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Резюме. Неуклонный рост числа наркозависимых, особенно среди молодежи, диктует необходимость поиска  
путей профилактики и лечения данного недуга. В этой связи возникает необходимость более детального изуче-
ния механизмов протекания данного заболевания с привлечением современных методов исследования, таких 
как атомно-силовая микроскопия и флуоресцентный анализ аминокислотных остатков. Цель работы: выявить 
структурно-функциональное состояние мембран эритроцитов при наркозависимости. Материалы и методы. 
Исследования проводили на мембранах эритроцитов 60 испытуемых, страдающих героиновой зависимостью. 
Исследовались форма, топография поверхности эритроцитов, а также проводился спектральный анализ бел-
ков мембран эритроцитов. Результаты. Проведенная атомно-силовая микроскопия эритроцитарных мембран 
указывает на неоднородность поверхностных механических свойств мембран эритроцитов наркозависимых. 
Полученные данные указывают на ускорение процесса старения эритроцитов при наркозависимости, который 
идет двумя путями: образованием на плазмолемме выростов, которые впоследствии отмирают (эхиноциты) и 
инвагинацией плазмолеммы эритроцитов (сфероциты). Спектр флуоресценции аминокислот эритроцитов нар-
козависимых характеризуется  значительным уменьшением интенсивности практически всех пиков со сдвигом 
в коротковолновую область. Выводы. При наркозависимости отмечаются изменения структурной целостности 
эритроцитов. У людей, больных наркоманией, по сравнению со здоровыми отмечается более высокая вариабель-
ность морфологии эритроцитов, что выражается в значительном повышении  доли эхиноцитов и сфероцитов на 
фоне значительного снижения числа дискоцитов. Для  мембранных белков эритроцитов наркозависимых лиц 
характерны конформационные изменения, проявляющиеся в снижении интенсивности флуоресценции аромати-
ческих аминокислот, что  указывает на  их структурную модификацию и значительную уязвимость кроветвор-
ной системы. Они в большей степени определяются изменением интенсивности флуоресценции триптофана и в 
меньшей — тирозина, что указывает на сохранение трехмерной структуры белка. 
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На сегодняшний день наркозависимость продолжает оставаться одной из актуальных медико-социальных про-
блем. Обосновано это, в первую очередь, проявлением неблагоприятных стрессовых факторов в обществе, ко-
торые оказывают значительное влияние на направленность и характер поведения конкретного индивида. В этой 
связи большое количество работ, посвященных исследованию наркозависимости, имеют психологическую на-
правленность [1-4]. Очевидно, что это имеет смысл на стадии психологической зависимости, когда путем бесед 
и правильно подобранных тренингов можно добиться положительного эффекта и избавить личность от этой 
проблемы. Однако, на стадии физической зависимости, когда организм наркозависимого не может обходиться 
без дозы наркотика, эти методы становятся малоэффективными и возникает необходимость поиска медикамен-
тозных способов лечения. Для этого необходимы более глубокие исследования, направленные на изучение меха-
низмов формирования и патогенеза наркотической зависимости. В этом направлении проведено довольно много 
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исследований, указывающих на весьма обширный спектр действия наркотиков [5,6]. 
Известно, что во многом пагубное действие наркотических веществ на организм человека определяется на-

рушением структурной организации мембран, в результате чего повышается их проницаемость для различных 
веществ и ускоряются процессы старения клеток. Однако на сегодняшний день отсутствуют сведения, раскры-
вающие механизм повреждения мембран при действии токсических веществ. Одной из общепринятых моделей 
патогенеза наркозависимости в данном аспекте является индуцированная наркотическими веществами актива-
ция свободнорадикальных процессов, что сопровождается нарушением билипидного слоя и структуры мембра-
ны в целом [7-9]. 

Излюбленной моделью для биофизических исследований в области структурной и функциональной организа-
ции клеточных мембран являются мембраны эритроцитов. Во многом этому способствует сравнительная про-
стота, легкая доступность данных клеток, а также то, что эритроцитарным мембранам присущи общие принци-
пы организации биологических мембран. Поэтому их удобно использовать в качестве естественной модели для 
выяснения общих структурно-функциональных характеристик мембран, а также изменений их механических 
свойств при различных заболеваниях, в том числе и при наркотической зависимости.

Мембраны эритроцитов представляют собой пластичную молекулярную мозаику, состоящую из белков, липо- 
и гликопротеинов и чисто липидных участков [10]. С этой точки зрения очень важно выявить закономерные 
взаимосвязи между перестройкой мембранного белкового каркаса и интегральными упруговязкостными свой-
ствами плазмолеммы, которые лежат в основе поддержания нормальной дисковидной формы эритроцитов.

Согласно широко распространенным представлениям, наиболее вероятным первичным процессом при дей-
ствии токсических, в частности наркотических, веществ является нарушение структуры мембраны [11]. Воз-
действие наркотических веществ на нативные структуры клеток приводит к сложным изменениям в молекуляр-
ных компонентах мембран. Поэтому сохранение нативных липид-липидных, липид-белковых и белок-белковых 
взаимодействий в патогенезе наркозависимости является решающим фактором в поддержании интегративной 
целостности клеток. 

В этой связи актуальными представляются исследование в данном направлении с привлечением современных 
высокочувствительных методов, одним из которых является метод флуоресцентного анализа, позволяющий ис-
следовать конформационное состояние белков и его изменения под влиянием внешних факторов, а также метод 
атомно-силовой микроскопии, направленный на определение топографии эритроцитов.

Материалы и методы 
Исследования проводили на базе отделения наркологии Центральной клинической больницы и биологическо-

го факультета ДГУ г. Махачкала. Всего было обследовано 60 героиновых наркоманов — мужчин в возрасте от 
25 до 45 лет со стажем наркотической зависимости от 5 до 10 лет. В крови наркозависимых определяли форму, 
топографию поверхности эритроцитов, а также проводили спектральный анализ белков мембран эритроцитов.

Форму эритроцитов и топографию их поверхности исследовали на свежевысушенных мазках крови без ис-
пользования красителя с помощью атомно-силового микроскопа в полуконтактном режиме на установке NT-
INTEGRA spectra (Зеленоград). Для изучения формы и размеров эритроцитов получали изображения в плоском 
формате и в формате 3D.

Спектральный анализ белков мембран эритроцитов проводили на спектрофлуориметре Hitachi F7000 (Япония) 
и сканирующем спектрофотометре Beckman Coulter DU730 (США). Снимались спектры суммарной (тирозин, 
фенилаланин, триптофан) и триптофановой флуоресценции белков. Полученные спектры флуоресценции были 
подвергнуты преобразованию Фурье с вычислением вторых производных (2ПСФ) с использованием пакета про-
граммы OriginPro 8.6 [12].

Статистическую обработку результатов проводили методом малой выборки по t-критерию Стьюдента с ис-
пользованием пакетов прикладных программ для персональных компьютеров Microsoft Exсel STATISTICA 12. 
[12]. Различия полагали статистически значимыми при уровне р<0,05 и ниже.

Результаты и их обсуждение 
Результаты исследования представлены на рис. 1–6. Как видно из представленных данных, популяции крас-

ных клеток крови в обеих группах представлены эритроцитами различной формы. У здоровых лиц преоблада-
ют эритроциты двояковогнутой формы — дискоциты, на долю которых приходится 80–90% от общего числа 
эритроцитов. На долю планоцитов — эритроцитов уплощенной формы, в норме приходится 10,2% всех эри-
троцитов. Содержание же стареющих форм красных клеток крови (эхиноциты, сфероциты) в крови здорового 
человека незначительно (рис. 1). 

При исследовании крови наркозависимых обращает на себя внимание значительное повышение доли старых 
форм эритроцитов (эхиноцитов на 56,2% и сфероцитов — на 7,8%), тогда как количество нормальных форм 
эритроцитов в этой исследуемой группе значительно снижено (рис. 3, 4).
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Полученные данные указывают на ускорение процесса старения эритроцитов, который идет двумя путями. 
Один путь связан с процессом кренирования, т.е. образования на плазмолемме выростов, которые впоследствии 
отмирают. Таким путем образуются эхиноциты — сферические клетки, на поверхности которых располагает-
ся 30–50 спикул. Трансформация клетки дискоцит-эхиноцит в начальной стадии обратима. Если клетка долго 
пребывает в состоянии эхиноцита, то возникает потеря липидного компонента мембраны и изменения формы 
становятся необратимы. Причиной формирования эхиноцитов при действии наркотических веществ может быть 
уменьшение образования молекул аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ) в эритроците в результате нарушения 
функционирования электронно-транспортной цепи, а также усиленное образование лизолецитина в плазме кро-
ви и повышенное содержание в ней жирных кислот.

Другой путь старения связан с инвагинацией плазмолеммы эритроцитов, в результате чего образуются сфе-
роциты (шаровидные) — эритроциты, утратившие свою двояковогнутую форму. Эти виды эритроцитов имеют 
большую толщину, у них отсутствует центральное просветление. Изменение кислотности среды от нейтральной 
до щелочной и обратно вызывает обратимый переход дискоцита в сфероцит.

\

Рис. 1. Процентное распределение различных форм эритроцитов, полученное при подсчете 100 клеток мето-
дом атомно-силовой микроскопии у здоровых и наркозависимых лиц

Figure 1. Percentage distribution of various forms of red blood cells obtained by counting 100 cells by atomic force 
microscopy in healthy and drug-dependent individuals

   

Рис. 2. Изображения эритроцитов здорового человека в поле 70×70 мкм в формате 2D (а) и «3D» (б)
Figure 2. Images of red blood cells of a healthy person in a field of 70×70 mcm in 2D (a) and «3D» (b) format

  
 

Рис. 3. Изображения фрагмента мембраны эритроцита здорового человека в поле 70×70 мкм в формате 2D (а) 
и «3D» (б)

Figure 3. Images of a fragment of a healthy human erythrocyte membrane in a field of 70×70 mcm in 2D (a) and «3D» 
(b) format

Цитоскелетный каркас, придающий эритроциту характерную двояковогнутую форму, формируют структур-
ные белки спектрин и анкирин. Спектрин образует сеть филаментов на внутренней поверхности мембраны. 
Эта сеть служит для поддержания двояковогнутой формы эритроцитов и позволяет им деформироваться при 
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прохождении через узкие капилляры. В ее формировании принимает участие белок актин. Соединение спектри-
нового цитоскелета с внутриклеточной стороной клеточной мембраны осуществляется опосредованно, через 
взаимодействие с трансмембранным белком анкирином [14, 15]. 

Очевидно, что дефекты этих белков лежат в основе разрушения эритроцитов при их старении, а также ряде за-
болеваний (сфероцитоз, серповидноклеточная анемия и др.). С этой точки зрения, выявленные нами изменения 
в морфофизиологических характеристиках эритроцитов наркозависимых свидетельствуют об изменениях мем-
бранного белкового каркаса, что сказывается на упруговязкостных свойствах плазмолеммы, лежащих в основе 
поддержания нормальной дисковидной формы эритроцитов.

   

Рис. 4. Изображения эритроцитов наркозависимого в поле 70×70 мкм в формате 2D (а) и «3D» (б)
Figure 4. Images of red blood cells of a drug addict in a field of 70×70 mcm in 2D (a) and «3D» (b) format

 
Рис. 5. Изображения фрагмента мембраны эритроцита наркозависимого в поле 70×70 мкм в формате 2D (а) и 

«3D» (б)
Figure 5. Images of a fragment of a drug-dependent erythrocyte membrane in a field of 70×70 mcm in 2D (a) and «3D» 

(b) format

Одним из проявлений указанных процессов является гемолиз эритроцитов, на активацию которого при нарко-
зависимости указывают результаты наших предыдущих исследований по изучению кислотной и осмотической 
устойчивости эритроцитов при наркотической зависимости [16]. Нами были получены данные, свидетельствую-
щие о качественных изменениях состава эритроцитарной популяции героиновых наркоманов в состоянии абсти-
ненции, что выражалось в повышении интенсивности гемолиза. На это указывало преобладание низкостойких 
эритроцитов, а также повышение числа гемолизированных эритроцитов на пике гемолиза. Также нами было 
установлено снижение устойчивости эритроцитов наркозависимых лиц и при действии убывающих концентра-
ций NaCI [17].

Проведенные исследования эритроцитарных мембран с использованием атомно-силовой микроскопии (АСМ), 
указывают на неоднородность поверхностных механических свойств мембран эритроцитов наркозависимых. В 
настоящее время накоплен лишь начальный опыт применения методик АСМ в исследовании наркомании. Одна-
ко даже уже достигнутые результаты указывают на перспективность использования АСМ в этом направлении.

Поскольку в ходе наших исследований возникло предположение о конформационных изменениях в структуре 
белковых молекул, нами было проведено измерение флуоресценции аминокислотных остатков (тирозина, трип-
тофана) белков эритроцитов. 

Результаты проведенных нами исследований представлены на рис. 6, где отражены спектры поглощения и 
собственной флуоресценции белков эритроцитов результаты их деконволюции. Полученные результаты декон-
волюции спектров поглощения позволяют определить характеристики индивидуальных полос.

Как видно из представленных данных, спектр флуоресценции аминокислот эритроцитов наркозависимых 
значительно отличается от контроля, что выражается в уменьшении интенсивности практически всех пиков. 
Кроме того, в спектрах флуоресценции белков мембран эритроцитов при наркозависимости происходит сдвиг 
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пика флуоресценции в коротковолновую область (327 нм → 313 нм). Наркозависимость сопровождается также 
спектральной асимметрией с формированием слабого плеча на λ = 302 нм (рис. 6). Данный пик соответствует 
флуоресценции аминокислотных остатков тирозина. Наблюдаемые изменения могут быть связаны с конформа-
ционными изменениями структуры белков эритроцитов, а также поверхностной топографии макромолекул, что 
проявляется в изменении доступности для молекул растворителя поверхностных ароматических остатков.

 
Рис. 6. Спектры флуоресценции эритроцитов крови и результаты их деконволюции (ось абцисс — длина вол-

ны (λ, нм), ось ординат — интенсивность флуоресценции — I фл)
Figure 5. Fluorescence spectra of red blood cells and the results of their deconvolution (the abciss axis is the wavelength 

(λ, nm), the ordinate axis is the fluorescence intensity — I fl)

Таким образом, состояние эритроцитов представляет чувствительный индикатор изменений нормального 
хода физиологических, биохимических и биофизических процессов в организме, обусловленных воздействием 
факторов внешней среды, в частности наркотических средств. Проведенные исследования структурно-функ-
ционального состояния мембран эритроцитов при наркозависимости с привлечением АСМ и флуорисцентного 
анализа выявили изменения структурной целостности эритроцитов при злоупотреблении наркотическими ве-
ществами. 

Выводы:
1. У людей, больных наркоманией, по сравнению со здоровыми лицами, отмечается более высокая вариабель-

ность морфологии эритроцитов, что выражается в значительном повышении доли эхиноцитов и сфероцитов на 
фоне значительного снижения числа дискоцитов.

2. Для мембранных белков эритроцитов наркозависимых лиц характерны конформационные изменения, про-
являющиеся в снижении интенсивности флуоресценции ароматических аминокислот, что указывает на их 
структурную модификацию и значительную уязвимость кроветворной системы. Они в большей степени опре-
деляются изменением интенсивности флуоресценции триптофана и в меньшей — тирозина, что указывает на 
сохранение трехмерной структуры белка. 
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Abstract. The steady growth in the number of drug addicts, especially among young people, dictates the need to find 
ways to prevent and treat this disease. In this regard, there is a need for a more detailed study of the mechanisms of the 
course of this disease using modern research methods, such as atomic force microscopy and fluorescence analysis of 
amino acid residues. Purpose of the work: to reveal the structural and functional state of erythrocyte membranes in drug 
addiction. Materials and methods. The studies were carried out on the erythrocyte membranes of 60 subjects suffering 
from heroin addiction. The shape and topography of the erythrocyte surface were studied, and spectral analysis of the 
proteins of the erythrocyte membranes was carried out. Results. The conducted AFM studies of erythrocyte membranes 
indicate the heterogeneity of the surface mechanical properties of the erythrocyte membranes of drug addicts. The 
data obtained indicate an acceleration of the aging process of erythrocytes in drug addiction, which goes in two ways: 
the formation of outgrowths on the plasmolemma, which subsequently die off (echinocytes) and invagination of the 
plasmolemma of erythrocytes (spherocytes). The fluorescence spectrum of amino acids in erythrocytes of drug addicts 
is characterized by a significant decrease in the intensity of almost all peaks and a shift of the fluorescence peak to 
the short-wave region. Findings. With drug addiction, changes in the structural integrity of red blood cells are noted. 
In people with drug addiction, in comparison with healthy people, there is a higher variability of the morphology of 
erythrocytes, which is expressed in a significant increase in the proportion of echinocytes and spherocytes against the 
background of a significant decrease in the number of discocytes. For the membrane proteins of erythrocytes of drug 
addicts, conformational changes are characteristic, manifested in a decrease in the intensity of fluorescence of aromatic 
amino acids, which indicates their structural modification and significant vulnerability of the hematopoietic system. 
They are largely determined by changes in the fluorescence intensity of tryptophan and, to a lesser extent, tyrosine, 
which indicates the preservation of the three-dimensional structure of the protein.
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