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Терминальная стадия хронической болезни почек (ХБП V) сопровождается рядом нарушений
эритрона, в том числе структурными и функциональными изменениями циркулирующих эритро-
цитов, потенциально дестабилизирующими их функции и приводящими к различной степени ане-
мии, однако механизмы этих явлений недостаточно изучены. В представленной работе методами
проточной цитометрии, лазерной дифракции и спектрофотометрии мы исследовали влияние ХБП
V и сеанса четырехчасового экстракорпорального гемодиализа (ГД) на деформационные (осмоти-
ческая и аммонийная резистентность) и функциональные (активность внутриклеточных эстераз,
экстернализация фосфатидилсерина, состояние гемоглобина) показатели эритроцитов. Мы пока-
зали, что (i) эритроциты пациентов ГД имели сниженную осмотическую резистентность и повы-
шенную скорость увеличения объема в аммонийном стресс-тесте по сравнению с клетками доно-
ров; (ii) сеанс ГД не влиял на деформационные характеристики эритроцитов, однако приводил к
(iii) образованию феррильных форм гемоглобина и (iiii) возникновению таких апоптоз-подобных
явлений, как снижение активности внутриклеточных эстераз и повышение количества аннексин-
позитивных клеток. Наши результаты указывают на то, что совокупность воздействия уремии и ГД
терапии вызывает мультифакторное снижение функций эритроцитов пациентов ГД и играет важ-
ную роль в развитии и усугублении почечной анемии.
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ВВЕДЕНИЕ
Терминальная стадия хронической болезни

почек (ХБП V) вызывает множество дестабилизи-
рующих гомеостаз и существенно снижающих
качество жизни изменений в организме человека
[1, 2], при этом сопутствующие ХБП V сердечно-
сосудистые заболевания представляют основную
причину смерти пациентов, достигая 50% от об-
щего количества смертей вызываемых ХБП V [3].
К типичным серьезным осложнениям ХБП V от-
носят нарушение эритропоэза, сниженную про-
дукцию эритропоэтина и/или супрессию чув-

ствительности рецепторов к эритропоэтину [4],
дефицит железа, сокращение жизненного цикла
эритроцитов и, как следствие, развитие почечной
анемии [5]. Сокращение жизненного цикла эрит-
роцитов пациентов отделения гемодиализа (ГД)
может быть вызвано как воздействием уремиче-
ских токсинов (п-крезилсульфат, метилглиок-
саль, акролеин, индоксил сульфат и др.) [1, 2],
приводящим в том числе к экстернализации фос-
фатидилсерина (ФС) на поверхности эритроци-
тов, гиперосмоляльностью плазмы [6], увеличе-
нием содержания промежуточных моноцитов
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CD14++/CD16+, фагоцитирующих апоптотические
эритроциты [4], окислительным стрессом (ОС) и
энергетическим истощением, так и быть след-
ствием лечения хроническим ГД [7]. В условиях
уремии наблюдаются различные структурные и
функциональные нарушения эритроцитов, такие
как сниженная антиоксидантная активность [8, 9],
повышенные адгезионная способность к эндоте-
лию и прокоагулянтная активность [10, 11], нару-
шение асимметрии бислоя [12] и белкового соста-
ва плазматической мембраны [13, 14], т.е. факто-
ры, потенциально дестабилизирующие основную
функцию эритроцитов – транспорт дыхательных
газов, однако механизмы развития перечислен-
ных нарушений изучены не в полной мере.

Вязко-эластичные свойства (деформируемость)
эритроцита, т.е. способность клетки к обратимым
деформациям, зависят не только от общих усло-
вий циркуляции: геометрии сосуда, давления
крови, вязкости, гематокрита и температуры, но
во многом от биомеханических и биохимических
характеристик эритроцита [15–17]. Снижение де-
формируемости может приводить к нарушению
микроциркуляции, гемолизу внутри капилляров
и преждевременной элиминации эритроцитов
ретикуло-эндотелиальной системой [18, 19] и,
следовательно, иметь важное значение в прогрес-
сии анемии. В процессе лечения программным
ГД кровь пациента подвергается физическому и
химическому воздействию в экстракорпоральном
круге кровообращения на протяжении длитель-
ного времени [20–23], что также может приво-
дить к нарушению деформируемости и сниже-
нию срока жизни эритроцитов и способствовать
развитию анемии. Таким образом, сама процеду-
ра ГД также может участвовать в усугублении по-
чечной анемии.

Детальное изучение свойств эритроцитов и
механизмов воздействия на них травмирующих
факторов имеет важное значение для создания и
коррекции схем лечения анемии различной этио-
логии. В настоящее время существует ряд методов
анализа деформационных характеристик эритро-
цитов, оценивающих как биомеханические, так и
биохимические свойства эритроцита. Используе-
мые методы можно разделить на два типа: анали-
зирующие одиночные клетки (оптический пин-
цет, голотомография и др.) или ансамбль клеток
(эктацитометрия, фильтрационный тест и др.)
[15, 24, 25], однако их использование сопряжено с
трудоемкостью, высокой стоимостью оборудова-
ния и необходимостью специального обучения
персонала. Несмотря на множество разработан-
ных методов все еще не создан унифицирован-
ный протокол оценки деформируемости эритро-
цитов. В связи с этим разработка простого, уни-
версального метода является актуальной задачей.

В представленной работе методами проточной
цитометрии, лазерной дифракции и спектрофо-
тометрии мы исследовали влияние ХБП V и се-
анса 4-часового экстракорпорального ГД на де-
формационные (осмотическая и аммонийная рези-
стентность) и функциональные (активность
внутриклеточных эстераз, экстернализация ФС, со-
стояние гемоглобина) показатели эритроцитов.
Эритроциты пациентов отделения хроническо-
го ГД характеризовались повышенной скоро-
стью увеличения объема в аммонийном стресс-
тесте и сниженной осмотической резистентно-
стью по сравнению с клетками доноров. Сеанс ГД
не влиял на деформационные характеристики
эритроцитов, однако приводил к образованию фер-
рильных форм гемоглобина и возникновению апо-
птоз-подобных явлений, таких как снижение ак-
тивности внутриклеточных эстераз и повышение
количества аннексин-позитивных клеток. Наши
результаты указывают на то, что воздействие уре-
мии и ГД-терапии в совокупности вызывает
мультифакторное снижение функций эритроци-
тов пациентов ГД и играет важную роль в разви-
тии и усугублении нефрогенной анемии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Исследовали свойства
эритроцитов 15 человек без ренальной патологии –
“доноры” (42 ± 16 лет) и 10 пациентов отделения
хронического гемодиализа (от 11 до 120 месяцев
на лечении ХГД, 47 ± 13 лет) НИИ Нефрологии
ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова до и после ГД
сессии. Группа пациентов состояла из больных с
ХБП V, получающих лечение программным ГД,
из них 7 мужчин и 3 женщины; причиной разви-
тия ХБП V в четырех случаях была мембранозная
нефропатия, у трех больных был диагностирован
хронический гломерулонефрит, у двоих отме-
чался нефросклероз, у одного больного был диа-
гностирован гидронефроз. Проведение всех
процедур было одобрено этическим комитетом
ПСПБГМУ им. акад. И.П. Павлова (протокол
№ 217 от 17.01.2020), этическим комитетом ИЭФБ
РАН (протокол № 2–02 от 02.02.2021) и соответ-
ствовало декларации Хельсинки.

Реактивы. В экспериментах использованы сле-
дующие реактивы (конечная концентрация в кле-
точной суспензии или в рабочей среде): кальце-
ин-AM, 0.1 мкМ (Sigma–Aldrich, США), аннек-
син-V-FITC, 0.1 мкг/мл (Biolegend, США),
тиазоловый оранжевый, 0.4 мкг/мл (Sigma–Al-
drich). Для работы с эритроцитами человека были
использованы: среда № 1 – HEPES буфер (в мМ:
NaCl 140, KCl 5, HEPES 10, MgCl2 2, D-глюкоза 5,
EGTA 2; рН 7.4, осмоляльность 300 мОсм/л) и
среда № 2 – -буфер (в мМ: NH4Cl 140, KCl 5,
HEPES 10, MgCl2 2, D-глюкоза 5, EGTA 2; pH 7.4,

4NH+
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СУДНИЦЫНА и др.

осмолярность 300 мОсм/л) при аммонийной на-
грузке. Осмоляльность среды контролировали
осмометром Osmomat 030 (Gonotec, Германия).
В HEPES-буфер добавляли 2 мМ Ca2+ вместо
2 мМ EGTA, где отмечено.

Подготовка суспензии эритроцитов. Кровь до-
норов и пациентов после подписания ими пись-
менного согласия отбирали в вакутейнеры с
EDTA в качестве антикоагулянта. Эритроциты
получали центрифугированием цельной крови
(7 мин, 350 g), и ресуспендировали в HEPES бу-
фере (RBC = 0.5 × 109 кл/мл, HCT 5%). Основные
параметры крови и суспензии эритроцитов (кон-
центрация эритроцитов – RBC, средний объем
эритроцитов – MCV и т.д.) определяли с помо-
щью гематологического анализатора Medonic-
M20 (Boule Medical A.B., Швеция). Биохимиче-
ский анализ крови и анализ содержания электро-
литов были выполнены в ЦКДЛ ПСПБГМУ
им. акад. И.П. Павлова.

Исследования методом проточной цитометрии.
Экстернализацию фосфатидилсерина и актив-
ность внутриклеточных эстераз регистрировали
на проточном цитометре ЦКП ИЭФБ РАН –
CytoFlex (BeckmanCoulter, США).

Определение экстернализации фосфатидилсе-
рина. Экстернализацию ФС определяли с помо-
щью ФС-специфичного лиганда аннексина-V–
FITC. Аннексин-V является Ca2+-зависимым
красителем, поэтому для аннексинового теста в
HEPES-буфер вместо EGТА добавляли кальций
(2 мМ). Эритроциты (0.5 × 109 кл/л) инкубирова-
ли с аннексином-V (0.1 мкг/мл, 20 мин, в темноте,
25°С). ФС-позитивные клетки определяли по
флуоресценции аннексин-V на канале FL1 (530 нм,
FITC). Для каждого образца были проанализиро-
ваны не менее 10000 событий. Гейт для негатив-
ного контроля выставляли по флуоресценции не
связывающих аннексин-V эритроцитов здоровых
доноров.

Исследование активности внутриклеточных эс-
тераз. Эстеразную активность клеток оценивали
по интенсивности флуоресценции кальцеина
[26]. Эритроциты (0.5 × 109 кл/л) инкубировали с
кальцеином-AM (С-AM, 5 мкМ, 40 мин, 37°С),
флуоресценцию регистрировали в канале FL1
(530 нм, FITC).

Анализ количества ретикулоцитов. Содержание
ретикулоцитов (RET%) определяли окраской ти-
азоловым оранжевым в цельной крови по методу
Riley [27], для этого 5 мкл цельной крови ресус-
пендировали в 1 мл HEPES буфера c 10 мкл тиазо-
лового оранжевого (конечная концентрация
0.4 мкМ, 20 мин). Популяцию эритроцитов опре-
деляли на диаграмме рассеяния (прямое рассея-
ние FSC против бокового рассеяния SSC) для ис-
ключения мелких частиц и тромбоцитов. Флуорес-
ценцию тиазолового оранжевого регистрировали

в канале FL1 (530 нм, FITC) при гейтировании
положительной зеленой флуоресценции по срав-
нению с неокрашенным контролем, гейт выстав-
ляли по неокрашенной пробе каждого образца
(blanc).

Исследование деформационных характеристик
эритроцитов методом лазерной дифракции. Дефор-
мационные характеристики эритроцитов оцени-
вали методом лазерной дифракции на анализато-
ре частиц LaSca-TМ (ООО “Биомедицинские
системы”, Россия), адаптированном для цитоло-
гических исследований [28]. В основе метода –
регистрация рассеянного излучения под разными
углами с помощью многоэлементного детектора.
По полученной зависимости интенсивности рас-
сеянного излучения от угла рассеяния (индика-
триса рассеяния) осуществляется расчет размеров
частиц и распределения частиц по размерам, та-
ким образом, в каждый момент времени считыва-
ется распределение всей популяции по объемам.
Для оценки динамики изменения среднего объе-
ма клеток (MCV) использовали алгоритм оценки
размеров частиц программного обеспечения
LaSca_32 v.1498. В качестве стандартов использо-
вали CML Latex beads 6, 10, 16 мкм (C37256,
C37259, C37260, Invitrogen, США).

Стресс-модели. Аммонийный стресс-тест. В от-
личие от других клеток крови при помещении в
изотоническую аммонийную среду эритроциты
человека способны увеличивать объем до крити-
ческих значений и лизировать. На основании это-
го уникального свойства эритроцитов нами был
разработан оригинальный аммонийный стресс-
тест для характеристики деформационно-функ-
циональных свойств эритроцитов [29]. Для созда-
ния модели аммонийного стресса в 1 мл изотони-
ческого  буфера (37°C) вносили 5 мкл сус-
пензии эритроцитов (RBC = 0.5 × 109 кл/мл, HCT
5%, конечная концентрация 5 × 105 кл/мл), реги-
страцию показателей светорассеяния проводили
до окончания лизиса. Скорость увеличения объе-
ма клеток (Vi) оценивали по данным кинетики
прямого светорассеяния в диапазоне угла 2.5°.
Для количественного описания кинетики гемо-
лиза использовали параметры Tmax (время дости-
жения максимальной скорости гемолиза) и Vmax
(максимальная скорость гемолиза) в диапазоне
угла 1°.

Гипоосмотический стресс. Для проведения те-
ста на осмотическую резистентность эритроциты
(0.5 × 109 кл/мл, 5 мкл) вносили в 1 мл HEPES бу-
фера с последующими добавками дистиллиро-
ванной воды (dH2O, мкл: 500, 500, 250, 250, 250,
250) и соответствующего объема эритроцитов для
поддержания неизменной концентрации клеток
в пробе. Лизис эритроцитов регистрировали ме-
тодом лазерной дифракции по убыли интенсив-

4NH+
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ности светорассеяния в диапазоне угла 2.5°. Для
каждого образца строили диаграммы распределе-
ния эритроцитов (эритрограммы) по осмотиче-
ской резистентности в диапазоне осмоляльности
от 300 до 92 мОсм/кг H2O. Для количественного
описания осмотической резистентности эритро-
цитов (ОРЭ) использовали следующие парамет-
ры: H10, H50, H90, значения осмоляльности сре-
ды, при которой лизирует 10, 50 и 90% эритроци-
тов соответственно; W – ширина распределения
клеток по осмотической резистентности, опреде-
ляется разностью в осмоляльности среды при ли-
зисе 90 и 10% эритроцитов [30].

Исследование форм гемоглобина спектральным
методом. Спектры поглощения гемоглобина
регистрировали спектрофотометром СПЕКС
ССП-715-M (ООО “Спектроскопические системы”,
РФ) в ряду длин волн 300–700 нм с шагом 1 нм
(25°C). Для исследования трансформации гемо-
глобина, цельную кровь лизировали в дистилли-
рованной воде и регистрировали спектры погло-
щения.

Анализ содержания свободного гемоглобина в
плазме. Свободный гемоглобин определяли в
плазме, полученной центрифугированием цель-
ной крови (7 мин, 350g) и разведенной в 20 раз ди-
стиллированной водой. Расчет проводили по зна-
чениям оптической плотности раствора плазмы
при 540 нм, оптическую плотность лизата цель-
ной крови (разведение в 100 раз; Total) принима-
ли за 100%. Для корректной оценки учитывали
мутность растворов по оптической плотности при
700 нм по следующей формуле: Hb free, % =
= ((Plasma540 – Plasma700) × 100)/((Total540 –
‒ Total700)/5), где 540 и 700 – соответствующая
длина волны, нм; 5 – поправка на разведение
проб. Для пересчета свободного гемоглобина в
плазме из % в г/л как 100% использовали значе-
ния концентрации гемоглобина (HGB), получен-
ные на гематологическом анализаторе.

Расчет форм гемоглобина. Сравнительный ана-
лиз спонтанного образования окисленных форм
гемоглобина проводили по экстинкции гемоли-
затов проб при длинах волн 560, 577, 630 и 700 нм.
Процент окисленного гемоглобина рассчитывался
по коэффициентам молярной экстинкции произ-
водных форм гемоглобина: oxyHb (HbFe(II)O2),
мет-Hb или ферри-Hb (ferric Hb, HbFe(III)), фер-
рил-Hb (ferryl Hb, HbFe(IV)) или гемихром (HbChr)
по методу Kanias [31]. Данные представлены как
процент от суммы всех форм гемоглобина в об-
разце, принятой за 100%.

Анализ данных. Данные, полученные методом
проточной цитометрии, анализировали с исполь-
зованием программ CytExpert (BeckmanCoulter,
США) и FCS Express Flow 7 (De Novo Software,
США). Время достижения максимальной скоро-
сти гемолиза (Them), максимальную скорость ге-

молиза (Vhem) и начальную скорость увеличения
объема клеток (Vi) рассчитывали с использовани-
ем оригинальной программы лазерного анализа-
тора LaSca-TM – LaSca v.1498. Статистическую
значимость результатов определяли с помощью
программы GraphPad Prism 9 (GraphPad Software,
США). Оценку нормальности проводили тестом
Шапиро–Уилки, разницу между группами оце-
нивали one-way ANOVA c апостериорным анали-
зом Тьюки (доноры в сравнении с пациентами)
до/после ГД сессии), разницу между связанными
группами оценивали t-тестом Стьюдента для свя-
занных выборок (“пациенты до” в сравнении с
“пациентами после” сеанса ГД). Во всех экспери-
ментах данные представлены как среднее ± стан-
дартное отклонение (M ± SD). В каждой серии
экспериментов участвовали не менее десяти до-
норов. Различия между группами считали стати-
стически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Эритроциты пациентов с ХБП V имеют повы-
шенный объем несмотря на гиперосмоляльность
плазмы. В условиях уремического синдрома у па-
циентов с ХБП V наблюдаются структурные и
функциональные нарушения эритроцитов [18, 19].
Кроме того, срок жизни уремических эритроци-
тов снижен в среднем на 20%: до 73 дней при нор-
ме 100–120 дней [2, 12, 32]. Мы провели сравне-
ние клинических и биохимических анализов кро-
ви доноров (в том числе референсных значений
нормы по данным лаборатории Хеликс) и паци-
ентов до и после ГД-сессии (табл. 1). У пациентов
не было выявлено ни гипо/гипернатриемии, ни
гипо/гипергликемии. Однако уремические ток-
сины (креатинин, мочевина, мочевая кислота и
др.) суммарно повышали измеренную осмоляль-
ность плазмы до 330 ± 21 мОсм/л H2O, вплоть до
380 мОсм/л H2O в единичных случаях. Сеанс ГД
снимал уремический синдром, однако показатель
уровня мочевины превышал норму даже после ГД
сессии. Тем не менее в условиях циклического ги-
перосмоляльного окружения эритроциты боль-
ных имели на 12% больший объем (MCV): 93.02 ±
± 2.77 фл у пациентов до и 93.23 ± 2.91 фл после
ГД-сессии (n = 10, p < 0.0001) по сравнению с
82.75 ± 1.39 фл у доноров (рис. 1а).

Эритроциты пациентов как до, так и после се-
анса ГД имели достоверно большее значение ин-
декса гетерогенности по объему (RDWa) (рис. 1б),
что указывает на наличие воспаления и/или его
прогрессию [33]. Анализ ретикулоцитов (RET) не
выявил достоверных различий в абсолютном зна-
чении, однако наблюдалось достоверное увели-
чение процента молодых ретикулоцитов (RET-H)
с большим содержанием РНК (рис. 1в) у пациен-
тов ХГД по сравнению с донорами.
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Уремический синдром, а не сеанс ГД, вызывает
изменение деформационных характеристик эритро-
цитов. Структурная целостность сети цитоскелета –
основной фактор, определяющий вязко-эластич-
ные свойства эритроцита и его деформируемость
[34, 35]. Ранее мы показали при 25°C, что сеанс
ГД не влиял на функциональные характеристики
эритроцитов пациентов [36]. Однако отсутствие
различий могло быть вызвано снижением чув-
ствительности эритроцитов к стрессорным воз-
действиям при 25°С. В этой работе для оценки
влияния ГД-сессии на деформационные характе-

ристики эритроцитов были проведены тест
на осмотическую резистентность эритроцитов
(рис. 2а–2г) и аммонийный стресс-тест (рис. 3а–
3г) при 37°С.

При исследовании осмотической резистент-
ности не было выявлено значимых отличий меж-
ду показателями эритроцитов пациентов до и по-
сле сеанса ГД, однако эритроциты пациентов бы-
ли достоверно более хрупкими, чем эритроциты
доноров (H10, H50, H90, p < 0.05).

При проведении аммонийного стресс-теста
было выявлено, что скорость начального увели-

Рис. 1. Гематологический профиль пациентов с ХБП V в сравнении с донорами. У пациентов с ХБП V были отмечены:
достоверное увеличение среднего объема эритроцитов (MCV) (а) и гетерогенности эритроцитов по объему (RDWa)
(б), процента молодых ретикулоцитов с высокой флуоресценцией (RET-H) (в) и содержания свободного гемоглобина
в плазме (Hb в плазме) (г). MCV и RDWa получали с помощью гематологического анализатора; RET-H – методом про-
точной цитометрии; содержание свободного Hb в плазме оценивали спектрально при длине волны 540 нм. Данные
представлены как M ± SD, n = 10. Различия между показателями эритроцитов пациентов до и после ГД определяли t-
тестом Стьюдента для связанных выборок, ** p < 0.005; различия между показателями эритроцитов доноров и паци-
ентов определяли с помощью ANOVA, апостериорный анализ Тьюки, * p < 0.05, ** p < 0.005, **** p < 0.0001.
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чения объема эритроцитов (Vi) в аммонийной
среде у доноров была достоверно ниже, чем у па-
циентов как до, так и после ГД (p < 0.0001 и p <
< 0.05 соответственно), что указывает на измене-
ние функции белка полосы 3 в условиях уремии.
Значимых различий в скорости (рис. 3б), времени
(рис. 3в) и проценте гемолиза (рис. 3г) ни на про-
тяжении ГД-сессии, ни при сравнении показате-

лей доноров и пациентов до и после сеанса ГД не
было выявлено.

Таким образом, полученные данные указыва-
ют на отсутствие значимого влияния сеанса ГД на
деформационные характеристики эритроцитов,
однако эритроциты доноров были достоверно бо-
лее осмотически резистентными по сравнению
с эритроцитами пациентов как до, так и после

Рис. 2. Уремический синдром, а не сеанс ГД, приводит к снижению осмотической резистентности эритроцитов. а –
Запись оригинальных экспериментов по исследованию осмотической резистентности эритроцитов доноров и паци-
ентов методом лазерной дифракции. Эритроциты (0.5 × 109 кл/мл) вносили в 1 мл HEPES буфера с последующими
добавками дистиллированной воды (dH2O, мкл: 500, 500, 250, 250, 250, 250) и соответствующего объема эритроцитов
для поддержания концентрации клеток в пробе. Гемолиз эритроцитов регистрировали по убыли интенсивности све-
торассеяния в диапазоне угла 2.5°. б–г – По интенсивности светорассеяния в диапазоне осмоляльности от 300 до
92 мОсм/кг H2O строили кривые гемолиза, из которых получали значения осмоляльности, при которой лизировали
10% эритроцитов (H10) (б); 50% эритроцитов (H50) (в); 90% эритроцитов (H90) (г). Данные представлены как M ± SD,
n = 10. Различия между показателями эритроцитов пациентов до и после ГД-сессии определяли t-тестом Стьюдента
для связанных выборок; различия между показателями эритроцитов доноров и пациентов определяли с помощью
ANOVA, апостериорный анализ Тьюки, * p < 0.05.
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ГД-сессии, что говорит о повышенной хрупкости
эритроцитов пациентов с ХБП V.

ГД вызывает увеличение образования ферриль-
ных форм гемоглобина. Осуществление основной
функции эритроцита, газообмена, напрямую за-
висит от состояния гемоглобина, белка, обратимо
связывающего и переносящего молекулы кисло-
рода к тканям [37, 38]. Мы провели спектральный
анализ образцов крови доноров и пациентов в хо-
де ГД-сессии (рис. 4б). Расчет процентного со-
держания форм гемоглобина в образцах выявил,
что в ходе диализной сессии достоверно увеличи-
валось процентное содержание феррильных
форм гемоглобина (рис. 4а), нестабильных форм
гемоглобина, потенциально приводящих к дегра-
дации и потере гема [39, 40].

Сеанс ГД приводит к снижению активности
внутриклеточных эстераз и экстернализации фос-
фатидилсерина в эритроцитах. Ранее (рис. 1в) мы
показали, что сеанс ГД вызывал достоверное уве-
личение спонтанного гемолиза, однако анемия
может быть вызвана также и преждевременной
элиминацией эритроцитов. Поэтому мы прове-
рили, как ГД-сессия влияет на активность внут-
риклеточных эстераз и экстернализацию ФС на
поверхности эритроцитов. Оценку влияния уре-
мического синдрома и/или ГД-сессии на жизне-
способность эритроцитов [26, 30] пациентов до и
после сеанса ГД проводили по активности внут-
риклеточных эстераз с помощью красителя каль-
цеина-AM (С-AM) (рис. 5а, 5б). Было выявлено,
что активность внутриклеточных эстераз в эрит-

Рис. 3. Сеанс ГД не вызывает деформационных характеристик эритроцитов в аммонийном стресс-тесте. Эритроциты
(106 кл/мл) помещали в изотонический  буфер (среда № 2, pH 7.4), методом лазерной дифракции регистрировали
увеличение сигнала, соответствующее увеличению объема клеток, с последующим снижением сигнала, соответству-
ющим гемолизу. Далее рассчитывались параметры аммонийного стресс-теста: а – скорость начального увеличения
объема эритроцитов (Vi); б – максимальная скорость гемолиза (Vmax); в – время достижения максимальной скорости
гемолиза (Tmax), г – процент гемолиза. Данные представлены как M ± SD, n = 10. Различия между показателями эрит-
роцитов пациентов до и после ГД-сессии определяли t-тестом Стьюдента для связанных выборок; различия между по-
казателями эритроцитов доноров и пациентов определяли с помощью ANOVA, апостериорный анализ Тьюки, * p < 0.05,
*** p < 0.001.
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роцитах доноров достоверно выше (n = 10, p <
< 0.0001), чем у пациентов как до, так и после
ГД-сессии. При этом сама ГД-сессия приводила
к еще большему снижению эстеразной активно-
сти эритроцитов пациентов (n = 10, p < 0.0001).

Один из сигналов используемый макрофагами
для элиминации старых или поврежденных эрит-
роцитов – экстернализация ФС на поверхности.
Поэтому мы проверили данный параметр с помо-
щью теста на связывание аннексина-V (рис. 5в, 5г).
Эритроциты пациентов после сеанса ГД характе-
ризовались достоверно большим процентом ан-
нексин-положительных клеток (p < 0.005) по
сравнению с эритроцитами доноров, однако в хо-
де ГД-сессии не было выявлено достоверных от-
личий.

Таким образом, мы показали, что как сам уре-
мический синдром, так и сеанс ГД вызывают из-
менения эритроцитов с маркерными признаками
апоптоз-подобного сценария клеточной гибели:
ингибирование эстеразной активности, экстер-
нализация ФС.

ОБСУЖДЕНИЕ
Структурная целостность сети цитоскелета

определяет вязко-эластичные свойства эритро-
цита и его деформируемость [40, 41]. Изменение в
экспрессии интегральных белков, маркеров адге-
зии и транспортных белков может стать причи-
ной нарушения вязко-эластичных свойств эрит-

роцита и молекулярных путей сигнализации в
эритроцитах [3, 42]. Протеомным анализом было
выявлено, что набор белков в цитоплазматиче-
ской мембране эритроцитов пациентов, страдаю-
щих от уремического синдрома, значительно от-
личается от здоровых людей. В эритроцитах
пациентов с ХБП V была отмечена сниженная
экспрессия спектрина, белка полосы 3 (AE1), ак-
тина и CD47 (маркера, препятствующего фагоци-
тозу) [43], что, вероятно, вовлечено в патогенез
нарушения способности эритроцитов к обрати-
мым деформациям, выявленного у пациентов с
терминальной стадией ХБП [3, 42].

В проведенном исследовании был использо-
ван метод лазерной дифракции для оценки де-
формационных характеристик эритроцитов. Бы-
ли предложены оригинальные осмотический и
аммонийный стресс-тесты, которые показали
высокую эффективность в детекции осмотиче-
ской резистентности эритроцитов и оценки реак-
ции эритроцитов на аммонийный стресс. Аммо-
нийным стресс-тестом мы показали, что скорость
увеличения объема эритроцитов (Vi) у пациентов
значимо выше, чем у здоровых доноров (рис. 3а).
Этот показатель характеризует функцию белка
полосы 3, основного структурного белка мембра-
ны эритроцита, одной из важных функций кото-
рого также является поддержание внутриклеточ-
ного pH. По-видимому, уремический синдром
дестабилизирует функцию этого белка, что также
негативно сказывается как на деформационных,

Рис. 4. Сеанс ГД приводит к увеличению % феррильных форм гемоглобина Hb(FeIII) и Hb(FeIV). а – Спектры погло-
щения гемоглобина доноров и пациентов до и после ГД-сессии. Эритроциты (1.25 × 107 кл/мл) доноров и пациентов
до и после ГД-сессии гипоосмотически лизировали, сканировали спектры гемолизатов и проводили расчет форм ге-
моглобина по экстинкции проб при длинах волн 560, 577, 630 и 700 нм по методу Kanias [36]. б – Количественная оцен-
ка спонтанного образования окисленных форм гемоглобина по данным спектров поглощения гемоглобина доноров
и пациентов до и после ГД-сессии. Данные представлены как M ± SD, n = 10. Различия между показателями эритро-
цитов пациентов до и после ГД определяли t-тестом Стьюдента для связанных выборок, **** p < 0.0001; различия меж-
ду показателями эритроцитов доноров и пациентов определяли с помощью ANOVA, апостериорный анализ Тьюки,
**** p < 0.0001.
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так и функциональных характеристиках эритро-
цитов пациентов. Ранее было показано, что белок
полосы 3 вовлечен в транспорт ряда уремических
токсинов внутрь эритроцита [1, 44]. Таким обра-
зом, необходимо дальнейшее исследование роли
белка полосы 3 в прогрессии деструктивных из-
менений мембраны и цитоскелета эритроцитов
пациентов с ХБП V.

Гиперосмоляльность плазмы, вызванная по-
вышением концентрации уремических токсинов
[6], в совокупности с самим действием уремиче-
ских токсинов [1, 44] может преждевременно за-
пускать апоптоз эритроцитов [10, 11], также при-
водя к почечной анемии. Несмотря на высокую
лабильность эритроцитов к деформациям и ши-

роким диапазонам осмоляльности, влияние цик-
лического долговременного нахождения в гипе-
росмоляльной среде, как в случае больных с тер-
минальной стадией ХБП, на транспортные
характеристики эритроцитов недостаточно изу-
чено. В норме в изоосмотической среде эритро-
циты человека представляют собой двояковогну-
тый диск, такая форма обеспечивает им высокое
соотношение поверхности к объему и, соответ-
ственно, возможность подвергаться широкому
диапазону объемных изменений и обратимых де-
формаций в циркуляции. В гипоосмотической
среде эритроциты трансформируются в стомато-
циты, увеличивая свой объем до 74%, а в гиперо-
смотической среде – трансформируются в эхино-

Рис. 5. Сеанс ГД приводит к снижению эстеразной активности и увеличению экстернализации ФС в эритроцитах па-
циентов ХГД. Эритроциты (0.5 × 109 кл/мл) инкубировали с кальцеином (С-AM, 0.1 мкг/мл, 20 мин, в темноте, 25°С)
(а, б) или аннексином-V (5 мкМ, 40 мин, 37°С) (в, г). а – Количественная оценка активности внутриклеточных эстераз
эритроцитов доноров и пациентов до и после сеанса ГД; б – репрезентативный эксперимент по исследованию актив-
ности внутриклеточных эстераз в эритроцитах методом проточной цитометрии; в – количественная оценка аннексин-
положительных клеток среди эритроцитов доноров и пациентов до и после сеанса ГД; г – репрезентативные экспери-
менты по определению аннексин-положительных клеток среди эритроцитов доноров и пациентов после сеанса ГД,
события в аннексин-положительном гейте эмфазированы с помощью программы FCS Express 7. Данные представле-
ны как M ± SD, n = 10. Различия между показателями эритроцитов пациентов до и после ГД определяли t-тестом
Стьюдента для связанных выборок, **** p < 0.0001; различия между показателями эритроцитов доноров и пациентов
определяли с помощью ANOVA, апостериорный анализ Тьюки, ** p < 0.005, **** p < 0.0001.

Пациенты

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
 С

-А
М

Доноры до ГД после ГД

****

****ns

0

40 000

30 000

20 000

10 000

50 000

a

Пациенты

кл
ет

ки
, %

A
nn

ex
in

-V
 п

оз
ит

ив
ны

е

Доноры до ГД после ГД

**

0

1.5

1.0

0.5

2.0
ns ns

в

б

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
 С

-А
М

FITC-A

Пациент после ГД

Пациент до ГД

Донор

г
F

SC
-A

 (×
10

00
)

0

1125

750

375

1500

105104 106103–102–103

FITC-A

97.96% 0.77%

1.23% 0.05%

Annexin-V+

Доноры

F
SC

-A
 (×

10
00

)
0

1125

750

375

1500

105104 106103–102–103

FITC-A

97.21% 1.44%

1.31% 0.04%

Annexin-V+

Пациент после ГД



460

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 6  2021

СУДНИЦЫНА и др.

циты и сжимаются на 34% [41, 45]. Однако несмотря
на цикличное нахождение в гиперосмоляльном
окружении, средний объем эритроцитов пациен-
тов как до, так и после сеанса ГД был на 13% выше
по сравнению с донорами (рис. 1а). Также было
выявлено, что эритроциты пациентов как до, так
и после ГД сессии были менее осмотически рези-
стентны по сравнению с эритроцитами доноров
(рис. 2а–2г). Такое снижение ОРЭ может быть
вызвано увеличенным средним объемом эритро-
цитов (рис. 1а), и, вероятно, является причиной
отмеченного повышенного содержания свобод-
ного гемоглобина в плазме (рис. 1в). Таким обра-
зом, описанные изменения деформационных
характеристик эритроцитов, по-видимому, явля-
ются одной из причин внутрисосудистого и
внутрикапиллярного гемолиза, ассоциирован-
ного с ХБП V [43].

Уремические токсины не только влияют на
функцию клетки извне, но и способны воздей-
ствовать изнутри, аккумулируясь внутри клетки
[1, 44, 46]. В наших экспериментах в эритроцитах
пациентов ХГД помимо сниженной осмотиче-
ской резистентности (рис. 2) и изменения функ-
ции белка полосы 3 (рис. 3а) было отмечено повы-
шенное образование феррильных форм гемогло-
бина (рис. 4), снижение эстеразной активности
(рис. 5а, 5б) и повышение экстернализации ФС
(рис. 5в, 5г) на поверхности эритроцитов, т.е.
маркерных признаков апоптоза эритроцитов, ас-
социированного со слабым окислительным
стрессом [30]. ОС – один из важных факторов,
приводящих к снижению срока жизни эритроци-
тов [47]. При ОС происходит окисление гемоглоби-
на до мет-Hb или ферри-Hb (ferric Hb, HbFe(III)) и
сверх-окисленных форм (феррил-Hb (ferryl Hb,
HbFe(IV)) – гемихромов (HbChr) [39, 40], образо-
вание активных форм кислорода и последующее
окисление белков, липидов и полиненасыщен-
ных жирных кислот [48]. Описанные явления на-
ряду с накоплением метаболитов также могут
приводить к нарушению деформируемости эрит-
роцита, так как при фосфорилировании белка по-
лосы 3, сопровождающем ОС, происходит нару-
шение взаимодействия “белок полосы 3 – цитос-
келет” [40], дестабилизирующее структуру и
целостность мембраны и цитоскелета, и липид-
ную асимметрию мембраны. Образование геми-
хромов в свою очередь индуцирует выход микро-
частиц, содержащих окисленные формы Hb [30].
Описанные явления, вероятно, играют важную
роль в прогрессии нарушения функций эритро-
цита и усугублении почечной анемии при ХБП V.

Уремический синдром оказывает негативное
воздействие на продукцию и деструкцию эритро-
цитов, функцию лимфоцитов и тромбоцитов, а
также на активацию коагуляционной системы
[4]. У пациентов с ХБП V отмечается хроническое
воспаление и повышенное содержание промежу-

точных моноцитов [4], которое также может иг-
рать роль в патогенезе почечной анемии. Сов-
местно со снижением экспрессии CD47, маркера,
противодействующего элиминации эритроцитов
макрофагами [49], эти факторы могут усугублять
анемический синдром. При сравнении клиниче-
ского и биохимического анализов крови пациен-
тов ГД и здоровых доноров (табл. 1) было выявле-
но достоверное повышение индекса гетерогенно-
сти эритроцитов по размеру (RDWa) (рис. 1б), что
также указывает на наличие воспаления или его
прогрессию [33], в то время как такой маркер си-
стемного острого воспаления, как С-реактивный
белок (табл. 1), был в пределах нормы. После
ГД-сессии наблюдалось достоверное увеличение
концентрации эритроцитов по сравнению с пока-
зателями до сеанса ГД (табл. 1, рис. 1а), при этом
концентрация тромбоцитов и лейкоцитов не ме-
нялась. Можно предположить, что в ходе сеанса
ГД из селезенки высвобождается пул эритроци-
тов, однако эти данные требуют дальнейшей про-
верки.

Ранее мы показали, что эритроциты человека
способны как транспортировать, так и импорти-
ровать аммоний/аммиак [29, 50], они экспресси-
руют аммонийный транспортер RhAG и, по-ви-
димому, играют важную роль в поддержании
аммонийного и/или азотистого баланса в орга-
низме. В связи с этим поддержание структурной
целостности и пластичности мембраны и цитос-
келета приобретают особенно важное значение в
таких группах риска гипераммониемии, как па-
циенты отделения хронического гемодиализа
(нарушение биохимического гомеостаза и посто-
янное химическое и механическое воздействие на
клетки), взрослые с повышенной физической на-
грузкой (неспособность организма справиться с
избыточным потоком аммония/аммиака) и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты указывают на то, что у

пациентов отделения хронического ГД уремиче-
ская интоксикация и цикличное нахождение
эритроцитов в окружении гиперосмоляльной
плазмы, а не сам сеанс ГД, вызывают нарушение
деформационных характеристик эритроцитов,
отчасти приводящее к анемическому синдрому.
С другой стороны, сеанс ГД приводил к увеличе-
нию процента феррильных форм гемоглобина,
снижению активности внутриклеточных эстераз
и повышению экстернализации фосфатидилсе-
рина на поверхности эритроцита, т.е. к образова-
нию маркеров элиминации клеток макрофагами
и ретикуло-эндотелиальной системой. Таким об-
разом, мы показали, что совокупность воздей-
ствия уремии и ГД-сессии вызывает мультифак-
торное снижение деформируемости и функцио-
нальных показателей эритроцитов пациентов
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отделения ГД и играет важную роль в развитии и
усугублении почечной анемии. Дальнейшее ис-
следование нарушения свойств эритроцитов поз-
волит расширить понимание механизмов разви-
тия почечной анемии, ассоциированной с терми-
нальной стадией ХБП.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Источники финансирования. Исследование вы-
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Alterations in Erythrocyte Deformability and Functions in End-Stage Renal Disease
J. S. Sudnitsyna1, 2, *, #, E. A. Skverchinskaya2, #, I. M. Zubina3, E. D. Suglobova3,
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End-stage renal disease (ESRD) is associated with a range of erythrone alterations, such as structural and func-
tional changes of circulating erythrocytes, which are the potential risk factors to cause erythrocyte malfunctions
and corresponding anemia of different severity; however, the mechanisms of such changes in erythrocytes remain
understudied. Here we used flow cytometry for estimation of the changes in intracellular esterase activity,
phosphatidylserine externalization, and reticulocyte count and state; laser diffraction for osmotic and ammo-
nium stress tests, and spectrophotometry for oxidized hemoglobin evaluation in erythrocytes of patients with
ESRD before and after the hemodialysis (HD) session. Erythrocytes of ESRD patients were more osmoti-
cally fragile and had increased swelling rate in ammonium stress test. HD did not affect erythrocyte deform-
ability but lead to hemoglobin oxidation to ferryl forms and triggered apoptosis-like events, such as a decrease in
the intracellular esterase activity and increase in the number of annexin-positive cells. Our data indicate that uremic
syndrome, combined with the mechanical effects of the HD system, challenges the erythron of HD patients and
contributes to a multifactorial decrease in erythrocyte function and aggravation of renal anemia.

Keywords: erythrocytes, end-stage renal disease (ESRD), oxidative stress, ammonium stress, osmotic fragility test
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