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РЕЗЮМЕ

Введение. Атомно-силовая микроскопия (АСМ)  — передовой высокотехнологичный 
метод визуализации клеток и субклеточных структур с широкими перспективами при-
менения в  клинической лабораторной диагностике. Чтобы эффективно использовать 
АСМ в практической медицине, необходимо установить референтные интервалы (РИ) 
для исследуемых биологических объектов, в частности для эритроцитов. Цель. Опреде-
лить РИ для параметров АСМ, характеризующих размеры эритроцитов у здоровых ин-
дивидуумов. Материалы и методы. В исследование были включены 32 донора крови 
в возрасте 18–60 лет (22 мужчины, 10 женщин). Всем участникам были выполнены све-
товая микроскопия мазка цельной крови, клинический анализ крови, измерение уровня 
ферритина в сыворотке, АСМ эритроцитов. Статистическая обработка была произведе-
на в программе SPSS с использованием параметрических критериев. РИ были рассчи-
таны по ГОСТ Р 53022.3-2008. Результаты и обсуждение. В обследованной выборке 
значения параметров клинического анализа крови и ферритина сыворотки не выходили 
за пределы РИ. По результатам световой микроскопии, у всех участников эритроциты 
были представлены нормоцитами неизмененной формы. Таким образом, обследован-
ная нами группа доноров продемонстрировала способность служить референтной вы-
боркой для определения РИ в отношении параметров АСМ, характеризующих размеры 
эритроцитов. Нами были рассчитаны РИ и их доверительные интервалы для минималь-
ной и  максимальной высоты, минимального и  максимального диаметра нормоцитов. 
Заключение. Полученные нами результаты вносят вклад в развитие клинической ме-
тодологии АСМ и подтверждают целесообразность дальнейших исследований по оцен-
ке параметров АСМ, характеризующих размеры эритроцитов, и их РИ на увеличенных 
выборках здоровых индивидуумов различных возрастных групп.

Контактная информация:
Улитина Анна Сергеевна,
ФГБУ «НМИЦ им. В. А. Алмазова» 
Минздрава России,
ул. Аккуратова, д. 2, Санкт-Петербург, 
Россия, 197341.
E-mail: anna.s.ulitina@yandex.ru

Статья поступила в редакцию 10.05.2023 
и принята к печати 02.06.2023.



RUSSIAN JOURNAL FOR PERSONALIZED MEDICINE

 21   Том  № 3      4      2023   

DETERMINATION OF REFERENCE INTERVALS 
FOR ATOMIC FORCE MICROSCOPY PARAMETERS 
CHARACTERIZING ERYTHROCYTE SIZE

Kovaleva D. D., Pozdnyakova P. V., Khimina M. V., Kolesov A. A., 
Ulitina A. S.

Almazov National Medical Research Centre, Saint Petersburg, Russia

Corresponding author:
Ulitina Anna S.,
Almazov National Medical Research Centre,
Akkuratova str., 2, Saint Petersburg, Russia, 
197341.
E-mail: anna.s.ulitina@yandex.ru

Received 10 May 2023; accepted 02 June 
2023.

ABSTRACT

Introduction. Atomic force microscopy (AFM) is the cutting-edge method for imaging of 
cells and subcellular structures, and it has wide application prospects in the laboratory diag-
nostics. For AFM effective using in practical medicine, it is necessary to determine the refer-
ence intervals (RI) for biological objects, particularly for erythrocytes (red blood cells). Aim. 
To determine the RI for AFM parameters characterizing erythrocyte size in healthy subjects. 
Materials and Methods. 32 blood donors aged 18–60 (22 males, 10 females) were enrolled 
into the study. All the participants have undergone light microscopy of a whole blood smear, 
clinical blood test, determination of the serum ferritin level, and AFM imaging of erythrocytes. 
Statistical analysis was done with SPSS, and parametrical criteria were used. RI were calculat-
ed according to the GOST (Russian State Standard) R 53022.3-2008. Results and Discussion. 
In all the participants, both all the parameters of clinical blood test and the ferritin serum level, 
were within their RI. According to light microscopy, in all the participants, erythrocytes were 
normocytes with unchanged form. So, investigated subjects showed their applicability to be 
used as the reference group for the determination of RI for AFM parameters characterizing 
erythrocyte size. We calculated RI and their confidential intervals for the following size pa-
rameters: minimal and maximal normocyte height, minimal and maximal normocyte diameter. 
Conclusion. Our results contribute to the development of AFM clinical methodology. Our 

Ключевые слова: атомно-силовой микроскоп, лабораторная диагностика, референтный 
интервал, эритроцит.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время электронная микроскопия 
является одним из основных методов развития 
научного и технического потенциала как исследо-
вательских, так и практических работ в биологии 
и  медицине. Важное направление в  медицине  — 
изучение наноструктур биологического проис-
хождения: их морфологии, процессов синтеза 
и  взаимодействия друг с  другом. Компьютерное 
моделирование исследуемых поверхностей кле-
ток, фосфолипидных мембран, внутриклеточного 
матрикса, а также методы получения информации 
об их свойствах представляют собой современную 
методологию медицинских и биологических экспе-
риментальных исследований в  области электрон-
ной микроскопии [1].

В последние годы, благодаря возникшей по-
требности в  расширении арсенала методов био-
медицинской визуализации, все больший интерес 
специалистов вызывает зондовое сканирование. 
Атомно-силовая микроскопия (рис. 1), изобретен-
ная еще в  1980-х гг., набирает популярность как 
перспективный высокотехнологичный подход, по-
зволяющий исследовать не  только морфологию, 
физические и  биомеханические характеристики 
живых клеток и  их молекулярных компонентов 
на наноуровне, но и структуру ДНК [1, 2].

Атомно-силовой микроскоп (АСМ, англ. 
AFM  — atomic force microscope) является скани-
рующим зондовым микроскопом высокого разре-
шения. Имея предел разрешения до 0,01 нм, АСМ 
позволяет наблюдать при комнатной температуре 
как твердые объекты, так и структуры в растворе, 

results confirm the advisability of further investigations dedicated to the RI determination for 
AFM parameters characterizing erythrocyte size in increased samples of healthy subjects of 
different age groups.
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Рис. 1. Общий вид атомно-силового микроскопа «Интегра Прима»  
(ООО «НТ-МДТ», Россия) в рабочей обстановке в учебно-научной лаборатории 
кафедры лабораторной медицины с клиникой лечебного факультета Института 
медицинского образования НМИЦ им. В. А. Алмазова (собственное фото авторов)
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что важно для медицинских и биологических ис-
следований. В настоящее время данный прибор ис-
пользуется для определения рельефа поверхности 
с разрешением от десятков ангстрем до атомарно-
го уровня. Также важнейшей особенностью АСМ 
является возможность получать объемные (3D) 
изображения биологических объектов, например, 
фосфолипидных мембран клеток, оценивать их 
размеры и конфигурации во всех трех измерениях, 
изменения упругости (модуля Юнга), визуализиро-
вать структурную конфигурацию внутриклеточ-
ных соединений. Эти свойства АСМ делают его 
незаменимым при получении изображений клеточ-
ных и  субклеточных наноструктур при изучении 
патогенеза заболеваний и в их дифференциальной 
диагностике [1, 3, 4]. В ряде исследований при по-
мощи АСМ был проведен анализ клеток с клини-
чески значимыми мутациями для изучения струк-
тур клеточных мембран, аномалий цитоскелета 
и дефектов сократимости (рис. 2) [4–7].

Рис. 2. Пример использования атомно-
силового микроскопа для анализа 
структур клеточных мембран: 
топография поверхностей разных 
конформаций аквапоринов [6]

АСМ имеет в  своей конструкции физический 
зонд (острый наконечник), который сканирует 
и  отображает поверхность и  биомеханические ха-
рактеристики образца. Сканирующий блок вклю-
чает в себя кантилевер, на котором закреплен зонд, 

и  лазер. Лазерный луч направлен на  поверхность 
кантилевера, отражается от  нее и  собирается ма-
трицей фотодиодов. Каждый раз, когда зонд взаи-
модействует с  образцом, кантилевер изгибается, 
и  его отклонение детектируется как изменение 
токов, передаваемых фотодиодами (рис. 3). Таким 
образом, АСМ состоит из пьезоэлектрического ска-
нера, источника лазерного излучения, позицион-
но-чувствительного фотодиодного детектора и кон-
троллера. Лазерный луч отображает на  детекторе 
даже небольшие отклонения кантилевера, когда 
он сканирует поверхность образца с высокой чув-
ствительностью к  силам межмолекулярного взаи-
модействия [8]. Появление «возвышенностей» или 
«впадин» под острием приводит к изменению силы, 
действующей на  зонд и, следовательно, к  измене-
нию величины изгиба кантилевера. Следовательно, 
регистрируя величину изгиба, можно получить изо-
бражение рельефа поверхности. Под силами, дей-
ствующими между зондом и  образцом, в  первую 
очередь подразумевают Ван-дер-Ваальсовы связи, 
которые на  больших расстояниях обеспечивают 
притяжение, а на малых — отталкивание.

В АСМ используются три режима работы: кон-
тактный (англ. contact mode); полуконтактный 
(англ. semi-contact mode или tapping mode); бес-
контактный (англ. non-contact mode) [1]. Самым 
простым из них является контактный режим: зонд 
находится в постоянном контакте с образцом, ска-
нируя поверхность с  постоянной силой. Для ис-
следования клеток наиболее информативен полу-
контактный режим АСМ, при котором кантилевер 
колеблется на своей резонансной частоте и только 
периодически контактирует с образцом [9]. В полу-
контактном режиме АСМ сигналы высоты, ампли-
туды и фазы могут использоваться для получения 
изображений с  различной контрастностью. При 
амплитудной обратной связи фазовый сигнал чув-
ствителен к  свойствам материала образца, таким 
как его вязкоупругость.

Принципиальным преимуществом метода АСМ 
по  сравнению с  классической световой микроско-
пией является возможность получения трехмерного 
(3D) изображения. В частности, у эритроцитов АСМ 
позволяет визуализировать и количественно охарак-
теризовать не только форму и диаметр центрального 
просветления, но и наличие различных образований 
на  цитоплазматической мембране [10–12]. В  полу-
контактном режиме кантилевер касается образца 
только в нижнем полупериоде колебаний, осущест-
вляя «приземление» на  поверхность [1]. При ска-
нировании в соответствии с рельефом поверхности 
образца возникает отклонение текущей величины 
амплитуды колебаний кантилевера. Обратная связь 
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стремится поддержать заданный уровень амплиту-
ды колебаний кантилевера, точнее, уровень сигнала, 
пропорционального амплитуде. Сила, действующая 
на зонд со стороны поверхности, приводит к изгибу 
кантилевера и сдвигу амплитуды и частоты. По ха-
рактеристикам этого сдвига можно судить о рельефе 
исследуемой поверхности (рис. 4) [12].

Для эффективного использования АСМ в прак-
тике клинической лабораторной диагностики не-
обходимо изучить методологию режимов, а  так-
же установить референтные интервалы (РИ) для 
исследуемых параметров клеток с  применением 
статистических методов установления РИ в  соот-
ветствии со стандартами расчетов аналитических 

Рис. 3. Схема устройства атомно-силового микроскопа и принцип работы его зонда 
в различных режимах ([7], с модификациями)

Рис. 4. Визуализация рельефа поверхности эритроцитов с помощью атомно-
силового микроскопа в воздушной среде: 4а — контрольный эритроцит  
(10 × 10 мкм); 4b — эритроцит после воздействия гемина (10 × 10 мкм), участок его 
поверхности (2 000 × 2 400 нм) с зернистыми структурами и профиль доменной 
структуры [12]
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характеристик лабораторного метода и оценки его 
клинической информативности.

Таким образом, целью нашей работы явилось 
определение референтных интервалов для параме-
тров атомно-силовой микроскопии, характеризующих 
размеры эритроцитов у здоровых индивидуумов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Группа обследованных лиц. В  исследовании 
приняли участие 32 регулярных донора крови 
в возрасте 18–60 лет, из них 10 женщин (31 %) и 22 
мужчины (69 %), подписавших информированное 
согласие на  включение в  исследование. Ни  у  кого 
из участников не  были выявлены медицинские 
противопоказания к  донации, что позволило 
классифицировать их как практически здоровых лиц.

Лабораторные методы исследования. У  каж-
дого участника исследования был получен обра-
зец периферической крови путем пункции куби-
тальной вены после кратковременного (не более  
1 мин) наложения жгута в  положении обследу-
емого «лёжа в донорском кресле» с  помощью 
двухкомпонентных систем для забора крови в од-
норазовые полипропиленовые пробирки типа 
Vacuette с  антикоагулянтом ЭДТА-К2. Данный 
биоматериал (цельная кровь) был использован для 
выполнения следующих лабораторных тестов:  
1) мазок на стекле с окрашиванием по Романовскому- 
Гимзе с последующей световой микроскопией кле-
ток крови с помощью микроскопа CX23LEDRFS-1 
(OLYMPUS, Япония); 2) клинический анализ крови 
на автоматическом гематологическом анализаторе 
NX-350 (Sysmex, Япония); 3) оценка морфологии 
эритроцитов с  помощью АСМ «Интегра Прима» 
(ООО «НТ-МДТ», Россия) в полуконтактном режи-
ме сканирования в воздушной среде классическо-
го неокрашенного мазка цельной крови на стекле. 
Также у всех участников исследования был изме-
рен уровень ферритина сыворотки крови имму-
нохемилюминесцентным методом на  анализаторе 
Architect (Abbott, США).

Статистические методы исследования. Стати-
стическая обработка результатов была выполнена 
с  помощью пакета компьютерных программ SPSS 
(IBM, США). Количественные параметры в таб
лицах представлены в виде медиан и межквартиль-
ных интервалов. Для сравнения количественных 
переменных использовали параметрические стати-
стические методы, различия считали статистически 
значимыми при уровне значимости р < 0,050. Расчет 
РИ был выполнен в соответствии с ГОСТ Р 53022.3-
2008 «Технологии лабораторные клинические. Тре-
бования к  качеству клинических лабораторных 

исследований. Часть 3. Правила оценки клиниче-
ской информативности лабораторных тестов» (утв. 
приказом Федерального агентства по  техническо-
му регулированию и метрологии РФ от 18.12.2008  
№ 557-ст) [13] с использованием следующих формул:

среднеквадратичное отклонение (S):

, где n  — объем выбор-
ки, х  — варианта, х — среднее арифметическое  
значение; 

коэффициент вариации (Cv):

, при этом:
Сv <10 % — низкое разнообразие признака;
Сv = 10–20 % — среднее разнообразие признака;
Сv > 20 % — высокое разнообразие признака.

Для расчета точности определения границ РИ 
были определены их доверительные интервалы 
с 90%-ной вероятностью по формуле:

A ± 2,81S/√n, где А — значение границы РИ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В обследованной нами выборке значения па-
раметров клинического анализа крови доноров 
не выходили за пределы РИ (табл. 1).

У доноров-женщин были выявлены более низкие 
значения таких параметров клинического анализа 
крови, как содержание эритроцитов и гемоглобина, 
гематокрит, среднее содержание и  средняя концен-
трация гемоглобина в  эритроците (p < 0,050); при 
этом у  женщин имелась тенденция к  более высо-
кому индексу распределения эритроцитов по  объ-
ему, но различия с мужчинами по этому параметру 
не  достигали уровня статистической значимости. 
Уровень ферритина в сыворотке крови доноров со-
ставил 62 [49–79] мг/л у женщин и 57 [22–92] мг/л 
у мужчин и также не выходил за пределы РИ (12–120 
и  15–200 мг/л соответственно). Полученные нами 
результаты соответствуют данным литературы [14, 
15]. По  результатам световой микроскопии, у  всех 
обследованных лиц эритроциты были представле-
ны нормоцитами, а измененные формы эритроцитов 
в проанализированных полях зрения отсутствовали.

Таким образом, обследованная нами группа до-
норов продемонстрировала способность служить 
референтной выборкой для определения РИ в  от-
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ношении параметров АСМ, характеризующих раз-
меры эритроцитов.

Для оценки размеров эритроцитов с  использо-
ванием АСМ нами были определены минималь-
ная и максимальная высота (h_min и h_max, мкм) 
а  также минимальный и  максимальный диаметр 
(d_min и d_max, мкм) клеток, морфологически со-
ответствующих нормоцитам (рис. 5; табл. 2).

РИ представляет собой ограниченный рефе-
рентными пределами и  статистически охаракте-
ризованный диапазон значений результатов лабо-
раторных исследований определенного аналита, 
полученных при обследовании одного индивиду
ума или группы лиц, отобранных по специальным 
критериям [13]. Для определения РИ нами были 
рассчитаны средние значения, среднеквадратич-

Таблица 1. Параметры клинического анализа крови в обследованной выборке 
доноров (N = 32)

Параметры Мужчины  
(N = 22)

Женщины  
(N = 10)

Референтные 
интервалы

Эритроциты (RBC), ×1012/л 4,9 [4,3–5,5] 4,7 [4,2–5,2] * 4,3–5,5

Гемоглобин (HGB), г/л 154 [140–168] 135 [123–147] * 130–160

Гематокрит (HCT), % 43 [37–49] 41 [37–44] * 36–49

Средний объем эритроцита (MCV), 
фл

86 [80–91] 85 [81–88] 80–95

Среднее содержание гемоглобина 
в эритроците (MCH), пг

30 [29–31] 28 [28–29] * 27–31

Средняя концентрация гемоглобина 
в эритроците (MCHC), г/л

344 [324–363] 340 [325–354] * 320–360

Индекс распределения эритроцитов 
по объему (RDW-SD), фл

41 [37–44] 42 [39–45] 37–47

Индекс распределения эритроцитов 
по объему (RDW-CV), %

12,2 [11,7–12,7] 13,2 [12,5–13,7] 11,6– 14,8

* p < 0,050 при сравнении с мужчинами

Рис. 5. Визуализация эритроцитов нормальной формы с помощью атомно-силовой 
микроскопии в двумерном (2D) и трехмерном (3D) форматах (собственное фото 
авторов)
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Таблица 3. Рассчитанные статистические данные для определения референтных 
интервалов параметров атомно-силовой микроскопии, характеризующих размеры 
эритроцитов в обследованной выборке доноров (N = 32)

Параметры
Среднее 

арифметическое 
(x)

Средне-
квадратичное 
отклонение (S)

Коэффициент 
вариации (Cv)

Доверительный 
интервал (90 % 
вероятность)

h_min, мкм 0,50 0,10 20 %
[0,25–0,34]
[0,65–0,76]

h_max, мкм 0,70 0,14 20 %
[0,35–0,49]
[0,91–1,05]

d_min, мкм 7,40 0,63 9 %
[5,79–6,41]
[8,39–9,01]

d_max, мкм 9,20 0,48 5 %
[7,90–8,38]
[9,82–10,3]

Таблица 2. Параметры атомно-силовой микроскопии, характеризующие размеры 
эритроцитов в обследованной выборке доноров (N = 32)

Параметры Мужчины (N = 22) Женщины (N = 10) Референтные 
интервалы

h_min, мкм 0,6 [0,4–0,8] 0,5 [0,4–0,6] 0,3–0,8

h_max, мкм 0,8 [0,6–1,0] 0,8 [0,5–1,0] 0,4–1,1

d_min, мкм 7,2 [5,9–8,4] 7,2 [6,5–7,9] 5,8–9,0

d_max, мкм 9,2 [8,4–10,0] 9,2 [8,7–10,0] 7,9–10,3

ные отклонения и  коэффициенты вариации (Cv) 
диаметра и высоты эритроцитов. В обследованной 
нами выборке параметры, характеризующие высо-
ту эритроцитов (h_min и h_max), продемонстриро-
вали среднее разнообразие признака (Cv = 20 %), 
а  параметры, характеризующие диаметр эритро-
цитов (d_min и d_max), продемонстрировали низ-
кое разнообразие признака (Cv = 9 % и 5 % соот-
ветственно). Для расчета точности определения 
границ РИ были определены их доверительные 
интервалы, то есть интервалы значений, в которых 
с заданной вероятностью находится значение дан-
ного параметра. Результаты расчетов представле-
ны в таблице 3.

Метод АСМ открывает широкие перспективы 
для использования в фундаментальных исследова-
тельских работах и в практике клинической лабо-
раторной диагностики при различных заболевани-
ях, позволяя хорошо визуализировать измененные 

клетки. Выполненное нами пилотное исследование 
эритроцитов у пациентов с различной патологией 
показало возможности АСМ в визуализации изме-
нений формы клеток, которые могут быть ассоци-
ированы с  нарушением функционирования эри-
троцитов (рис. 6).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1.	 АСМ является передовым высокотехноло-
гичным методом визуализации различных объек-
тов, в том числе клеток и субклеточных структур 
человеческого организма, что открывает широкие 
перспективы для применения этого подхода в кли-
нической лабораторной медицине для диагностики 
различных патологий у пациентов. В ряде случаев 
АСМ способен заменить дорогостоящие, громозд-
кие и сложные в эксплуатации и пробоподготовке 
электронные микроскопы высокого разрешения.
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2.	 Чтобы эффективно использовать АСМ 
в  практической медицине и  иметь возможность 
корректно трактовать полученные результаты, 
необходимо установить РИ для исследуемых био-
логических объектов, в  частности, для эритроци-
тов, в  соответствии с  официально утвержденным 
статистическим подходом, изложенным в  ГОСТ  
Р 53022.3-2008.

3.	 В данном исследовании нами было уста-
новлено, что группа практически здоровых инди-
видуумов (кадровых доноров крови) способна слу-
жить референтной выборкой для определения РИ 
в отношении параметров АСМ, характеризующих 
размеры эритроцитов.

4.	 В данном исследовании нами были детек-
тированы РИ для параметров АСМ, характеризую-
щих размеры эритроцитов в референтной выборке, 
и было установлено, что их средние значения на-
ходятся в пределах РИ, рассчитанных по ГОСТ Р 
53022.3-2008. Полученные нами результаты вносят 
вклад в  развитие клинической методологии АСМ 
и  подтверждают целесообразность дальнейших 
углубленных исследований по оценке параметров 
АСМ, характеризующих размеры эритроцитов, 
и их РИ на увеличенных выборках здоровых инди-
видуумов различных возрастных групп.
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