. 7. Схематическое изображение процесса измере-
ния критического сдвигового напряжения (critical shear 

stress, CSS)

2. Результаты и их обсуждение

Результаты измерений на ансамбле клеток 
методами диффузного светорассеяния представ-
лены на рис. 8. Характерное время образования 
агрегатов эритроцитов достоверно уменьшается 
от значения 8.8 ± 2.1 с в случае контрольной 
группы до значения 5.3 ± 1.2 с при СД (рис. 8, а).
Это свидетельствует об ускоренной агрегации 
эритроцитов в крови пациентов с СД. Количе-
ство красных клеток крови, которые участву-
ют в процессе агрегации, при СД растет по 
сравнению с нормой. Об этом можно судить 

А. Н. Семенов и др. Использование методов диффузного рассеяния света и оптического захвата 
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по достоверному увеличению значения индекса 
агрегации AI от 33.8 ± 6.2% в норме до 44.3 ± 5.4% 
при СД (рис. 8, б). Показано, что CSS эритро-
цитов больше в случае СД ((270.7 ± 78.5 мПа)) 
по сравнению с нормой (211.9 ± 48.6 мПа) 
(рис. 8, г). Таким образом, можно заключить, 
что при сахарном диабете скорость образования 
агрегатов, их количество и прочность увеличи-

ваются. Это говорит о повышенной способности 
эритроцитов к агрегации у таких пациентов. 
Поскольку данные свойства агрегации напря-
мую определяют течение крови в организме, то 
это может привести к нарушению циркуляции 
крови и, как следствие, к ухудшению снабжения 
органов и тканей кислородом и питательными 
веществами.

Рис. 8. Параметры агрегации крови, измеренные методом диффузного рассеяния света с помощью прибора 
RheoScan в норме (n = 10) и при СД (n = 10): а – характерное время образование агрегатов T1/2, б – индекс 
агрегации эритроцитов AI, в – амплитуда агрегации AMP, г – критическое сдвиговое напряжении CSS; 

*p<0.05 (непараметрический критерий Манна–Уитни)

AI, %T1/2, с

AMP, отн. ед. CSS, мПа

а б

в г

В свою очередь, мы не обнаружили до-
стоверных отличий в параметре AMP, который 
характеризует способность эритроцитов менять 
свою форму (деформироваться) в сдвиговом по-
токе (рис. 8, в).

Таким образом, измерения АП на макро-
уровне на большом ансамбле клеток показали 

увеличение агрегации эритроцитов при СД. 
Показано, что метод диффузного светорассея-
ния и функционирующий на его основе прибор 
RheoScan позволяют проводить мониторинг 
агрегационных параметров при СД.

Результаты измерений методом оптического 
захвата показали (рис. 9), что величина силы 

Норма Сахарный 
диабет

Сахарный 
диабет

Норма

Норма Норма Сахарный 
диабет

Сахарный 
диабет
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агрегации эритроцитов FA у больных СД со-
ставляет 4.2 ± 1.2 пН (n = 10), что статистически 
достоверно (p<0.05) превышает величину FA в 
контрольной группе 2.7 ± 1.5 пН (n = 10). Дан-

ные результаты, полученные на дублетах клеток, 
коррелируют с результатами гидродинамической 
прочности агрегатов, полученными на цельной 
крови (см. рис. 8, г).

Рис. 9. Результаты измерений сил взаимодействия эритроцитов при их дезагрегации (а) и 
агрегации (б) в норме (n=10) и при СД (n=10). Для каждой величины на диаграмме указано 

среднеквадратичное отклонение;* p<0.05 (непараметрический критерий Манна–Уитни)

Сила FD, пН Сила FA, пН

ба

Достоверных отличий между группами при 
измерении силы дезагрегации обнаружить не 
удалось (p>0.05): FD = 5.2 ± 1.0 пН в группе СД 
и FD = 5.0 ± 1.0 пН в контрольной группе. При 
этом было показано, что для каждой из групп 
сила дезагрегации статистически достоверно 
(p<0.05) превышает силу агрегации.

Можно ввести параметр взаимодействия 
двух эритроцитов, задаваемый отношением 
средних величин сил при их дезагрегации и 
агрегации:

.                        (1)

Этот параметр рассчитывается для каждо-
го образца крови и далее усредняется по всей 
группе. Полученные средние значения R сравни-
вались между контрольной группой и группой с 
СД (рис. 10). Показано, что значение параметра 
R в норме статистически достоверно (p << 0.05) 
почти в 2 раза превышает величину, измеренную 
в группе с СД: норма – R = 2.1 ± 0.7, СД – R =
= 1.3 ± 0.1.

Исходя из вышесказанного, можно предпо-
ложить, что параметр взаимодействия клеток 
крови при их агрегации и дезагрегации перспек-
тивен для использования в качестве индикатора 
наличия в организме патологического процесса, 
связанного с СД, или предрасположенности к 
нему. Использование данного параметра для 

Рис. 10. Значения параметра взаимодействия R =
= <FD>/<FA> в норме (n=10) и при СД (n=10). Для каж-
дой величины указано среднеквадратичное отклонение; 
*p < 0.05 (непараметрический критерий Манна–Уитни)

R, отн. ед

диагностики и мониторинга эффективности 
терапии СД и возможных прочих патологий, в 
частности, сердечно-сосудистых заболеваний, 
требует дополнительных исследований и тща-
тельной верификации.

Заключение

Метод диффузного рассеяния света по-
зволяет проводить измерения агрегационных 
параметров на большом ансамбле клеток, а также 
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чувствителен к изменениям этих параметров в 
случае СД. В работе показано, что в случае СД 
эритроциты обладают повышенной способно-
стью к агрегации по сравнению с нормой, при 
этом деформируемость эритроцитов достоверно 
не изменяется. Было показано, что силы вза-
имодействия эритроцитов при агрегации при 
СД существенно больше, чем в норме. Силы, 
возникающие при разделении агрегата при СД 
статистически достоверно не отличаются от кон-
троля, при этом сила дезагрегации больше силы 
агрегации во всех группах. Это статистически 
значимое различие позволило ввести новый па-
раметр количественной оценки взаимодействия 
эритроцитов при агрегации и дезагрегации, 
который перспективен для использования в 
диагностике и контроле эффективности терапии 
как сахарного диабета, так и других сосудистых 
патологий.

Системы оптического захвата показали себя 
в качестве удобного и многообещающего инстру-
мента для проведения исследований на уровне 
отдельных клеток, позволяя отслеживать кине-
тику взаимодействия эритроцитов при агрегации 
и дезагрегации и с высокой точностью измерять 
силы, возникающие при этих процессах.
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Background and Objectives: Aggregation parameters of blood 
characterize red blood cells interaction processes which play a major 
role in the microcirculation regulation. It was shown that these pa-
rameters are significantly different in case of Diabetes Mellitus (DM) 
and therefore can be proposed as a novel parameter of the disease 
state and therapy efficiency. Usage of diffuse methods of measuring 
aggregation properties in whole blood combined with the single cell 
level measuring technique will allow creating a new complete approach 
to investigate the hemorheological state of the blood in various socially 
important disease. Materials and Methods: For assessing the time 
of spontaneous aggregation, hydrodynamic strength, aggregation index 
and deformability properties of ensemble of RBCs in whole blood we 
used commercially available aggregometer Rheoscan-AnD300 (Rheo-
meditech, Korea). Operation of this device is based on measuring the 
intensity of laser light scattered by whole blood samples. Measure-
ments of RBC aggregating/disaggregating forces were performed 
using home-made 2-channelled optical tweezer (OT) in high-diluted 
autologous plasma. Two cells were manipulated and brought to the 
40% of cell surface contact forming an aggregate. The minimal trapping 
force required to prevent the complete aggregation (aggregating force 
FA) was measured. The minimal trapping force required to disassemble 
the aggregate completely (disaggregating force FD) was also measured. 
Results: The measurements of RBC interaction forces were performed 
in groups of healthy donors and patients suffering from DM. The mea-
sured value of the aggregation force in DM was FA = 4.2 ± 1.2 pN which 
1.5 times exceeds the aggregating force in norm (FA = 2.7 ± 1.5 pN) 
while the disaggregating forces FD were found to be nearly the same. 
DM is characterized by enhanced aggregation. It was shown that the 
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characteristic time of aggregates formation is reduced in whole blood 
of patients with DM relative to the control group. Conclusions: The 
statistically significant difference in aggregating forces in norm and DM 
allowed to propose a novel aggregating parameter R = FD / FA which can 
diagnose the microrheological state of the pathological blood in case of 
DM. Information about alterations of the time of aggregates formation 
can be considered as an indication of DM as well as for monitoring the 
patients treatment efficiency.
Key words: red blood cells aggregation, diffuse light scattering, optical 
tweezers, diabetes mellitus.
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