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РЕЗЮМЕ 
Цель исследования:  выявить изменения параметров структуры и механических свойств поверхност-

ного слоя лимфоцитов крови крысы после однократного действия (30 мин и 2 ч) электромагнитного поля сверх-
низкой частоты (ЭМП-СНЧ) на цельную кровь крысы in vitro. 

Материал и методы.  Цельную кровь крысы линии Wistar (возраст — 4,5 мес.) подвергали действию 
ЭМП-СНЧ (50 Гц, В = 0,79 мТл), производимого экспериментальной установкой на основе катушки Гельмгольца. 
Лимфоциты выделяли из крови с помощью метода седиментации в градиенте плотности Histopaque-1077, помеща-
ли на поверхность предметных стекол, фиксировали глутаровым альдегидом и высушивали. Атомно-силовую мик-
роскопию (АСМ) проводили на атомно-силовом микроскопе Bioscope Resolve в режиме PeakForce QMN на воздухе. 

Результаты. По результатам анализа АСМ-изображений лимфоциты были классифицированы на не-
сколько морфологических типов в зависимости от размера ламеллоподий. Для лимфоцитов с ламеллоподиями от 
400 до 1100 нм были проанализированы механические свойства малых участков их поверхности размером 250 × 
250 нм. Выявлено увеличение модуля упругости поверхности лимфоцитов после кратковременного действия (30 
мин) ЭМП-СНЧ. С увеличением времени действия ЭМП-СНЧ до 2 ч упругие (модуль упругости) и адгезионные (сила 
адгезии между острием АСМ-зонда и поверхностью клетки) свойства лимфоцитов существенно ослабляются. 

Заключение. Впервые методом АСМ выявлены наномасштабные изменения структуры и механических 
свойств поверхности лимфоцитов крысы после кратковременного действия ЭМП-СНЧ (50 Гц, 0,79 мТл, 30 мин), 
которые свидетельствуют об активации функций лимфоцитов как компонента иммунной системы в ответ на 
действие ЭМП-СНЧ. 
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ABSTRACT 
Objective:  to detect changes in the parameters of the structure and mechanical properties of the surface layer 

of lymphocytes in the blood of a rat after a single action (30 min and 2 h) of an extremely low frequency electromagnet-
ic field (ELF EMF) on the rat`s whole blood in vitro. 

Material  and methods.  We exposed the whole blood of a Wistar rat (4.5 months) to the effect of ELF EMF 
(50 Hz, B = 0.79 mT), generated by an experimental setup based on a Helmholtz coil. Lymphocytes were isolated from 
the blood using the Histopaque-1077 density gradient sedimentation method, then were placed on the surface of glass 
slides and fixed with glutaraldehyde, and finally were dried. We performed atomic force microscopy (AFM) using the 
atomic force microscope Bioscope Resolve in the PeakForce QMN mode in air. 
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Results.  On the basis of the results of the analysis of the AFM images, we classified the lymphocytes into sever-
al morphological types depending on the size of the lamellopodium. We analyzed the mechanical properties of the sur-
face areas sized 250 nm × 250 nm for lymphocytes with the lamellopodium sized 400–1100 nm. The analysis found an 
rise in the elastic modulus of the lymphocyte surface after a short-term action (30 min) of ELF EMF. When the time of 
the ELF EMF exposure was increased up to 2 hours, the elastic (elastic modulus) and adhesive properties (the adhe-
sion force between the AFM probe tip and cell surface) of the lymphocytes were significantly weakened. 

Conclusion. For the first time using the AFM method we have detected nanoscale changes in the structure and 
mechanical properties of the surface of the rat`s lymphocytes after a short-term action of ELF EMF (50 Hz, 0.79 mT, 30 min), 
which are indicative of the activation of the functions of lymphocytes as an immune system component in response to 
the short-term exposure of ELF EMF. 
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Введение  
 
Электромагнитные поля сверхнизкой 

частоты (50 Гц) являются важным экологи-
ческим фактором, под влиянием которого 
протекает трудовая деятельность и повсе-
дневная жизнь современного человека. Низ-
кочастотные электромагнитные поля были 
классифицированы Международным агент-
ством по изучению рака как предполагае-
мый канцероген для человека. Однако в 
настоящее время в открытых источниках 
имеются противоречивые данные об эффек-
тах, вызываемых низкочастотными элек-
тромагнитными полями на биологические 
системы: от клеток до целых организмов. 
Эти противоречия связаны как с различия-
ми в аппаратуре, используемой для создания 
электромагнитных полей, и эксперименталь-
ных конструкций, так и временем дей-
ствия, клеточными линиями, видами жи-
вотных, штаммов и возрастом [1]. Эффек-
ты низкочастотных электромагнитных по-
лей на клетки, установленные эксперимен-
тально, многообразны и включают в себя 
увеличение продукции свободных радика-
лов, изменение генного материала клеток 
(различные модификации нуклеиновых кис-
лот), увеличение уровня пролиферации кле-
ток, изменение механизмов внутриклеточ-
ной сигнализации, модификацию цитоске-
лета. Во многих исследованиях выявлено, 
что электромагнитное поле низкой частоты 
in vivo и in vitro вызывает увеличение про-
дукции активных форм кислорода, свобод-

ных радикалов и двойные разрывы ДНК [2, 
3]. Низкочастотные электромагнитные поля 
оказывают влияние на цитоскелет. Так, по-
казано, что слабое электромагнитное поле 
частотой 50 Гц изменяет состояние и струк-
туру актинового цитоскелета, способствуя 
миграции клеток, с возможным механизмом 
вовлечения рецептора эпидермального фак-
тора роста (EGFR). Кроме этого установлено, 
что электромагнитное поле частотой 50 Гц и 
индукцией 0,4 мТл подавляет динамику 
микротрубочек, способствует кластеризации 
EGFR и запускает фосфорилирование EGFR 
по сайтам Y1173 и S1046/1047. Эти эффек-
ты зависят от Ca2+-зависимых сигнальных 
путей с вовлечением кальциевых каналов L-
типа и повышением внутриклеточной кон-
центрации ионов кальция. Полученные дан-
ные свидетельствуют об активации низкоча-
стотным электромагнитным полем всей си-
стемы цитоскелета в отсутствие EGF, меха-
низмы которой включают EGFR и LTCC/ 
Ca2+-сигнальные пути [4]. 

Анализ данных научных публикаций 
показывает возможность существенного из-
менения состояния поверхности (поверх-
ностного слоя, включающего кортикальный 
актиновый цитоскелет) клеток при действии 
низкочастотного электромагнитного поля с 
вовлечением различных путей клеточной 
сигнализации. Выраженность изменений 
зависит от условий воздействия, парамет-
ров поля и типов клеток. При этом вопросы 
изменения механических свойств клеток, 
состава и состояния их поверхностного 
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слоя при действии низкочастотного элек-
тромагнитного поля, особенно на нано-
масштабном уровне, не изучались. Техни-
чески подобного рода исследование можно 
осуществить с помощью новейших методов 
атомно-силовой микроскопии, например, с 
помощью метода количественного карти-
рования наномеханических свойств по-
верхности клеток PeakForce QNM. 

Тканью организма, интегрально связы-
вающей все его органы и системы, являет-
ся кровь, относящаяся к тканям внутрен-
ней среды. Основными форменными эле-
ментами крови являются эритроциты, 
тромбоциты и лейкоциты. В отличие от 
эритроцитов и тромбоцитов, лейкоциты 
являются полноценными клетками с ос-
новными органеллами, включая иерархи-
ческую трехмерную систему цитоскелета. 
Лимфоциты занимают второе место по 
численности среди лейкоцитов крови 
взрослого человека (после нейтрофильных 
гранулоцитов) и первое место — среди лей-
коцитов крови половозрелой крысы. 

 
Цель исследования 
 
Выявить изменения параметров струк-

туры и механических свойств поверхност-
ного слоя лимфоцитов крови крысы после 
однократного действия (30 мин и 2 ч) элек-
тромагнитного поля частотой 50 Гц на 
цельную кровь крысы in vitro. 

 
Материал и методы  
 
Исследования выполнены на крови сам-

ца крысы линии Wistar возрастом 4,5 меся-
ца. Все экспериментальные работы с лабо-
раторным животным проводили в соответ-

ствии с общепринятыми нормами обраще-
ния с животными и правилами Директивы 
2010/63/EU Европейского Парламента и 
Совета Европейского Союза по охране жи-
вотных, используемых в научных целях, от 
22 сентября 2010 года. 

Венозную кровь получали путем отбора 
из воротной вены, вскрывая брюшную по-
лость, на фоне глубокого наркоза. Полу-
ченную кровь объемом 5 мл помещали в 
пробирку с 1 мл антикоагулянта (3,2 % 
двузамещенный цитрат натрия), далее об-
разец разделялся на опытный и контроль-
ный в равных объемах. 

Опытный образец крови крысы под-
вергали действию электромагнитного поля 
частотой 50 Гц, производимого экспери-
ментальной установкой на основе катушки 
Гельмгольца. Индукция магнитного поля 
была 0,79 мТл. Опытный образец крови 
инкубировали в ЭМП-СНЧ в течение 30 
мин или 2 ч при комнатной температуре 
(17–20 °С) и влажности (φ = 79 %). Кон-
трольный образец крови выдерживали при 
тех же условиях, исключая действие элек-
тромагнитного поля. 

Лимфоциты выделяли из крови с по-
мощью метода седиментации в градиенте 
плотности Histopaque-1077 (400 g, 20 С, 
30 мин). Суспензию клеток (100 мкл) нано-
сили на предметные стекла с адгезивным 
покрытием и оставляли в термостате на 15 
минут при 37 °С. Для фиксации клеток ис-
пользовали 1 % раствор глутарового альде-
гида (15 мин при 37 °С). Время после облу-
чения до фиксации лимфоцитов для всех 
образцов было одинаковым и равнялось 130 
минутам. Образцы клеток дважды отмыва-
ли в дистиллированной воде и высушивали 
при комнатных условиях (рисунок 1). 

 

 

Рисунок 1 — Световая микрофотография образцов лимфоцитов крови 
после действия ЭМП-СНЧ в течение 30 мин. Неокрашенный препарат 

 
 

АСМ проводили на приборном ком-
плексе, включающим атомно-силовой 

микроскоп Bioscope Resolve фирмы Bruker 
с инвертированным световым микроско-
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пом Axio Observer фирмы Zeiss. Сканиро-
вание осуществляли в режиме PeakForce 
QMN на воздухе при комнатных условиях 
(зонд — Scan Asyst-Air (Bruker), k = 0,4 
N/m, радиус острия зонда — 2 nm). Запи-
сывали АСМ-изображения целых клеток и 
участков их поверхности размером 250 × 
250 нм с разрешением 256 × 256 пикселей 
со скоростью 0,3 Гц одновременно по не-
скольким каналам (рисунок 2). Для каждо-
го АСМ-изображения участка поверхности 
клетки, содержащего 65536 точек, рас-
считывали медиану записываемого пара-
метра. Результаты статистического анали-
за медиан для разных экспериментальных 
групп (n = 3–12) представлены в виде меди-
аны и границ интерквартильного интервала 
(Me (LQ; UQ)). Сравнение средних выбороч-
ных показателей проводили с использова-
нием критерия Уалда-Вольфовица. 

Результаты и обсуждение 
 
АСМ позволяет проводить исследова-

ние свойств отдельных клеток и даже ма-
лых участков их поверхности. Популяция 
лимфоцитов крови является неоднородной. 
По размерам, определяемым по световым 
микрофотографиям, лимфоциты делят на 
малые, средние и большие. По функцио-
нальному признаку выделяют Т-, В- и NK-
лимфоциты. По процентному содержанию 
в популяции лимфоцитов крови основны-
ми являются малые (по размерам) и Т-
лимфоциты (по функции). 

По АСМ-данным лимфоциты, адгезиро-
ванные к поверхности стекла, представляют 
собой куполообразные клетки с крупной 
ядерной областью и выраженными в разной 
степени краевыми структурами: филоподи-
ями и ламеллоподиями (рисунок 3). 

 

    

   

Рисунок 2 — Типичные карты (АСМ-изображения) структурных и механических свойств поверхности 
лимфоцита образца клеток, приготовленных из крови, подвергшейся действию ЭМП-СНЧ в течение 2 ч 

 

                    
                                             а                                                                                     б 

Рисунок 3 — Трехмерные топографические АСМ-изображения лимфоцитов: 
а — контроль — 30 мин; размер области сканирования — 12 × 12 мкм, 256 × 256 пикселей; 
б — ЭМП-СНЧ — 30 мин; размер области сканирования — 11 × 11 мкм, 256 × 256 пикселей 
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Средний диаметр лимфоцитов, изме-
ренный с учетом краевых структур, нахо-
дится в диапазоне 8–10 мкм и не зависит 
существенно от экспериментальных условий 

(рисунок 4). По результатам анализа морфо-
логии клеток все лимфоциты были сгруппи-
рованы в несколько групп в зависимости от 
развитости их краевых структур (рисунок 4). 

 
  

Размер ламеллоподий 

Образец клеток D, мкм  400 нм 400–1100 нм 1200–1900 нм 

Контроль 
30 мин 

9,79 ± 0,96 

 
 

 
 

 

ЭМП-СНЧ 
30 мин 

9,42 ± 0,59 

 
 

 
 

 

Контроль 
2 ч 

9,47 ± 0,83  

 
 

 
 

ЭМП-СНЧ 
2 ч 

8,01 ± 0,63  

 
 

 

Рисунок 4 — Классификация лимфоцитов по размеру ламеллоподий для разных выборок 
(данные представлены как границы 95 % доверительного интервала) 

 
 

Самой многочисленной и присутству-
ющей во всех исследуемых образцах лим-
фоцитов была группа клеток с размером ла-
меллоподий от 400 до 1100 нм. Именно для 
этой группы было проведено сравнительное 
изучение механических характеристик по-
верхности клеток в образцах крови без и по-
сле действия ЭМП-СВЧ. В исследовании за-
писывали карты свойств поверхности клет-

ки (топографические изображения поверх-
ности и карты адгезионных и упругих 
свойств) для участков размером 250 × 250 нм с 
разрешением 256 × 256 пикселей (рисунок 2). 
В таблице 1 представлены средние значения 
параметров, характеризующих механиче-
ские свойства этих малых участков поверх-
ности лимфоцитов: модуль упругости (Е) и 
силу (неспецифической) адгезии (Fa). 
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Таблица 1 — Сравнительная характеристика механических свойств поверхности лимфо-
цитов разных выборок с размером ламеллоподий 400–1100 нм 

Параметр Контроль — 30 мин ЭМП-СНЧ — 30 мин Контроль — 2 ч ЭМП-СНЧ — 2 ч 
Е, МПа 348,5 (227,4; 370,5)* 672,0 (316,7; 1168,5) 340,7 (330,5; 379,4)* 342,7 (338,1; 352,4)* 
Fa, нН 3,39 (1,63; 4,18) 4,96 (3,18; 8,96)*** 7,36 (6,78; 7,52)** 2,41 (2,40; 2,46)**** 

* — р  0,05 в сравнении с ЭМП-СНЧ — 30 мин; ** — р = 0,036 в сравнении с контролем — 30 мин; 
*** — р = 0,004 в сравнении с ЭМП-СНЧ — 2 ч; **** — р = 0,039 в сравнении с контролем — 2 ч, кри-
терий Уалда-Вольфовица 

 
 

Данные таблицы указывают на нали-
чие существенных изменений параметров 
механических свойств поверхности лим-
фоцитов на наномасштабе, индуцирован-
ные как действием электромагнитного поля 
низкой частоты, так и «старением» in vitro — 
хранением крови при комнатных условиях 
в течение 2 ч. Модуль упругости поверхно-
сти лимфоцитов существенно увеличивает-
ся после кратковременного (30 мин) нахож-
дения крови в ЭМП-СНЧ. Жесткость по-
верхности лимфоцитов снижается с увели-
чением времени пребывания крови в элек-
тромагнитном поле до 2 ч (таблица 1). 
Кратковременное действие (30 мин) ЭМП-
СНЧ ведет также к увеличению силы адге-
зии между острием АСМ-зонда и поверхно-
стью клетки. Но, благодаря увеличению 
также и степени гетерогенности распреде-
ления механических свойств в этом случае, 
изменение параметра не является стати-
стически значимым. С увеличением време-
ни пребывания крови в электромагнитном 
поле (2 ч) сила адгезии существенно сни-
жается и становится меньше силы адгезии, 
характерной для контрольных образцов, 
хранимых при тех же условиях в отсут-
ствии поля (таблица 1). 

Увеличение жесткости и «липкости» по-
верхности клеток при кратковременном 
действии ЭМП-СНЧ на кровь свидетель-
ствует об активации цитоскелетной систе-
мы лимфоцитов (кортикальный цитоскелет). 
Данные литературных источников указы-
вают на активацию сигнальных путей и по-
вышение концентрации внутриклеточного 
кальция, что может являться механизмами 
реорганизации цитоскелета. Эти изменения 
носят временной характер при условиях 
эксперимента (В = 0,79 мТл). С увеличением 
времени пребывания крови в ЭМП-СНЧ 
имеет место значительное снижение актив-
ности цитоскелета (жесткости поверхности 
клеток), а также поверхность клеток стано-
вится существенно менее липкой. 

Динамические перестройки актинового 
цитоскелета важны для выполнения Т-
лимфоцитами их основных функций. Они 
необходимы для миграции клеток по орга-

низму, для узнавания антигенов, для фор-
мирования и стабилизации иммунологиче-
ского синапса на границе раздела между ан-
тигенпрезентирующими клетками и Т-
лимфоцитами [5]. Полимеризация актина, 
приводящая к образованию ламеллоподий и 
дистального полюса, облегчает распознава-
ние Т-клетками антигенпрезентирующих 
клеток [6]. Согласно полученным нами дан-
ным, кратковременное действие ЭМП-СНЧ 
(30 мин) с индукцией 0,79 мТл ведет к акти-
вации актинового цитоскелета лимфоцитов 
и, следовательно, основных функций лим-
фоцитов как компонента иммунной систе-
мы. Эта активация лимфоцитов пропадает 
при более продолжительном воздействии 
(2 ч) поля с изучаемыми характеристиками. 

 
Заключение 
 
Впервые методом атомно-силовой мик-

роскопии выявлены изменения структуры 
кортикального цитоскелета лимфоцитов кро-
ви крысы после кратковременного действия 
ЭМП-СНЧ (50 Гц) с индукцией 0,79 мТл, ко-
торые свидетельствуют об активации функ-
ций лимфоцитов как компонента иммунной 
системы в ответ на действие электромаг-
нитного поля. Эти изменения свойств лим-
фоцитов зависят от времени нахождения 
крови в ЭМП-СНЧ. Дальнейшие исследова-
ния в данном направлении целесообразны и 
помогут лучше понять потенциальные рис-
ки, которые несет увеличение использова-
ния электрических устройств — излучателей 
ЭМП-СНЧ на кровь. 
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