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Эффекты водных нанодисперсий шунгитового углерода в отношении морфологии 

и цитоархитектоники эритроцитов человека и норки исследовались методом 

сканирующей электронной микроскопии в образцах клеток, фиксированных 

глутаральдегидом с напылением углерода. Показано, что изменения формы 

эритроцитов в суспензии под действием нанодисперсного шунгитового углерода 

имели необратимый характер, тогда как изменения степени агрегации клеток были 

обратимыми и наблюдались только в присутствии наноуглерода. Обнаруженный 

эффект объясняется образованием комплексов наночастиц углерода с белками 

мембраны эритроцитов.
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The effect of shungite carbon nanostructures on morphology and cytoarchitectonics 

of mink erythrocytes in samples representing cells treated with glutaraldehide and then 

sprayed with carbon, has been studied using scanning electron microscopy. Changes in 

the shape of erythrocytes on addition of shungite nanodispersion to the cell suspension 

and on further washing off of carbon nanoparticles appeared to be irreversible, whereas 

alterations in aggregation of erythrocytes were observed only in the presence of 

nanocarbon. The effect was assumed to be caused by formation of complexes of carbon 

nanoparticles with membrane proteins.
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Введение

Все более широкое использование нанома-

териалов, в том числе наночастиц и нанодиспер-

сий, в производстве продукции бытового, гиги-

енического и промышленного назначения тре-

бует тщательной оценки возможных биологиче-

ских рисков [Bharali et al., 2005; Panessa-Warren 

et al., 2009]. Одной из наиболее распространен-

ных тест-систем для характеристики действия 

биологически активных соединений на клеточ-

ном и субклеточном уровне остаются эритроци-

ты. Цель настоящей работы состояла в обнару-

жении и характеристике эффектов нанострук-
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тур шунгитового углерода (ШУ) в отношении 

морфологии и цитоархитектоники эритроцитов 

in vitro на примере клеток человека и норки.

Материал и методы

В качестве объектов исследований исполь-

зовались эритроциты человека и американской 

норки (Mustela Neovison, ЗАО «Пряжинское», 

Республика Карелия). Для исследования влия-

ния углеродных наночастиц на состояние кле-

точной мембраны в суспензии эритроцитов че-

ловека и норки in vitro вводились дисперсии 

шунгитового наноуглерода в виде коллоидного 

раствора (ШК), приготовленного по методике 

Г. В. Андриевского [Andrievsky et al., 1995], раз-

работанной для фуллеренов. Влияние наноди-

сперсий углерода на морфологию эритроцитов 

изучали в диапазоне концентраций наночастиц 

от 3 до 50 мкг/мл.

Эритроциты суспендировались в физиоло-

гическом растворе, содержащем наночастицы 

в различных концентрациях. Контрольные и ис-

следуемые образцы инкубировались при ком-

натной температуре либо при повышенных тем-

пературах в течение определенного времени. 

Для исследования цитоархитектоники эритро-

цитов с помощью сканирующей электронной 

микроскопии препараты эритроцитов фикси-

ровались в 1% растворе глутарового альдеги-

да (Fluka) в течение 1 ч при комнатной темпера-

туре. Затем препарат отмывался водой. Взвесь 

клеток, нанесенная на стеклянные пластинки, 

высушивалась на воздухе и напылялась угле-

родом. Препараты просматривались с помо-

щью сканирующего электронного микроскопа 

Т-Scan (Чехия) при увеличении 2000–2500. Для 

получения количественной характеристики рас-

пределения морфологических форм эритро-

цитов в каждом препарате подсчет клеток про-

водился в процентах на 200–300 эритроцитов, 

среди которых выявлялись отдельные формы.

Для оценки формы клеток использовалась 

классификация Г. И. Козинца и соавт. [1977], 

согласно которой эритроциты здоровых до-

норов подразделяются на 10 типов. При этом 

дискоциты с одним или множественными вы-

ростами, дискоциты с гребнем, эритроциты в 

виде тутовой ягоды (эхиноциты) относят к обра-

тимо деформированным, т. е. способным спон-

танно восстанавливать свою форму, а куполо-

образные эритроциты, гладкие сфероциты, 

сфероциты с выростами и эритроциты в виде 

«спущенного мяча» (стоматоциты), а также де-

генеративные формы принято считать необра-

тимо деформированными, т. е. предгемолити-

ческими формами.

Результаты и обсуждение

Эритроциты человека в нанодисперсии шун-

гитового углерода. На рис. 1 приведена микро-

фотография контрольного образца эритроцитов 

человека. Видно, что основная масса этих клеток 

представлена дискоцитами. Кроме дискоцитов 

были выявлены и иные присутствующие в нор-

ме известные формы эритроцитов – эхиноциты, 

стоматоциты и некоторые другие.

Ранее нами было показано, что количествен-

ное распределение отдельных морфологиче-

ских форм красных клеток крови под влиянием 

дисперсии гидратированного фуллерена в кон-

центрации 3–6 мкг/мл менялось в зависимости 

от времени инкубации клеток [Borisova et al., 

2005]. Увеличение доли эхиноцитов в присут-

ствии фуллеренов указывает на эхиноцитоген-

ность последних. Вероятно, наночастицы фул-

лерена, будучи гидрофобными и отрицатель-

но заряженными, вызывают увеличение отри-

цательного заряда во внешнем монослое мем-

браны, что приводит к изменению формы эри-

троцита. Кроме того, при взаимодействии с 

мембраной эритроцита фуллерены, возможно, 

способны встраиваться в нее, перераспреде-

ляясь между внутренним и внешним моносло-

ями, и вызывать структурные изменения мем-

браны. Повышение доли эхиноцитов, видимо, 

связано с тем, что частицы накапливаются пре-

имущественно в наружном слое мембраны, тем 

самым расширяя его.

Водные дисперсии шунгитового углерода 

имеют средний радиус частиц по данным дина-

мического светорассеяния 95 нм, просвечива-

ющей электронной микроскопии и малоуглово-

го нейтронного рассеяния – 10–100 нм, атомно-

силовой микроскопии – 63 нм [Rozhkova et al., 

2007]. Шунгитовый углерод можно рассма-

тривать как наномасштабную двухуровневую 

структуру с фуллереноподобными элементами 

размером в десятки и сотни нанометров, по-

крытую базовыми элементами 0,5 нм (так на-

зываемые «чашки») [Рожкова и др., 2005]. Эти 

структуры образуют трехмерную сетку из нано-

частиц углерода в результате их метаморфизма 

в водной среде. 

Полученные данные позволяют предпола-

гать, что наночастицы углерода с различной эф-

фективностью способны вызывать трансфор-

мацию части эритроцитов из дискоидной фор-

мы в клетки с наружными выростами либо в сто-

матоциты. Данные рис. 1 и табл. 1 свидетель-

ствуют о том, что в концентрации 3 и 7 мкг/мл 

ШК лишь незначительно влиял на форму клеток 

после инкубации в течение 30 мин при комнат-

ной температуре.
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Таблица 1. Морфологический состав эритроцитов че-

ловека (%) в зависимости от концентрации наноча-

стиц шунгитового углерода (экспозиции: 30 мин, 22 °C)

Формы 

эритроцитов
Контроль

3 мкг/

мл ШН

7 мкг/

мл ШН

Дискоциты 68,5 ± 0,2 68,4 ± 0,2 67,3 ± 0,2

Со множествен-

ными выростами 

+ ребристые 9,6 ± 0,1 10,9 ± 0,1 12,9 ± 0,1

Стоматоциты + 

куполообразные 9,7 ± 0,1 11,0 ± 0,1 9,6 ± 0,1

Эхиноциты 1,7 ± 0,2 0,5 ± 0,2 0,5 ± 0,2

Вытянутые и 

плоские 10,5 ± 0,1 9,2 ± 0,1 9,7 ± 0,1

Примечание. Здесь и в табл. 2–3: ШН – шунгитовый нано-

углерод.

Заметна тенденция к увеличению доли кле-

ток со множественными выростами в зависи-

мости от концентрации шунгитового коллоида. 

Доля эхиноцитов при этом существенно снижа-

лась. Очевидно, ШК в отличие от фуллерена не 

проявляет эхиноцитогенности.

Вероятно, наночастицы шунгитового углеро-

да могут оказывать опосредованное действие. 

Будучи также гидрофобными и имея в своем 

составе базовый структурный элемент, несу-

щий дипольный момент, при сближении с мем-

браной они могут с ней взаимодействовать, вы-

зывая перераспределение липидов вдоль мем-

браны и структурные изменения. Появление 

множественных выростов может быть след-

ствием накопления частиц преимущественно у 

Рис. 1. Электронные микрофотографии эритро-

цитов человека: вверху слева – контроль, ввер-

ху справа – в присутствии 3 мкг/мл шунгитового 

наноуглерода в суспензии клеток; внизу – в при-

сутствии 7 мкг/мл шунгитового наноуглерода. 

Экспозиция: 22 °C, 30 мин
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наружного слоя мембраны и сопутствующего 

ему растяжения.

Микроизображения (рис. 1) позволяют так-

же обнаружить другую важную тенденцию из-

менения состояния эритроцитов в присут-

ствии углеродных наночастиц. Видно, что в об-

разцах, содержащих ШК, значительно более 

выражена агрегация дискоцитов. В образце с 

7 мкг/мл ШК почти все клетки находятся в со-

ставе более или менее крупных скоплений. Эти 

агрегаты не представляют собой обычные для 

эритроцитов в кровяном русле комплексы – 

«монетные столбики», т. е. не являются физио-

логическими агрегатами. Они имеют вид гроз-

дьев, и у них отсутствует определенная структу-

ра. Таким образом, этот результат показывает, 

что введение ШК в суспензию дискоцитов чело-

века вызывает агрегацию клеток по типу скучи-

вания.

В экспериментах по влиянию повышенных 

температур и концентраций ШК на цитоархи-

тектонику эритроцитов в суспензию клеток до-

бавляли 50 мкг/мл ШК, инкубировали при тем-

пературах 34, 37, 40, 43 и 47 °С также в течение 

30 мин, затем образцы фиксировали в растворе 

1% глутарового альдегида и дальнейшие про-

цедуры проводили, как описано выше. 

Результаты эксперимента представлены в 

табл. 2. На рис. 2 представлены микрофотогра-

фии эритроцитов при 37 и 47 °С. Эти данные по-

казывают, что при нагреве суспензии клеток со-

отношение различных форм эритроцитов меня-

ется как в контроле, так и в присутствии ШК. 

Так, в интервале 34–43 °С доля дискоцитов не-

сколько возрастает, а затем при повышении 

температуры до 47 °С существенно снижается 

(рис. 2). Доля дискоцитов со множественными 

выростами и ребристых, а также эхиноцитов в 

интервале 34–43 °С снижается, а затем в интер-

вале 43–47 °С резко возрастает (рис. 2). 

Известно, что при 43 °С наблюдается термоин-

дуцированный структурный переход в комплек-

се белков спектрин-актин цитоскелета эритро-

цита. Состояние спектринового цитоскелета 

определяет цитоархитектонику эритроцита и, в 

свою очередь, форму клетки. В связи с этим по-

лученные данные можно считать прямым указа-

нием на то, что температурные изменения мор-

фологии эритроцитов в диапазоне 34–47 °С 

обусловлены структурными термопереходами 

денатурационного характера белков цитоске-

лета эритроцита.

В результате исследования изменений ци-

тоархитектоники эритроцитов в зависимости 

от температуры, начиная с диапазона 37–39 °С, 

обнаружено резкое уменьшение содержания 

дискоцитов (от 90 ± 5 % до 65 ± 2 % при 47 °С) 

и увеличение числа других форм эритроци-

тов, среди которых доминировали эритроци-

ты со множественными выростами (рост с 4 %, 

соответственно, при температурах до 39 °С до 

16 % при температуре 47 °С). В присутствии ШК 

(50 мкг/мл) изменений в пропорциях различ-

ных форм при соответствующих температурах 

по сравнению с контролем не отмечено, за ис-

ключением эхиноцитов, доля которых в контро-

ле возросла с 1 до 7 % в диапазоне 39–47 °С, 

а в присутствии ШК осталась прежней в этом 

же температурном интервале. В интервале 34–

38 °С доля дискоцитов была больше в суспен-

зии, содержащей 50 мкг/мл ШК. Выше 43 °С на-

блюдался существенный рост количества эри-

троцитов со множественными выростами и ку-

полообразных клеток, при этом число дискоци-

тов снижалось. Присутствие 50 мкг/мл ШК в су-

спензии практически не влияло на направлен-

ность этих изменений, но, тем не менее, можно 

обнаружить возрастание доли эритроцитов со 

множественными выростами с 1 до 6 %, а так-

же уменьшение доли куполообразных клеток 

до 4,8 % при 37 °С по сравнению с контролем 

(8,5 %) при 37 °С (табл. 2). В контроле макси-

мальная доля стоматоцитов и куполообразных 

клеток наблюдалась при 37 °С, при дальнейшем 

нагреве она снижалась, но была заметно выше, 

чем при 34 °С.

Таблица 2. Морфологический состав эритроцитов человека (%) в присутствии шунгитового наноуглерода в зави-

симости от температуры (экспозиция: 30 мин)

Формы эритроцитов

Контроль 50 мкг/мл ШН 

Температура, ºС

34 37 40 43 47 34 37 40 43 47

Дискоциты (±0,2) 71,4 77,4 81,1 80,1 60,0 78,0 82,0 76,0 85,1 62,7

Дискоциты со множественными 

выростами + ребристые (±0,3) 12,5 1,6 2,7 3,7 19,6 8,7 7,0 4,4 2,9 16,9

Эхиноциты (±0,2) 0,5 0,2 0 0,7 7,1 1,2 0 0,6 0,5 5,3

Вытянутые + плоские (±0,1) 10,1 4,8 6,0 4,8 2,5 7,9 4,4 5,6 5,2 3,0

Стоматоциты + куполообразные 

(±0,2) 5,5 16 10,2 10,7 10,8 4,2 6,6 13,4 6,3 12,1
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Таким образом, характер изменений в соот-

ношении различных форм красных клеток кро-

ви в температурном интервале 34–47 °С в при-

сутствии наночастиц ШУ (концентрация 50 мкг/

мл, выдерживали 30 мин) оставался практиче-

ски одинаковым: с повышением температуры 

снижалась доля дискоцитов, увеличивалось 

количество эритроцитов со множественными 

выростами и куполообразных эритроцитов. 

Исключение составили эхиноциты (эритроци-

ты в форме тутовой ягоды) – в контроле их доля 

значительно увеличивалась при температуре 

выше 43 °С, а в присутствии частиц ШУ практи-

чески не менялась в исследуемом температур-

ном интервале.

Доля куполообразных клеток в контроле и в 

присутствии 50 мкг/мл ШК (табл. 2) возрастает 

в интервале 34–40 и 43–47 °С и резко снижает-

ся в интервале 40–43 °С. Это вновь указывает 

на то, что состояние спектринового цитоскеле-

та и его термопереход при 43 °С существенным 

образом влияют на морфологию эритроцитов. 

Из табл. 2 также видно, что при температурах 

ниже 43 °С дискоциты являются абсолютно 

преобладающими по сравнению с остальными 

формами. При температурах выше 43 °С значи-

тельной становится доля эритроцитов со мно-

жественными выростами и ребристых, а так-

же куполообразных клеток. Из рис. 2 следует, 

что при 37 °С введение ШК в суспензию сни-

Рис. 2. Электронные микрофотографии эритроцитов человека: вверху слева – контроль при 37 °С; 

вверху справа – 50 мкг/мл шунгитового наноуглерода в суспензии клеток при 37 °С; внизу слева – кон-

троль при 47 °С; внизу справа – 50 мкг/мл шунгитового наноуглерода при 47 °С. Экспозиция: 30 мин
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жает агрегацию клеток, при 37 °С это главным 

образом дискоциты. При 47 °С, напротив, вве-

дение ШК приводит к усилению агрегации, в 

этом случае – разных форм.

Все это позволяет предположить, что на-

ночастицы по-разному воздействуют на 

агрегацию клеток с различным структур-

ным состоянием спектринового цитоскелета. 

Воздействие ШК на клетки с нативным актин-

спектриновым комплексом (при физиологиче-

ской температуре 37 °С) ослабляет их агрега-

цию. При повышенных температурах 47 °С, ког-

да спектрин денатурировал, ШК способствует 

агрегации клеток. Можно допустить, что влия-

ние наночастиц различно также и в отношении 

разных форм: они ослабляют агрегацию дис-

коцитов, но способствуют агрегации эритро-

цитов с выростами. Поскольку известно, что 

форма эритроцитов в значительной степени 

зависит от жесткости белковой сети цитоске-

лета, то можно предположить, что определен-

ные количественные различия в соотношении 

морфологических форм этих клеток в присут-

ствии ШУ (в исследованном температурном 

интервале) могут быть связаны с влиянием на-

ночастиц углерода на белок-белковые взаимо-

действия в цитоскелете.

Эритроциты норки в нанодисперсии шун-

гитового углерода. Суспензию эритроцитов 

норки инкубировали в течение 3 ч при комнат-

ной температуре с 10 мкг/мл ШК. В резуль-

тате доля дискоцитов несколько возрастала, 

а число клеток со множественными выроста-

ми и куполообразных эритроцитов снижалось 

(табл. 3). Для выяснения степени обратимо-

сти изменений морфологии клетки отмывали 

от шунгитового коллоида физиологическим 

раствором (трехкратное центрифугирова-

ние при 3000 об/мин в течение 10 мин). Это 

приводило к значительному возрастанию 

доли куполообразных клеток – до 28 % (в кон-

троле – 4 %) и плоских форм – до 13 % (против 

4 % в контроле), т. е. изменения формы клеток 

оказались не только необратимыми, но и оче-

видно связанными с модификацией свойств 

мембраны: ее организации и/или проницае-

мости.

На рис. 3 представлены микрофотографии 

эритроцитов норки. Видно, что в исходной су-

спензии абсолютно преобладают дискоци-

ты. Введение нанодисперсии ШК в суспензию 

клеток, как и в случае эритроцитов человека, 

приводит к образованию агрегатов из диско-

цитов. Эти агрегаты тоже имеют вид скопле-

ний, гроздьев, и у них отсутствует определен-

ная структура. Видно также, что при отмывании 

клеток от ШК происходит дезагрегация. В от-

мытом состоянии после взаимодействия с на-

нодисперсией клетки изменяют свою форму: 

они представлены преимущественно стома-

тоцитами. Последние же образуют небольшое 

количество агрегатов уже физиологическо-

го типа, имеющих вид «монетных столбиков». 

Эти микроизображения эритроцитов норки по-

зволяют обнаружить несколько новых обстоя-

тельств. Во-первых, дезагрегация в результа-

те отмывки означает, что агрегация под дей-

ствием наночастиц обратима. Во-вторых, об-

ратимость агрегации указывает на то, что вза-

имодействие наночастиц с клетками представ-

ляет собой непрочную физическую адсорбцию 

на поверхности и не состоит во встраивании в 

мембрану на уровне бислоя; иначе эффект не 

был бы таким нестойким, т. е. связывание нано-

частиц с клетками также обратимо. В-третьих, 

эффект, вероятно, не связан с таким явлением, 

как автоокисление гемоглобина, которое воз-

можно в присутствии наночастиц как анти/про-

оксиданта, поскольку такое автоокисление не-

обратимо.

Таким образом, воздействие наночастиц 

на поведение клеток состоит во влиянии на их 

агрегацию, так же как и в случае белковых ма-

кромолекул в растворе. Очевидно, и механизм 

воздействия состоит во влиянии на поверхност-

ные белки эритроцитов, которые, агрегируя в 

присутствии наночастиц, вызывают и агрега-

цию самих клеток. Происходящие под действи-

ем молекул гидратированных углеродных нано-

частиц морфологические изменения эритроци-

тов, которые состоят в увеличении доли отли-

чающихся устойчивостью к различным физико-

химическим воздействиям деформированных 

форм, имели второстепенный характер. Исхо-

дя из приведенных данных можно полагать, что 

углеродные наночастицы способны значитель-

но модифицировать состояние эритроцитов, 

причем проявление этого действия зависит от 

концентрации наночастиц и температуры, при 

которой инкубируются клетки.

Таблица 3. Морфологический состав эритроцитов 

норки (%) под влиянием шунгитового наноуглерода 

(экспозиция: 3 ч, 22 °C)

Формы 

эритроцитов
Контроль

10 мкг/мл 

ШН

10 мкг/мл ШН 

(отмытые)

Дискоциты 75,6 ± 0,2 81,5 ± 0,2 56,6 ± 0,2

С одиночными и 

множественными 

выростамии 

и с гребнем 14,2 ± 0,2 10,5 ± 0,2 0,3 ± 0,2

Стоматоциты + 

куполообразные 
5,3 ± 0,1 2,6 ± 0,1 30,1 ± 0,1

Эхиноциты 0,5 ± 0,1 1,3 ± 0,1 0 ± 0,1

Плоские 4,4 ± 0,1 4,1 ± 0,1 13,0 ± 0,2
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